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0.I I min-t Oac C). Les barres verticales représentent l'écart-type (n = 3).

Figure ,t-3: Cinétiques d'accumulation du nnc par Rhynchostegium riparioides
immergees dans les unites expérimentales dont le débit est de 2 (bac A), 0.5 (bac B) et
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Figure 4-4: Localisation des stations d'étude sur l'Andlau.
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Figure 4-5: Evolution du débit de I'Andlau au limnigraphe de Andlau entre le 22 jutua et
le 12 juillet 1994 (Source: SEMA DIREN Alsace).

Figure 4-$: Evolution de la vitesse du courant aux stations 3 G-) et 4 (-) entre le 22
juin et le 12 juillet 1994.

Figure 4-7: Evolution des concentrations en chrome dans I'eau aux stations 2 et 4
durant la période d'exposition des mousses.

Figure 44: Evolution des concentrations en chrome dans les mousses immergees aux
stations 2,3 et4. Les barres verticales représenteirt I'ecart-type (n = 3).

Figure 4-9: Evolution des concentrations en cuiwe dans I'eau aux stations 2 et 4 durant
la période d'exposition des mousses.

Figure 4-10: Evolution des concentrations en cuiwe dans les mousses immergees aux
stations 2,3 et4. Les barres verticales représentent I'ecart-type (n = 3)'

Figure 4-11: Evolution des conc€rfrations e,n zinc dans I'eau aux stations 2 * 4 dwart
la période d'exposition des mousses.

Figure 4-12: Evolution des concentrations en zinc dans les mousses immergees aux
stations 2,3 et4. Les barres verticales représente,nt I'ecart-type (n = 3).

Figure 4-13: Concentrations en Cr, Cu et Zn dans les mousses autochtones et
transplantées collectees aux stations 1,2 et 4 le premier et dernier jour de I'expérience.
Les barres verticales représentent l'écart-type (n =3).

Figure 4-14: Evolution saisonnière des concentrations en Cu dans les mousses

"uto"htones 
provenant du siæ de Commercy en parallèle avoc l'évolution du débit

mensuel de la Meuse (Limnigraphe de Saint Mihiel). (-) représente la concentration de
réference pour le Cu (19 pg g'' p.s.).

Figure 5-1: Mise en évid€nce du Cu par impact laser (LAMMS) sur des coupes
d'àchantillons de Rlrynchostegium ripariàides exposées à 340 pg L-r de Cu pendant 168
heures.

Figure 5-2: Protocole suM pour chaque traitement de desorpton envisagé.

Figure 5-3: Représentation graphique des trois fractions identifiees lors des différents
traitements.

Figure 5-4: Contribution des 3 fractions metalliçes évaluées selon diftrents
traitements exprimees en pourcentage de la concelrtration totale en Cu dét€rminee dans
I'echantillon peu conaminé (PC).

Figure 5-5: Contribution des 3 fractions maalliçes évaluees selon diftre,lrts
truiæ."nt" exprimees en pourc€ntage de la concænnation totale en Cu déterminee dans
I'echantillon corfaminé (FC).

Figure 5{: Contribution en pourcentage de la concentration initiale en Cu dons les

tnousses des 4 trempages successifs des echantillons peu et foræment conAmines dans
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Figure 5-7: Evolution des concentrations moyennes en cuiwe dans les mousses
immergees dans le bac témoin pendant 35 jours ef dans le bac contaminé par 188 pg L-t
de Cu purdant les 2l premiers jours de I'immersion. Læs barres verticales représentent
l'écart-type (n =3).

Figure 5-8: Evolution de la contribution des 3 fractions métalliques exprimees en pg g-l
et en pourcentage de la quantiæ totale de Cu déterminee dans l'échantillon immergé
pendant 35 jours dans le bac témoin.

Figure 5-9: Evolution de la contribution des 3 fractions métalliques exprimees en pg g-t
et en pourcentage de la quantité totale de Cu determinée dans I'echantillon exposé au
métal pendant 2l jours.

Figure 5-10: Evolution des concentrations moyennes en cuiwe dans les mousses
immergees dans le bac témoin peirdant 2l joun et dans le bac contaminé par 188 pg L-t
de Cu pendant les 7 premiers jours de I'immersion. Læs barres verticales représentent
I'ecart-t1pe (n =3).

Figure 5-11: Evolution de la contribution des 3 fractions métalliçes exprimees en pg
g-' et en pourceirtage de la quantité totale'de Cu determinee dans l'échantillon immerge
pendant 2l jours dans le bac témoin. 138

Figure 5-12: Evolution de la contribution des 3 fractions métalliques exprimæs en pg
g-' et en pourcentage de la quantite totale de Cu déûerminee dans I'echantillon exposé au
métal pendant 7 jours.

Figure 5-13: Evolution de I'activité photosynthetique des lots de mousses immergés
pendant 35 jours dans les bacs æmoin et contaminé. Iæs barres verticales représentent
l'écart-type (n = 3).

Figure 5-14: Evolution de l'activite photosynthetique des lots de mousses immerçs
pendant 2l jours dans les bacs temoin et contaminé. Les barres verticales représentent
I'ecart-type (n = 3).

Figure 5-15: Révélation au rouge de ruthénium de la composition chimique majeure de
la paroi cellulaire sur une coupe de tige (A; x a00) et de feuille (B ; x 1000) de
Rhyncho s te gi um ri pari oide s .

Figure 5-16: tlltrastmcture de Rhynchostegtum riparioides. Coupe tansversale de
feuille (A; 20000 ), de tige (B; 20000) et visualisation des espaces intercellulaires
(meats) dans la tige (C; 10000) ( trait = I pm).

Figure 5-17: Coupe transversale d'un rarne:il traité à I'acide rubéanique. Læ cuiwe se
révèle par des grains noirâtres, (A) x 400 ; (B) x 1000.

Figure 5-18: Attache d'une feuille sur un rameau de Rhynchostegium riparioides séché
en microscopie électronique à balayage (surFace analysee pour I'image X).

Figure 5-19: Images X représentant la repartition de deux éléments caractéristiques, le
cuiwe et I'aluminium, dans le volume analysé représenûe à la figure 5-18.

Figure 6-1: Evolution theorique des concerÉrations en métaux dans les mousses lors
d'une phase d'exposition au métal suivi d'une phase de relargage.
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Figure 6-2: Cinetiques d'accumulation du Cu par Rhynchostegium riparioides selon la
concentration d'exposition. Les barres verticales représenteirt I'ecart-type (n =3). 158

Figure 6-3: Cinetiques de relargage du Cu par Rhynchostegium riparioides selon la
concentration préalable d'exposition. Les barres verticales representent l'écart-type (n :
3). 158

Figure 6-4: Pourcentage de résidu en fonction de la vitesse du courant des stations dans
lesquelles les mousses ont eté transplantees pendant 9 jours. 162

Figure G5: Schéma du module expérimental. O: arrivee d'eau; 9:décanæur lamellaire;
0: bac d'immersion; C):fenêtre; ô: débitnetre; 0: pompe péristaltique; e: pompe
centrifuge d'homogénéisation; @:trop-plein; O: lames; O: grillage. l@

Figure 66: Module expérimental. Vue d'ensemble et détail du nouveau décanteur
(version 1995) constitué de lames et d'une structure en nid d'abeilles. L66

Figure 6-7: Repartition du cuivre présent dans les rejets de Cattenonr" Dampierre et
Nogent enûe les formes particulaires et dissouûes. 178

Figure G8: Repartition du zinc présent dans les rejets de Cattenonq Dampierre et
Nogent e,ntre les formes particulaires et dissoutes. 178

Figure G9: Evolution des concentrations en Cu dans les mousses immergees dans le
module et les rejets. [æs conceirtrations decriæs pour Nogent doivent être multipliees
par 10. 180

Figure 6-10: Evolution des concentrations en Cu dans les mousses immergees dans le
module et les rejets. 181

Figure 6-11: Facæurs de pollution (concentration métallique observee dans le support
analytique / conce,ntration de réference) calculés pour les mousses et les matières en
suspension collectees dans les rejeæ et le module dans chacun des 3 sites d'étude. 186

Figure 7-l: Schéma decrivant les difrére,ntes étapes de I'accumulation d'un métal par les
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milieu qui se decompose en fraction disponible (C,,à et non disponible (C.,,). C" est la
concentration de métal accumulable regroupant C6a, una partie de C.n qui dwient
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(D'apres Phillips et Rainbow, 1993).

Tableau 1-2: Moyennes et lCsgoz" du nombre de ûouffes de rhizoides par grappe de l0
mmeaux de Fontinales immergées dans des conditions hydrodynamiques et à des
æmperatures (temp.; oC) diftrentes (D'après Glime, 1980).

23

36



l 4

Tableau 1-3: Chimie de 105 sites où a eté prélevee I'espèce Rhynchostegium
riparioides (D'après Wehr et Whitton, 1986).

Tableau L-4:- Exemples de valeurs extrêmes de concentrations en métaux dans les
mousses (pgg'p.s.) prélevees lors de travaux in situ.

Tableau 1-5: Facteurs de pollution maximum (FP : concentration observee /
concentration de référence) dans les bryophyæs et les sediments du bassin Rhône-
Mediterranee (D'apres André et Lascombe, 1987).

Tableau 1-6: Concentrations de réference standard pour les metaux dans les mousses
aquatiques (D'après Mouvet, 1986).

Tableau 1-7: Grille de qualiæ basee sur le dosage des métaux dans les mousses
aquatiques (D'après Mouvet, 1986).
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Tableau 6-13: Concentrations de réference (pg g-') et facteurs limites de pollution pour
les mousses et le sediment (Source: Agence de I'Eau).
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Les problèmes de pollution engendrés par le bouleversement des cycles géochimiques et

le développement industriel sont aujourd'hui, pour la plupart, connus et identifiés. De part la

circulation et les flux d'éléments dans la biosphère, les émissions de polluants, qu'elles soient

solides, liquides ou gazeuses ont souvent comme milieu récepteur final le milieu aquatique, sujet à

une forte pression anthropique. Les métaux, éléments constitutifs du tableau périodique sont

employes dans une large gamme de procédés industriels et sont omniprésents dans notre vie

quotidienne. Notre civilisation genérant des masses considérables de déchets, il résulte une large

dissémination de ces élernents dans la biosphère. Si tous ces élernents sont naturels, leur presence

au sein des écosystèmes aquatiques I'est beaucoup moins lorsque, aux apports géochimiques,

s'ajoutent les sources d'origine anthropique. De part lzur proprieté à s'accumuler dans un grand

nombre d'organismes et surtout à se concentrer au fur à et mesure que l'on progresse dans la

pyramide biologiçe, les métaux, qui pour certains sont des oligoéléments, deviennent alors

indésirables, voire toxiques. Cette toxicite s'exprime souvent, du fait de leur capacité à se

concentrer dans la chaîne trophique, pour de très faibles concentrations dans I'eau, d'où le terme

de micropollution parfois donné à ce type de nuisance.

La particularite des métaux à exercer des effets néfrstes sur la biocénose à de très fribles

doses rend difficile I'estimation fiable de la contamination du milieu et de ses consfuuences sur

les organismes vivants. Le dweloppernent des méthodes analytiques, toujours plus perfonnantes,

a permis d'affiner les limiæs de detectioq d'identifier et de quantifier certaines formes chimiques

du métal dans I'eau, y compris des formes potentiellement toxiques. Cependanq la démarche

strictement anatytique ne peut intégrer deux phenomenes de première importance. Le premier est

la grande variabilité spatiale et temporelle du niveau de contamination du milieu rendant difficile

une estimation représe,lrtative de la situation reelle. Læ second decoule de la proprieté des métaux

à s'accumuler au sein de la chaîne trophique, propriéte qu'il est difficile de prendre en compte par

une simple approche analytique.

C'est ainsi que ce sont développees des méthodes basees sur la determination des

teneurs en métaux directernent dans les organismes. Le premier avantâge d'une telle approche est

de mesurer directement sur la biocenose la resultante d'une contamination de l'écosysûeme. Le
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second est de pouvoir sélectionner certains organismes qui présentent une très forte capacité

d'accumulation, facilitant ainsi la mise en évidence d'une contamination du milieu, aussi faible

soit elle. D'autres méthodes faisant appel à des organismes sensibles à ce type de pollution ont

aussi permis, non pas de quantifier le niveau d'une contamination métallique, mais d'en évaluer

les effets toxiques.

Parmi les organismes employés pour la mise en évidence d'une contaminatiorq les

bryophytes aquatiques, végétaux présents dans la majorité des cours d'eau, sont largement

utilisees depuis le début des annees 1980. A I'origine, cette méthode s'inspire de l'emploi de

bryophyes terrestres pour détecter les retombees atnosphériques d'éléments radioactifs.

Transposé au milieu aquatiçe, l'emploi des mousses aquatiques comme support analytique s'est

avéré une méthode efficace donnant à la fois une indication fiable du niveau de contamination

métallique du milieu dans lequel elles sont immergees et une évaluation de la fraction du métal

présent dans l'eau potentiellement accumulable dans la chaîne trophique. Les nombreuses

recherches consacrees à cet indicateur de pollution ont abouti en 1986 à l'élaboration d'une

méthodologie, mise au point par C. Mouvet au Laboratoire d'Ecologie de I'Universiæ de Metz

(actuellement CRELIM) avec I'appui des Agences de I'Eau, permettânt de classer les cours d'eau

selon une grille de qualité traduisant le niveau de pollution métallique.

Depuis 19EE, Electricite de France (EDF) s'interesse à cetûe méthode pour la

caractérisation et l'évaluation des rejets métalliques et radioactifs imputables aux centres de

production nucléaire. tæ Departement Environnement de la Direction des Etudes et Recherches de

EDF (EDF-DER) a donc développé un programme de recherche sur plusieurs annees. L'objectif

est le suivi et l'évaluation des rejets métalliques et radioactifs des centrales nucléaires, et leur

contribution à la contamination du milieu récepteur. Ce programme est basé en partie sur

l'emploi des mousses aquatiques comme traceur de la contamination métallique. La partie

concernant les radioeléments a éte confiee au Commissariat à I'Energie Atomique (CEA) de

Cadarache et a fait l'objet d'une these (Beaugelin-Seiller, 1994). La partie portant sur la

méthodologie et les méûaux àit I'objet de cette these. Elle a éæ menee au Centre de Recherches

Ecologiques, Universite de Metz (CRELJM) en collaboration avec le Uepartement Gjeochimie du

Bureau de Recherches Geologiques et Minières d'Orleans (BRGM) et le Département

Environnement de EDF-DER à Chatou.

Le premier objectif de ce travail est d'adapter la méthode mise au point en 1986 aux

spécificites et aux contraintes liees au contexte particulier des rejets d'eaux échauftes d'une

centrale nucleaire. Ceux-ci se caracterisent par des températures inhabituelles pour les mousses
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aquatiques et par des regimes d'écoulement très diftrents d'un site à l'autre. Or l'incidence de

ces deux paramètres sur l'ampleur des phénomènes d'accumulation des métaux par ces

organismes n'a jamais eté étudiee.

Le deuxième objectif est de mieux comprendre les mécanismes d'accumulation des

métaux par ces organismes. En effet, si la résultante d'une exposition de I'organisme à un métal

est aujourd'hui bien connue, les principes qui gouvernent les cinetiques d'accumulation et de

relargage des métaux par les mousses le sont, eux, beaucoup moins. Une meilleure

compréhension de ces phenomènes consiste alors à subdiviser la quantite globale de métal

accumulee en différentes fractions, à suivre lzur évolution quantitative dans le temps et à etudier

la repartition du métal accumulé dans la plante.

Le troisiàne objectif est d'optimiser une méthode qui, jusqu'à présent, ne donne qu'une

interprétation qualitative basee sur une grille de qualite, et d'aboutir à une description

quantitative des relations d'échanges des métaux e,ntre le milieu et la mousse. Le lien, souvent

observé au laboratoire mais aussi in .titu, entre le niveau de contamination métallique du milieu et

les concentrations determinees dans les mousses mérite que soit tentee la mise en relation

quantitative de ces deux facteurs. Ainsi, une meilleure connaissanco des mécanismes

d'accumulation doit permettre de mieux decrire les relations d'échanges de métaux à l'interhce

eau-bryophyæs. Il s'agit aussi d'identifier et, dans la mesure du possible, quantifier la

contribution de facteurs physrques et chimiques du milieu à I'ampleur des phénomènes

d'accumulation. Ces frct€urs, sujets à d'évenfuelles variations dans le milieu peuvent affecter de

façon significative la relation quantitative qui relie les concentrations métalliques dans le milieu st

celles dans les mousses aquatiques. Ainsi, le demier objectif consiste à mettre au point un

support, utilisable in situ, permettânt de placer les mousses dans un environnement physique

contrôlé st d'intervenir, en les régulant, sur les frct€urs du milieu susceptibles d'affecter

I'accumulation des métaux par ces organismes.
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I-l LBs METAUX DANs I'ncosvsrEME AQUATIQUE

I-I-I ORIGITIE ET DISSEMINATION DANS I-A BIOSPIMRE

L'interve,lrtion humaine sur les cycles geochimiques modifie la distribution des éléments et

leur abondance dans les trois compartiments air, sol et eau. Aux sources naturelles que sont

l'érosion des roches et des sols et les émissions volcaniques se sont ajoutees I'extraction minière,

l'utilisation des combustibles fossiles et I'emploi industriel des métaux. L'accelération des cycles

geochimiques a provoqué non seulement une augmentation des te,neurs e,n métaux dsns lia

biosphère mais aussi la dissémination de ces éléments du fait de la multitude des applications

techniques dans lesquels ils intervie,nnent (métallurgie, élecfionique, industrie plastique, chimie

des polymères, chimie des pesticides et des colorants). Ainsi le cuiwe, qui entre dans la

composition d'au moins 160 minéraux, est présent naturelleme,lrt dans les sols à une conce,lrtration

moyenne de 20 mg kg't a dans les eaux de surface à des concentrations inférieures à l0 pg L'1.

Ces concentrations peuve,lrt être multipliees par un facteur 100 ou 1000 lorsque I'ecosystème est

soumis à une pression anthropique (Demayo et a1.,1982).

Ce constat effectué pour le cuiwe peut être généralisé aux autres métaux lorsque I'on

compiye les estimations des apports respectifs des émissions naturelles et anthropiques (Tableau

l-1). læs émissions de métaux, naturelles ou d'origine anthropique, qu'elles soient de nature

solide, liquide ou gazeuse, se retrouvent souv€trt dans I'ecosystème aquatique, suivant ainsi

principalement le cycle de I'eau. Les émissions atnosphériques de métaux se déposent au sol par

I'inærmediaire des precipitations ou des d€pôts secs. On peut ainsi observer des teneurs elr

métaux anormalement élevees dans des régions non industrielles (Markert et Weckert, 1989;

Foster et a1.,1991; Van Daale,n, l99l; Steinnes et al.,1994), parfiois très éloignees des zones

urbanisees comme le sont les zones arctiques (Savarino et al., 1994). [,a très large dissémination

des métaux à partir de zones d'émissions qui peuve,nt être tès localisees est illusbee par les

études portant sur le suivi dans la biosphère de radioeléments émis dans I'aûnosphère (Steinnes et

Njasta{ 1993; Gerdol et a1.,1994). Outre les rejets directs dans le milieu aquatique, l'érosion et

le lessivage des sols, contaminés ou norL contribuent aussi à la présence des métaux dans le

milieu aquatique. On peut ainsi arriver à des situations où les boues issues du traiæmelrt des eaux
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Figure 1-1: Voies par lesquelles les polluants sont transportés vers le milieu aquatique en zone
urbanisee. (Adapt€ de Behrendt et Boehme (1992) in Rautengarten, 1993).
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Figure l-2: Contribution des sources naturelles geochimiques et des sources d'origine
anthropique à la contaminæion des sediments du Rhin (D'après Fôrstner, l9s0).
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ou du curage des lits de cours d'eau, valorisées pour I'amendement des sols agricoles, génèrent de

nouveau une pollution métallique des eaux prealablement traitees (Gandais et Marchandise,

1992\.

Tableau 1-l: Contribution des apports anthropiques à la mobilisation
des métaux dans la biosphère. Deux estimations sont données pour
l'apport des sources anthropiques (d'après Phillips et Rainbow, 1993).

Elémeng Sources géologiques

(103 /an)

Sources
anthropiques

(103 t/an)

Total dans les océans

(106t)

Fer

Manganèse

Cuivre

Zinc

Nickel

Plomb

Molybdenium

Argent

Mercure

Etain

Antmoine

Cadmium

25000

440

375

370

300

180

l 3

)

3

1 .5

1 .3

319000

1600

4460

3930

358

2330

57

7

I

166

40

395000

8150

6000

5320

481

3200

74

9

10.5

227

65

17

4110

2740

4 1 1 0

6850

2740

4 L

13700

t37

68

14

274

68

Les sols urbains, impermeabilisés, sont facilement contaminés par les métaux issus des activités

urbaines, notamment par le Cq Pb, Zn. Ce stock de polluant est eNrsuit€ eirtraîné par lessivage,
générant ainsi une pollution qui gagne les cours d'eau par ruissellement (tægret et al., 1994).I-a

figure 1-l donne un exemple des voies de transfert des polluants du sol vers le milieu aquatique

dans une zone urbanisee. La sonrme de ces différentes sources de contamination métallique des

cours d'eau peut alors aboutir à une contamination globale importante. Ainsi, pour le Rhin,

fleuve soumis à une très forte pression anthropique par collecte et concentration de toutes sortes

de pollution, les métaux d'origine anthropique ont une part prepondérante, jusqu'à 98 % pour le

Cd, dans la composition de ses sediments (Figure t-2).
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Figure 1-3: Principaux qpes de pyramides des concentrations selon le transfert des polluants dans la
chaîne trophique (d'après Ramade, 1992\.
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Figure 1-4: Schéma général des modalités d'action d'un polluant sur un écos1'stème (Adapté de Ramade,
19921.
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I-I-2 DEVENR. ET REPARTITION DES METAIX DANS LES ECOSYSTEMES AQUANQUES

CONTIMNTATIX

Le devenir des métaux dans I'eau est tributaire de leur nature et de leurs proprietés mais

aussi des paramètres physiques et chimiques du milieu qui conditionnent leur repartition sous

différentes formes chimiques. De ces dernières, c'est-àdire de la spéciation du métal, va dépendre

la répartition dans les divers compartiments de l'écosysteme (Florence et al., 1992). Ceux-ci

fèuvent être, en simplifiant, divisés entre le compartime,nt dit stationnaire, le sédiment, et le

compartiment circulant comprenant les fractions particulaires et dissoutes du métal. Cette

dernière est genéralement définie comme la fraction de métal restant dans I'eau après filtration à

0.45 pnL même si elle n'est pas forcément représentative de la fraction métallique disponible pour

la biomasse (Fôrstner et WitUna4 lgSl). Le trarisfert des metaux eûtre ces trois principaux

compartiments est un phénomene dynamique, jamais à I'equilibre car influence par les facteurs du

milieu toujours variables. Pettine et aI. (1994) ont suivi peridant deux annees l'évolution des

concentrations métalliques, particulaires et dissoutes dans le Pô et montrent I'importance du débit,

plus que Ia teneur en matiere e,n suspe,nsion (M.E.S.) sur la partition des métaux entre phase

particulaire et dissoute. La repartition multiphasique des métaux dans le milieu aquatique peut

aussi être influencee par le pH (O'Shea et Mancy, 1978; Campbell et Evans, 1987; Puls et al.,

1991; Kooner, 1992),la presence de ligands organiques et inorganiques (Livens, 1991), la teneur

e,n cations, notarnment Ca et Mg (O'Shea et Mancy, 1978; Stadler et Schindler, 1993) ou la

saliniæ du milizu dans les zones estuariennes (Ouddane et al., 1992; Van den Berg, 1991).

Chaque métal se distribue ainsi au sein de l'écosysteme en fonction de ses propriéæs propres et de

la manière dont jouent les facteurs du milieu.

I-1.3 I}VSLICATION DE I.A SPECIATION DEs METATIX DA}iIS LtsVALUATION DE I/, CONTAMINATTON

METALLIQTJE DU MILIEU AQUATQI.JE ET DE SES ETTETS SI]R LES BIOCENOSES

Les mêmes frcæurs qui contribuent à la repartition des métaux dans les diftrents

compartiments physiques ont egalement une influence sur le dwenir des métaux dans le

compartimurt biologique et sur leurs effAs poæntiellement toxiques. En effet, de la speciation des

métaux va dépendre lzur accumulation dans la chaîne trophique et leur toxicite potentielle

(Flore,nce, 1977). Les principaux tpes de ransfert des metaux au sein de I'edifice biologique

sont résumes dans la figure l-3. L'accumulation s'effectue selon diftrents processus

principalement tributaires du mode d'ingestion de I'organisme considéré. De la simple

accumulation dans un organismg on peut aboutir à la contamination de l'ensemble de I'edifice

biologique par le phenomene de biomagnification. Celui-ci est defini par Ramade (1992) conrme

le transfert et I'accroissement de la concentration en toxique au fur et à mesure que I'on prqgresse

dans les diftrents niveaux de la pyramide ecologique.
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Outre le fait que les métaux peuvent être accumulés et biomagnifiés au sein des chaînes

trophiques, l'expression biologique de l'accumulation des métaux ou du simple contact avec les

métaux est la toxicité. Celle-ci peut s'exprimer de différentes manières, du comportement de fuite

à la mort de I'organisme, et à difiérents niveaux d'intégration collrme le montre la figure 14. Là

aussi, les facteurs du milieu jouent un rôle important en influençant, de manière positive ou

négative, le degré de toxicité d'un ou plusieurs éléments.

La revue bibliographique de Spry et Wiener (1991) relative aux effets des métaux sur les

poissons peut être pris comme illustration de l'implication de la physico-chimie du milieu dans les

mécanismes d'accumulation et de toxicité des métaux. Ces auteurs notent I'influence d' une

diminution du pH dans un environnement peu minéralisé qui entraîne tu1e accumulation plus

importante des métaux par les poissons. La diminution du pH, e,n entraînant la mobilisation des

métaux complexés, augmente alors la fraction de métal disponible pour ia- biomasse. Les auteurs

évoquent aussi I'influe,nce d'un milieu peu minéralisé sur la physiolqgie de I'organisme, qui, e,lt

absence d'une quantite suffisante en calciunr, accroît sa permeabilite membranaire facilitant ainsi

I'accumulation des éléments. Meador (1991) met eir évidence les effets simultanés du pH, de la

teneur en carbone organique dissous (COD) et des concerftrations en cuiwe wr Daphnia magnl.

Lbuteur montre ainsi que la toxiciæ (CL5o-24h) du cuiwe total mesuré est d'autant plus

importante, d'une part lorsque la teneur en COD est faible (< 2 mgl.-t), et d'autre part quand le

pH passe de 8.0 à7.0.Par contre, I'augme,ntation des teneurs en COD (> 3.8 mg L-t) se traduit

par une absence de toxicité et ce, quelle que soit la concentration en Cu (de 0 à 75 pg Lt),

mettant ainsi en évidence le rôle de piège ou le rôle tampon joué par la prése,nce dans I'eau de

complexants naturels tels les acides humiques (Winner, 1985; Pommery et al,1985 ; Campbell et

Evans, 1987).

La toxicite ne s'exprime pas forément par la mort, mais lors d'intoxication chronique,

par des effets plus insidieux et moins spectaculaires sur certaines fonctions physiologiques

cornme la croissance, la reproductioq la photosynthèse. La recherche de ce type d'effet est

rendue nécessaire par l'évolution spatio-temporelle des pollutions, qui, provenarÉ à I'origine de

sources tres localisees cornme un rejet industriel, devie,trnent de plus en plus diffirses, moins

prononcées dans leur ampleur mais persistantes. De plus, I'expression d'une toxicité chez

I'organisme ne necessite pas forcement des te,neurs importantes dans le milieu, justifiant ainsi le

terme souvent employe de micropollution.
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I-2 Lns METHODES u'Bvlr.uATIoN DE LA CoNTAMINATTON METALLIeUE

l-2-l lvrrnBr DE L'LILISATIoN DES vARIABLES BIoLoGIeIIES: NoroN rl.lltcareuR

BIOLOGIQUE

L'évaluation du niveau de contamination du milieu aquatique n'est pas simple lorsque les

teneurs dans le milieu sont faibles et que I'on veut prendre en compte les effets potentiellement

toxiques des métaux ainsi que les phenomenes de transfert au sein des chaînes trophiques. Certes,

I'analyse des formes chimiques des métaux dans I'eau, vecteur primaire de la contamination,

permet, grâce aux techniques analytiques actuelles (ultrafiltration, dialyse, chromatographie sur

gel, polarographie, résine échangeuse d'ions), d'évaluer la toxicité potentielle et les possibilités de

transfert. Cependant, ces méthodes n'impliquent pas toujours une relation fiable entre les

concentraûons d'exposition en métaux, ou certaines formes métalliques, et les phénomènes de

toxicite ou d'accumulation (Nzubecker et Alle,n, 1983; Florence et al., 1992). On peut aussi

observer des effets constatés sur l'écosystème sans pour autant que I'analyse chimique révèle

quelque chose, soit parce que I'incideirt est fugace, soit parce que Ie ou les paramètres

responsables de I'effet n'ont pas éæ identifiés et suivis, ou encore parce que l'effet résulæ de la

combinaison de plusieurs paramètres (Whitton, l99l).

Le devenir et I'action d'un micropolluant métallique sont à la fois conditionnés par

I'interaction du métal avec son environnement abiotique et biotiçe, et tributaires des variations

de ces paramètres qui entraînent des concentrations fluctuantes dans I'espace et le ternps. Seule,

I'analyse de I'eau ne suffit donc pas à une estimation fiable à la fois du niveau des concentrations,

des phenomenes de transfert et de la perturbaûon des organismes ou de I'ensenrble de

l'écosystème. Pour appréhender les phenomures d'accumulation et de toxicité des métaux vis-à-

vis de I'e,nsemble des organismes composant la chaîne trophique, des méthodes indirecûes

d'évaluation ont éte développees faisant appel directement aux communautes ou aux organismes

que l'on appelle alors indicateurs. Blandin (1986) en donne la définition suivante " organismes ou

ense'nrble d'organismes qui, par référence à des variables biochimiques, cytologiques,

physiologiques, ethologiques ou écologiques, permett€nt de façon pratique et sûre, de caracæriser

Iétat d'un écosystàne ou d'un écocomplexe et de mettre en évidence aussi précocement que

possible leurs modifications naturelles ou provoquées ". Iæs variables utilisees peuve,nt faire

appel à tous les niveaux d'organisation de I'edifice biolqgique. De la concentration d'une enzyme

specifique à un indice decrivant la richesse et la diversiûe ta:ronomique d'un ecosystème, le choix

de ces variables est lié aux types de reponse qu'elles sont susceptibles de fournir qui doivent être

precises et graduees en fonction du degré d'alteration du système. L'emploi de ces variables

biologiques se traduit dans les faits par l'existence d'une multitude de méthodes d'evaluation
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(Lange et Lambert, 1994) des altérations des systèmes, de la toxicité potentielle et des voies de

transfert des polluants.

Le terme de monitoring estsouvent employé lors de I'ernploi d'une de ces méthodes. Le

monitoring, sans équivalent en français, al'avantage de regrouper en un seul mot les notions de

surveillance, de continuiæ et d'évaluation. Phillips et Rainbow (1993) le définissent comme la

collection repétæ de donnees afin de determiner les tendances de paramètres environnementaux

qui peuvent donner deux types d'évaluations : d'une part une indication a priori sur un problàne

en développement, d'autre part, une évaluation a posteriori de la variation temporelle des

paramètres mesurés.

Les méthodes permettant de répondre aux objectifs decrits cidessus peuvent être

separees en deux groupes selon que I'objectif est de mesurer les effets d'une alteration du systeme

sur un organisme cible ou sur I'écosysterne, ou d'ide,ntifier et de suiwe un polluant dans

l'écosystème. Ramade (1992) dans son precis d'écotoxicolqgie regroupe ces deux types de

méthodes sous les termes de monitoring biologrque et monitoring chimique. Ces deux approches

sont complémentaires car la première permet d'évaluer des effets sans pouvoir toujours en

determiner la cause, la seconde permettant d'identifier dæ causes possibles sans

systematiquement pouvoir les relier à un effet.

I-2-2 LE MqNIT)RING BIoI.oGIow

Parallèlement aux modalités d'action d'un polluant (Figure l-4), on peut décliner les

diftrentes méthodes de monitoring biologique. Celles-ci ont pour objectif d'évaluer I'impact de

la pollution à un instant t ou en fonction du temps à l'un des niveaux de l'edifice biologique. La

première difficulæ est de sélectionner les variables biologiques susceptibles d'être représentatives,

à leur niveau, des effets des polluants sur l'ensemble des organismes. La seconde difficulte est de

prendre en compt€ toutes les inæractions physiques, chimiques et biolqgiques susceptibles

d'influencer au sein de l'écosystème la toxicité du polluant. Le meilleur moyen, mais le plus

complexe, est de prendre en compte et de recreer I'ensemble d'un écosystàne, appelé alors

mésocosme, ou microcosme lorsqu'une partie seulement de l'écosysteme est prise en compte

(Ramade, 1992). Dans ce cadre, on peut ciær les travaux de Ribeyre et Boudou (1994) sur le

transfert des diftrentes formes mercurielles au sein d'un écosysteme aquatique recree en

laboratoire, ou les travaux de Meador et al. (1993) sur les effeæ de variations simultanees de

diftrents facteurs du milieu sur le transfert du cuiwe au sein d'une mini chaîne trophique

comprenant du phyto et du zooplancton. L'avantage de ce type d'étude est de pouvoir simuler les

variations de diftrents facteurs et étudier lzurs effets combinés (Meador et al.,1993).
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L'évaluation des modifications occasionnées par l'homme qui détoume l'écosystème de

son évolution naturelle se mesure plus facilement à des niveaux inferieurs à celui pris en compte

lors de travaux sur les mésocosmes (niveaux 3 et 4, figure l4). Les indicateurs biocenotiques

conrme les indices macrophytiques (Grasmiick et aI, 1993), saprobiques (Sladecek, 1973),

diatomiques (Descy, 1979; Prygiel et Coste, 1992) ou basés sur I'stude des macroinvertébrés

(Vemeaux et Tuffery, 1967; AFNO& 1992) donnent une évaluation globale de l'état du système,

sans toutefois fournir une information évidente sur la toxicité du milieu ou donner une évaluation

prédictive. A l'échelle des organismes, (niveau 2, figure l-3) s'est développee toute une série de

méthodes d'évaluation de stress occasionné par un toxique, méthodes re,groupant les tests de

toxicité (bio+ssais) basés sur la détermination des toxicités létales, sub-létales et chroniques, les

tests comportementaux ftio-capteurs) basés sur une réponse comportementale ou physiologique

de I'organisme test face à un polluant et les tests basés sur I'induction d'un dysfonctionnement

métabolique (bio-marqueurs).

I-2-3 LE MONTORNG CHMIOUE

Contrairement aux méthodes biologiques d'évaluation, l'objectif du monitoring chimique

est d'estimer les quantites de polluant accumulees ou accumulables dans la chaîne trophique. Il

s'agit dans un premier temps de suivre le transfert des polluants au sein d'une chaîne alimentaire

mais aussi d' évaluer le risque potentiel de transfert d'un élément au sein de I'ecosystàne. On

utilise alors des organismes sentinelles ou indicateurs de pollution" organismes tests représentatifs

d'un des niveaux de I'edifice biologique. Les qualiæs requises pour ces organismes sont inspirees

de celles énoncees par Phillips (1977). L'organisme choisi comme indicateur doit pouvoir

supporter une pollution sans être tué, être sédentaire, abondant, avoir une duree de vie

suffisamment longue, être aisé à echantillonner, supporter des experiences de laboratoire et

présenter une relation simple e,nffe les te,neurs du polluant dans le milieu et les quantites

accumulees dans I'organisme. Wachs (1985) passe en revue les principaux compartiments

biologiques mais aussi physiques qui sont, ou ont été, courarnment utilisés comme indicaûeurs du

niveau de contamination du milieu aquatique. La daermination des teneurs métalliques dans les

sediments est une méthode largement repandue car le sedime,nt, par sa capaciæ de stockage et de

concentration, donne une image de la contamination moyenne du cours d'eau en tenant compte

d'évenemeirts de pollution anterieurs à la collecæ de I'echantillon (Vogel et Chovanec, 1992). Les

macrophyæs aquatiques, incluant les bryophytes, ainsi que les algues, sont egalernent largernent

uûlisees lors d'éurdes portant sur la re,partition des metaux dans I'ecosystÈ,rne (Whitùon er aI,

1981; Iæthonen, 1989; Jackson et Kalfl 1993). Dans le règne animal, si les poissons (Spry et

Wiener, l99l) et les inveræbres benthiques @allinger, 1994) sont parfois utilisés, la majorite des

méthodes frit appel aux mollusques, Mytilus edulis en milieu marin (Goldberg et al., 1978),

Dreissena polymorpha en milieu continental (Mersctu 1993).
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I-2-4 LA PLACE DES MOUSSES AQUATIQIJES AU SEIN DES METHODES D'EVALUATION DE LA

CONTAMINATION DES ECOSYSTEMES

Les bryophltes aquatiques sont des indicateurs qui, selon leur utilisation, peuvent être

classées à la fois au sein des méthodes de monitoring biologique et des methodes de moniloring

chimique. Empain (1977) a développé une méthode d'évaluation globale de la qualiæ du milieu

basée sur I'abondance et la richesse spécifique, méthode appelee indice bryophytique. L'activité

métabolique de cet organisme a aussi été employee comme indicateur de la pollution métallique

en suivant la photosynthèse et la respiration (Mclean et Jones, 1975) tandis que la composition

ur pigments chlorophylliens a eté utilisee cornme indicateur de la pollution organique et

métallique (Pefluelas, 1984; Lopez et Carballeira, l99l). Martinez-Abaigar et al. (1993') estiment

les effets de la pollution organique sur la composition en pigments, les te,neurs en N et P et les

taux de photosynthèse et de respiration des mousses aquatiques.

Outre ces méthodes d'évaluation que l'on peut classer dans les méthodes de monitoring

biologique, les mousses aquatiques font aussi partie des méthodes de monitoring chimique

lorsqu'elles sont utilisees comme support analytique, concentrateur et integrateur de la

contamination métallique du milieu. Benson-Evans et Williams (1976) utilisent le degré

d'altération de mousses transplantees d'un site non pollué vers des stations soumises à des rejets

anthropiques. Outre ce paramètre, les auûeurs suggère,nt que les bryophytes aquatiques, à l'instar

des espèces t€rrestres (e.g. Ward et al.,1977), pourraient être utilisees pour l'évaluation de la

contamination métallique. D'une méthode globale d'évaluation de la qualité du milieu, les

mousses aquatiques se sont avérées, en repondant à la plupart des exigeirces enoncees par Phillips

(1977), être des indicateurs particulièrement interessants de la contamination metallique. En

définissant des concentrations métalliques de réference dans les mousses, Mouvet (1986) a établi

une grille de qualité à 5 niveaux permettant d'estimer le degré de pollution métallique du milieu.

Cette grille est aujourd'hui utilisee en France dans le Réseau National de Bassin par les Agences

de l'Eau. Si ces organismes sont avant tout employes comme indicateurs de la pollution

métallique, ils sont aussi parfois utilisés pour I'waluation de la contamination radioactive

@eaugelin-Selller et al,1994; Mersch et Kass, 1994) ou de la contamination par les molecules

organiques (Samecka-Cylnmerrluln, I 983 ; Gallissot, I 988).
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I-3 Lns MoussES AQUATIQUES

MICROPOLLUTION METALLIQUE
COMME TRACEURS DE

I-3.I BIOLoGE DES MOUSSES AQUATIQUES EN GENERAL

Systématique

Les bryophyt€s se divisent en trois classes: Hepaticae, Anthoceratae et Musci. ires

Musci representent la classe la plus importante, puisque I'on recense environ 15000 espèces

(Richardson, l98l), dont une partie est considéree comme aquatique. Il existe des clés de

determination spécifiques aux bryophytes (Augier, 1966; Smith, 1978) mais la difficulte d'y

retrouver les mousses aquatiques, beaucoup moins nombreuses que les mousses terrestres, a

motiÉ l'élaboration d'un fichier descriptif recensant les mousses aquatiques les plus frequentes

(Mouvet, 1986).

Physiologie

Les mousses possède,lrt des tiges à faisceau axial. Leurs feuilles, constituees le plus

souvent d'une couche unicellulaire, peuvent presenter des nennrres diftrenciees. Selon I'espèce, la

taille de la plante varie de moins de I nmr jusqu'à plus de 70 crn. Ces organismes végétaux se

distinguent des plantes supérizures par I'absence d'appareil vasculaire diftrencié. Il peut exister

néanmoins un tissu conductif developpé à la périphérie de la tige permeuant le transport de I'eau

et des nutriments (mousse endohydrique). Certaines espèces ne presentent pas ce tissu conductif

mais seulement des jonctions protoplasmiques e,ntre les cellules (mousse ectohydrique) qut

permettent une circulation tres localisee des nutriments (Richardson" I 98 I ; Tyler, 1990) .

De nombreux travaux porûent sur les besoins et I'adaptation physiolqglque des mousses à

leur e,nvironneme,lrt. Ils ont fait I'objet notanrment d'un ouvrage traitant de I'ensemble des

bryophyes (Proctor, 1981). La liuérature concennnt plus specifiçement les mousses aquatiques

est beaucoup plus restreinte. Une revue bibliographique (Glime et Vltt, 1984) reprise en partie

par Mouvet (1936) met en évidence la grande capacite d'adaptation des mousses aquatiques à des

conditions très contrastees de temperature, de lumière, d'immersion et de conceirtrations en

nutrime,nts.

Une autre étude (Empain, 1977) sur la relation erûre 22 parametres caracterisant la

qualiæ du milieu et la repartition des mousses aquatiques a montré la grande résistance des

mousses à des conditions elrvironnementales très différentes. Cependant, l'auteur constate, en

etudiant la Meuse, la disparition de toutes les especes à hauteur de Givet (frontière franco-belge),
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stâtion soumise à un échauffement des eaux provoqué par la centrale nucléaire de Chooz. Il

remarque également que la présence des bryophytes est souvent associee à une rupture brutale du

regime d'écoulement de l'eau, au niveau de piles de pont, de biefs et de barrages. Ces

observations tendent à montrer que, malgré leur grande capacité d'adaptation, les bryophytes ont

un habitat préferentiel.

Ecologie

Parmi les parametres physico-chimiques du milieu, la température de l'eau est

probablement le paramètre qui a le plus d'influence sur la distribution geographique des especes.

Glime et Vitt (1984) expliquent I'incapacité des mousses aquatiques à vivre à des températures

excédant 20 - 30 oC par leur difficulté à faire prévaloir la photosynthèse sur la photorespiration,

expliquant ainsi leur présence limitée aux zones tempérees.

En fait, les facteurs qui restreignent de façon significative la distribution des mousses

aquatiques dans un cours d'eau sont avant tout d'ordre physique. Suren (1991) définit de façon

relativement précise le biotope dans lequel les mousses sont observees dans des cours d'eau en

Nouvelle-Zélande. Les mousses sont présentes essentielleme,nt dans des faciès lotiques (courant

de 0.2I - 0.30 m s-1), sur des substrats pérennes, surtout des rochers, et à une profondeur

n'excédant pas 10 cm en dessous de la zone de battement e,ntre les niveaux d'étiage et de crue. En

effet, même si les bryophytes peuvent tolérer une période d'émersioq leur difficulte voire

I'impossibilite, notamment pour les mousses ectohydriques, de se nourrir à partir du substrat sont

des contraintes majeures exphquant la répartition de ces végétaux dans des milieux humides et

aquatiques (Richardson, l98l) et dans des cours d'eau où le marnage est limité.

Une étude menee sur la biomasse bryophytique dans une rivière du Te,nnessee montre la

répartition privilégiee des mousses sur des substrats stables avec, dans I'ordre décroissant de

quantité de biomasse au mètre carré, les rochers, le lit rocheux du cours d'eau, les galets, le bois

et les graviers (Steinman et Boston, 1993). Si les mousses sont observées majoritairement sur des

substrats fixes, leur présence est souve,nt associee à des faciès lotiçes même si la vitesse du

courant ne semble pas être un facteur limitant leur repartition puisqu'elles sont signalees dans

certains lacs (Light et læwis-Smith, 1976). Ainsi, sur les 46 stations prospectées par Empain

(I977),la majorité se situe au niveau de barrages ou autres installations provoquant une rupture

brutale du régime d'écouleme,nt favorisant une augme,ntation de la vitesse du courant. Cette

préference pour des courants rapides pourrait être expliquée, comme le suggère Proctor (1990),

par I'apport de nutriments par l'eau de rivière beaucoup plus important pour un temps donné que

dans une eau stagnante. La réparffiion des mousses en fonction de la profondeur est assez large

puisqu'elles sont observees jusqu'à 12 m dans les lacs (Light et Lewis-Smith, 1976) et, cas le plus
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fréquent. dans la zone de battemcnt entre les niveaux d'étiage et de crue (Empain, 1977; Slack.

1990). Ces organismes sont en effet capables de résister à de longue période d'émersion sans effet

sur leur survie à long terme rendant parfois diffrcile le classement de certaines espèces dans la

catégorie des mousses aquatiques.

I-3.2. . .ET DE L,ESPECE RH T, NCH0S,,,O,,A, RI P.4RI O I DESEN PARTICULIER

L'espèce Rhynchostegium riparioides (Hedrv.) C. Jens. (syn . Eurhynchium riparioides

(Hedw.) Rich.; Eurhynchium rusciforme (Br, Eur.) Milde.; Platyhypnidium riparioides (Hedw.)

Dix.) utilisée dans ce travail appartient à I'ordre des hypnobryales, au groupe des hypnum et àIa

famille des amblystegaciées.

Structure et organisation de la plante

La plante, assez robuste, d'une longueur pouvant atteindre 22 crn, est constituée d'une

tige souvent dénudee à la base, le stolon, et de ramifications irrégulières (Figure l-5). Au cours

de sa croissance, le stolon, tout en se fixant au substrat par I'intermédiaire de rluzoides,

développe des amorces de ramifications de première génération, lesquelles produisent à leur tour

des rameaux de seconde puis de troisième génération. Selon Devantery (1987), il n'y a pas de

reelle organisation des ramifications qui se développent en fonction de leur environnement,

essentiellement en fonction du courant et de la lumière. Les rhizoides, présents chez I'ensemble

des espèces de bryophytes (Odu, 1978) sont des filaments monocellulaires d'un diamètre

d'environ l0 pm et d'une longueur très variable, de 200 à 500 voire 3000 pm et dont le

développement depend d'une fonction, assurer à la plante un ancrage optimal. La présence et

l'abondance de ces rhizoides, communs à I'ensemble des bryophytes (Englund, 1991), sont liees

dans le milieu aquatique à la fois au regime d'écoulement et à la tanpérature (Glime, 1980). Le

tableau l-2 illustre I'effet du regime d'écoulement sur la production de rhyzoides par deux espèces

de Fonrinales.

Les feuilles imbriquées an quinconce le long des ramifications, sont concaves, ovales,

aigues à obtuses et présentent une marge plane denticulee. Ces dents ne sont parfois présentes que

dans le l/5 supérieur de la feuille et même parfois absentes. Les feuilles sont constituées d'une

couche unicellulaire (Figure l-5). La feuille présente une neryure forte partant de la base jusqu'au

314 de la longueur (Mouvet, 1986). Il peut exister des diftrences morphologiques, notamment au

niveau de la marge denticulee, pouvant entraîner une conflrsion avec d'autres espèces semblables,

notanrment Hygrohypnum ochraceum et Amblystegium riparium (Wehr et Whitton, 1986).
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Ranteaux en déclin

Pousse de l'' gënërafion sur
un rameau de l,', gënération

Srolon elfeuillé

Secti on e.ffeui I lée éprouvëe
par le courant el l'abra.çion

Figure l-5a: Présentation de I'espèce Rhynchoslegium riparioide.s. A: Rameau sur lequel a poussé
plusieurs brins qui permet de distinguer l'imbrication des feuillcs disposées de façon hélicoidales autour
de I'axe ; B: Différentes morphologies de I'espèce observées in situ (Adapté de Devantery, 1987) ; C:
Vue longitudrnale d'une feuille constituée d'une couche unicellulaire permettant de voir les chloroplastes
par transparence.
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Tableau 1-2: Mol,enne et lCe5o,o du nombre de touffes de rhizoides par grappe
de l0 rameaux de Fontinales immergées dans des conditions hydrody'namiques
et à des températures (Temp.; "C) diftrentes (d'après Glime, 1980).

Temp. Régime turbulent Régime stagnant

F. hypnoides 
(1')

F. no,r,ae-angl ias t2't) F. hypnoides(t) F. novae-angliae 0'2)

1

5

l0

l 5

20

6.2 + 4.8

14.7 + 7.4

46.9 + 8.1

65.6 + 19.0

178.6 + 47.8

0.0 + 0.0

0.4 + 0.6

2 . 9  +  1 . 7

8 . 5  +  4 . 1

0.8 + 0.7

3 . 2  +  1 . 8

6 .5  +  3 .8

27.3 + 5.6

30.9 + 4.4

35.4 + 8.6

0.0 + 0.0

0.0 + 0.0

0 . 1  +  0 . 3

1 . 9  +  1 . 8

7.9 + 5.6
(t) mesures après 9 semaines
(t) mesures après I I semaines
(3) rhizoides présent uniquement sur le stolon

Physiologie de la plante

Lors du suivi d'une annee sur 4 sites (Kelly et Wlutton, 1987), la croissance de

Rhynchostegium riparioides est apparue continue durant I'année, avec deux pics de croissance à

la fin du printemps - début de l'éte et à I'automne. La croissance maximale, enregistree pendant le

premier pic de croissance, est de 2.31 mm par semaine, chiffie largement inferieur à ce qu'a pu

observer Empain (1977) en laboratoire (7 nrm par semaine). Une légère chute du taux de

croissance est observee durant l'été. La croissance minimum est observee en hiver (minimum

observé:0.15 mm par semaine). Le calcul de la croissance potentielle d'une touffe en tenant

compte des variations saisonnières donne un taux de croissance variant de 43 à 73 mm par an. Ce

résultat corrobore les observations de Pentecost (1987) qui note pour la même espèce un taux de

croissance annuel de 30 mm. [,ors de leur étude in situ, Kelly et Whitton (1987) relèvent une

corrélation positive entre la température de I'eau st le taux de croissance, sulns pouvoir toutefois

identifier qui, de la ternpérature de I'eau ou de l'ensoleillement, est le facteur prepondérant dans la

diminution de la croissance en hiver. Les résultats de Empan (1977) sur l'effst de la température

et de la lumière sur la croissance de la mêrne espèce en laboratoire ne permettent pas non plus de

conclure quant à la contribution de chacun de ces 2 parametres à la croissance de la plante. Un

paramètre qui n'a pas été étudié par ces auteurs malgré son rôle potentiel important est le regime

d'écoulement de I'eau. On peut en effet penser qu'en hiver, I'augmentation des débits et des teneurs

en matières en suspension (MES) provoquées par le lessivage des sols a un effet sur le taux de

croissance. Cet effet pourrait être dû à I'abrasion provoquee par les MES etlou à la diminution de

la pénétration de la lumière entraînee par la charge en MES. Cet effet des MES est avané par

Lewis (1973 a, b) qui, constatant une diminution de la densité de mousses à I'aval d'un rejet



fortement chargé en MES, met en évidence au laboratoire leur effet abrasif. Ces matières en

suspension provoquent une destruction des cellules latérales avec disparition de la dentelure, une

diminution du taux de chlorophylle a et surtout une diminution de la production de branches

latérales.

Réparti ti on géographi que

A I'instar de bon nombre d'espèces aquatiques, Ia faible exigence de Rhynchostegium

riparioides vis-à-vis des conditions du milieu se traduit par une large répartition geographique.

Ainsi, I'espèce est relevee en Grande-Bretagne, dans les Appalaches, dans le bassin du Rhin
(Wehr et Whittorq 1983a), en Yougoslavie (Vrhovsek et al., 1984), dans la péninsule ibérique

(Lopez et Carballeira,l99l; Gonçalves et al.,1992\, eir Belgique et €n France (Empain, 1977).

L'espèce, présente sur I'ensemble du réseau hydrographique français, à I'instar des
genres Fontinalis *Cinclidotus, est utilisee par les Agences de I'Eau dans le cadre des suivis

annuels de la contamination métallique des eaux. L'espèce est localisee e,n genéral dans les frciès

lotiques sur des substrats solides et stables dans un environnement géologique siliceux ou calcaire

avec une préférence pour ce dernier (Wehr et Whitton, 1983a; Devantery, 1987).

Sa préseirce est souvent associee à celle du genre Cinclidons. Les touffes de

Rhynchostegium riparioides sont facilement reconnaissables par rapport à d'autres espèces

conrmunes cofirme les Fontinalls et les Cinclidotus, de part leur couleur vert pâle et leur
préference pour les zones les moins ensoleillées. Enfi4 cætte espèce semble tolérer des conditions
physico-chimiques très contrastees (Tableau l-3).

I-3-3 Acct.IMn-AToN DES ELEMENTS PAR LES BRYoPHyTES

Accumulati on e t locali s ati on extracellulai re de s élé ments

L'assimilation des élements par les bryophyæs est mal connue par rapport à d'autres

organismes végétaux, sachant que les processus physiologiques et métaboliques essentiels sont

considérés comme similaires à ceux observés chez les plantes vasculaires @roctor, 1990). On sait

notamment peu de chose sur I'accumulation des anions par les bryophytes, mis à part le fait que

les capacites d'echanges anioniques de la paroi cellulaire sont moins que ses

capacites d'echanges cationiques (Brown et Bates, 1990). Il semble que les nutriments azotés st

phosphorés ne constitue,lrt pas un facûeur limitant le développement des bryophytes aquatiques

(Kelly et Whitton, 1987; Steinma4 1994).
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Tableau 1-3: Chimie de 105 sites où a été prélevee I'espèce
Rhynchostegium riparioides (d'après Wehr et Whitton, 1986)

Paramètres Unité Minimum Moyenne Maximum

pH

Alcalinité total

Na

K

Mg

Ca

Mn

Fe

Zn

cd
Ba
Pb

NTI4'N

NO3-N

PO4-P

so4-s
si
F

cl

6.8

0 .10

2.6

0.08

0.72

3.72

< 0.004

< 0.002

< 0.006

0.06

< 0.02

0.001

< 5.0

7.5

< 1 .5

1 .3

0.64

0.025

5.2

7.8

1 .42

12.4

2.04

6.29

32.4

0.049

0.14

0.122

0.47

0.17

0.01 I

96.4

1360

72.9

t2 . l

2.42

0.26

18.1

8.7

7 .12

87.8

14.8

60.0

90.4

0.75

0.58

1.62

3.32

0.74

0.178

1990

31900

3 180

80

9.9

1 .30

155

meqL-r

mgL-t

mgL-t

mgL-r

mgL-t

mgL-r

mgL-l

mgLr

pgL-l

mgL-r

mg ur

Fg L-I

pgL-l

pg Lr

mgL-l

mg l - r

mgLr

mg ur

L'accumulation des cations a fait I'objet, quant à elle, de beaucoup plus d'etudes,

motivées notamment par l'utilisation de ces organismes cornme indicateurs de la pollution

métallique. La propriéæ qu'ont les bryopfutes d'ascumuler les cations est attribuee aux

capacités d'echanges cationiques de leur paroi cellulaire. Celle+i est composee de groupements

carboxyles, phénols, peptidiques qui sont autant de sites d'echange (Brzuer et Melzer, 1990;

Tyler, 1990). Clymo (1963) a mis en évidence une corrélation entre la teneur e'lr acide

polyuronique de la paroi et la cnpacits d'echange cationique (CEC) de la paroi. Les sites de

fixation des cations, chargés négativeme,n! sont situés au niveau des espaces intercellulaires

(apoplasme), zones où les cations présents dans la solution qui baigne ces espaces, se fixent

électrostatiqueme,lrt aux sites d'echange. Ce processus est l'étape préalable à la penetration

intracellulaire de l'élément (Haynes, 1980). Les éléments associés aux bryophytes pelvent être

divisés en 4 groupes selon leur localisation dans la plante @rown et Bates, 1990). Ils peuvent être

soit, i) piégés dans les matières particulaires déposees sur la feuille, ii) piégés dans les espaces

inærcellulaires, iii) fixés aux structures surfaciques de la paroi cellulaire, iv) présents dans la
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cellule sous forme soluble ou insoluble. L'accumulation des cations dans la paroi cellulaire peut

être décrite selon une équation simple proposée par Richardson (1981) :

M)2* + z(AH) <> M4+ + 6)- +z(H)+

oii M)2+, est I'ion métallique, (H)+,l" proton relargué, (AH), le siæ d'échange anionique.

L'immobilisation dans la paroi ne peut pas cependant être réduite à un échange cationique entre

l'élément et les protons. D'autres cations peuvent être mis e'n jeu, et la fixation de l'élément

dépendra à la fois de son affinité intrinseque pour le site d'echange, de sa concentration ainsi que

de celle des autres cations dans la solution @rown et Bates, 1990). Selon ces mêmes auteurs, les

cations monovalents sont retenus de façon moins efficace que les cations divalents et

I'accumulation des éléments varie en fonction à la fois, de leur affinite pour les sites d'echange,

de leur concentration dans le milieu et de la présence d'autres ions compétiteurs. Par ses

propriétés, la paroi cellulaire a donc un rôle de conce,lrtration des éléments présents parfois dans

le milieu à de faibles concentrations, afin d'assurer les besoins en cations de la plante (Proctor,

lesl) .

Accumulation intracellulai re de s éléments

L'accumulation intracellulaire des éléments nécessiæ leur passage au travers de la

membrane plasmique par I'intermediaire de siæs de transport. L'entree de l'élernent est

determinee par son affinite pour le siæ de transporl, par la présence éventuelle d'autres éléments

qui entrent en competition pour le même site, et par le taux de turn-over du siæ (Brown et Bates,

1990; Tyler, 1990). L'accumulation intracellulaire d'un élément est plus lenÛe que son

accumulation extracellulaire et pzut être regulee à la fois par un transport act4 dépensant de

l'énergie, et probablemeirt par la conce,ntration intracellulaire de l'élément @rown et Bat€s,

1990). Pickering et Puia (1969) woquent aussi I'existence d'un transport actif en décomposant

I'accumulation du zinc par Fontinalis antipyretica en 3 phases, la dernière étant influencee par

des fact€urs environnementaux ayant une influence sur la physiologie de l'organisme, la lumière

et la température.

Mouvement des ëléments au sein de I'organisme

L'une des différences essentielles e,ntre les plantes supérieures et les bryophytes est que

les tissus de ces dernières sont peu diftrenciés et que l'on ne distingue pas toujours de systeme

vasculaire différencié. Les bryophytes ne possèdent pas de reelles racines, souve,lrt confondues

avec le sûolon effeuillé et les rhizoides qui les fixent au substrat. CettÊ caractéristique les oblige à

se nourrir presque exclusiveme,lrt par I'ensemble de leur surhce dans I'e,nvironnemeirt. De
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nombreuses espèces, dites endohydriques, possèdent néanmoins un tissu conductif développé qui

permet la circulation des éléments le long des tiges et des rameaux. Les mousses aquatiques sont

par contre ectohydriques car elles ne possèdent pas de tissu conductif mis à part des jonctions

protoplasmiques entre les cellules (Richardson, l98l). Les éléments sont alors directement

accumulés par les feuilles en contact avec l'eau, seule source de nutrition.

I-3-4 accTTvTuT,qTIoN PREFERENTIELLE DES METAUX

Le rôle de concentration des éléments de la paroi cellulaire est nécessaire pour les

besoins de la planæ en oligoéléments tels que le cuiwe, le cobalt, le fer, le manganèse, le

molybdène ou le zinc, présents en faibles quantites dans le milieu (Proctor, l98l).

L'accumulation passive et non sélective des métaux (Tyler, 1990) dans la paroi cellulaire peut

aboutir à des concentrations très élevees lorsque le cours d'eau est soumis à une contamination

d'origine anthropique (Iableau l -4).

Tableau 1-4: Exemples de valeurs extrêmes de concentrations en
métaux dans les mousses (pg gt p.s.) prélwees lors de travaux in situ.

Zn RéférencesPbMnHgFeCucd

23 8  l l3

14 62 78

37 - 622

- 15000 3700

7 8  -  l l 9

433 - 4l

225 - 59

143000

7640

32300

98300

13280

- 0.88

120 2730

960 11800

359 1510

2900 27700

381 25

l l0

- 270ffi

Wehr, 1983

Mouvet, 1984a

Mouvet, 1985

Mouvet 1985

Say et Whitton, 1983

Say et al., l98l

Mowet et al.,1993

143000

30010

C'est ainsi que l'on trouve dans les bryophytes des conceirfations importantes d'éléments

qui n'ont aucun rôle physiologique pour I'organisme oomme le Cd ou le Pb. Si les cations

divalents sont accumulés préferentiellement aux cations monovale,nts, les metau:r, de part leur

affinité supérieure aux autres cations pour les siæs de surfac€, et de part la plus grande stabilité

des complexes ainsi formés, font qu'ils sont, à concentrations equivalentes dans I'eau, accumulés

préferentiellement aux autres cations (Breuer et Melzer, 1990). Ainsi, dans un cours d'eau non

contaminé, la forte predominance des alcalins et alcalino-terreux par rapport aux métaux

compense leur plus faible affinité pour les sites de surfrce et permet lzur accumulation. En cas de

pollution métallique,l'augmentation des te,neurs en métaux dans le milieu, ajoutee à l'affinite plus
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grande des métaux pour les structures surfaciques. se traduit par l'accumulation des métaux au

détriment des autres cations.

I-3 -5 PENETRATION INTRACELLI-ILAIRE DES METATIX

Le piège que constitue la paroi cellulaire ne semble pas être suffisant pour prévenir la

pénetration de certains éléments indésirables à travers la membrane plasmique. Plusieurs travaux

font état de I'acûon inhibitrice de certains métaux, le cuiwe notamnent, sur des fonctions

cellulaires cornme la croissance ou la photosynthèse chez I'espece Fontinalis antipyretica

(Haseloffet Winkler, 1980; Mouvet 1984a). Brown et Whitehead (1986) observent la chute de la

photosynthèse et des teneurs en chlorophylle a et à ainsi qu'une perte de potassium chez

Mytidiadelplrus squonosus exposee au mercure. Des effets similaires sont observes pour la

même espèce exposee au C4 Cu et Pb (Brown et Wells, 1990). En determinant la fraction

extracellulaire par une succession d'extraction par une solution de NiClz, et en obtenant par

différence la fraction intracellulaire, les auteurs observeirt une relation approximativement

lineaire e,ntre la concentration estimee e,n metal intracellulaire et la chute de la photosynthese.

Skaar et al. (1974) ont mis en évidence par microanalyse X la presence de plomb intracellulaire

chez Rhytidiadelphus squarrosus, espèce terrestre recoltee à proximité d'un axe routier très

frequente. De même, des corps électroniques denses sont observés dans le cytoplasme de

Fontinalis antipyretica prealablement exposee au chrome (Mouvet, 1984b). Satake et Miyisaka

(1984) identifient des complexes de FIg-S à I'intérizur des cellules de Jungermannia wlcanicola.

Cependant, ces d'observations ne sont pas systematiques chez toutes les especes puisque Gullvag

et al. (1974) n'observent des inclusions intracellulaires de plomb que chez la première de dzux

especes exposees à ce métal, Mytidiadelphus s(Wnosus et Hylocomium splendens. De même,

Satake et al. (1988) n'observent pas de cuivre localisé à I'interieur des cellules de ftopelophila

cataractae,espece pourtant souvent associee aux substrats riches e,n cuiwe.

La penétration intracellulaire des metaux est aussi évoquee indirætement par Pickering et

Puia (1969) pour l'accumulation du Zn par Fontinalis antipyretica st par Yray et al. (1992)

pour les cinetiques d'accumulation du t*Ru par Rhynchostegium riparioides. Ces auteurs

considèrent qu'à une phase d'adsorption rapide succède une phase d'absorption plus lente à

travers la membrane plasmique avec une depeirse d'ârergie. Beaugelin-Serller et al. (1995)

proposent un modèle d'accumulation qui, comme I'ont fr"it les auteurs precédemment cites,

considère 2 phases- successives (Figure l-6). Cepe,ndan! aucun de ces travaux ne foumit

d'indication chiffiee sur I'importance de caæ fraction intracellulaire qui permettrait de savoir si

sa contribution à la quantiæ totale de métal accumulee par la mousse est significative. Burton et

Pet€rson (1979) observe la distribution dt65Zn adsorbe dans la paroi de Fontinalis antipyretica

en suivant les conce,nûations €ll métal d'une part dans les fractions solubles et insolubles dans
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Figure 1-6: Contributions relatives de I'adsorption et de I'absorption d'un élément (d'après Beaugelin-
Seiller et al.,1995\.

Temps d'exposition

Figure l-7: Evolution theorique des métaux dans les mousses pendant la phase d'exposition au métal et
en absence de métal dans le milieu d'exposition.
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l'alcool, et d'autre part après fractionnement des cellules par une centrifugation différentielle. Il
résulte du premier traitement qu'au moins 90oÂ du Zn est sous forme insoluble, piégé dans les

structures surfaciques de la paroi. La centrifugation difiérentielle permet d'observer que 80% du
Zn est présent dans les débris organiques de la paroi mais aussi que 7%o sont localisés dans les

mitochondries. Wells et Brown (1987 et 1990) observent notamment I'effet inhibiteur de la
présence croissante de Ca, Mg, N4 K sur I'accumulation extra- et intracellulaire du Cd chez

Myridiadelphus squarroszs démontrant ainsi l'effet régulateur de I'environnement ionique de la
paroi sur I'accumulaûon de ce metal. Le fait que le calcium inhibe l'accumulation intracellulaire

du Cd 5r'ggère que ces deux éléments utilisent les mêmes sites de transport. Ainsi, les éléments

non physiologiques profiteraient, d'une part, de leur forte capaciæ de complexation avec les sites

de surhce de la paroi, et d'autre part, de certaines de leurs proprietés chimiques semblables à
d'autres éléments physiologiques, pour passer la membrane plasmique.

I-3-6 CI.IETIQIIES D'AccttMUI-AroN ET DE REI-ARGAGE DES METAtx pAR LES BRyopIryrES

AQUATIQI]ES

La résultante de l'accumulation extra- st intracellulaire des métaux est une cinétique qui
peut être scindee en deux phases (Figure l-7).

Face à une augmentation de la te,neur e,n métal dans le milieu, Ies mousses accumule,nt

rapidement le métal durant une periode variant de quelques heures à quelques jours selon les

conditions expérimentales. La vitesse d'accumulation durant cetûe phase est interprétee comme la
resultante d'un mécanisme physico-chimique d'adsorption au niveau des sites de fixation de la
paroi cellulaire. Ceue prelnière phase est suivie d'une accumulation plus leirte qui turd vers un
plateau d'equilibre (Figure l-7). C'est durant cette phase que certains auteurs (Pickering et Puia"

1969; Vray et al.,1992;Baugelin-Seiller, 1994) considàent qu'une fraction du métal adsorbee

traverse la me,lnbrane plasmique en eqgageant des fonctions physiologiques dépensant de
I'energie. Ce passage du métal à travers la membrane aurait pour consequ€nce une diminution de
la concentration en metal localisé dans la paroi, qui, se trouvant alors eir desequilibre avec le

milieu extérieur, accumule de nouveau pour combler le déficit de metal. Le plateau d'equilibre

vers lequel tendent les concentrations en métal dans la mousse est fonction principalernent de la

telreur d'exposition comme le montent plusieurs études de cinétique me,nées e,n laboratoire
(Frgure l-8 et l-9). In vitro, la relation entre les teneurs d'exposition en métal et les

conceintrations accumulées par les mousses est quasi lineaire, du moins pour une gamme de

concelrtration similaire à ce que I'on est zusceptible d'observer dans la nature. En effet, I'exemple

du Zn (Figure l-8) montre, qu'au delà d'une certaine concentration dans I'eau, supérieure à 1000

lrg L-r, I'accumulation du métal par les mousses n'est plus proportionnelle à la concentration
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dans l'eau, ce qui se traduit par un fléchissement de la courbe. Ce fléchissement pourrait révéler

un phenomène de saturation des sites de fixation de la paroi cellulaire.

Comme pour I'accumulation, les cinétiques de relargage des métaux par les mousses

aquatiques peuvent se décomposer en deux phases (Frgure l-7\. La première se traduit par une

désorption rapide du métal correspondant probablemant à la fraction extracellulaire du métal

préalablement accumulé. La seconde plus lente tend vers un pseudoéquilibre. Il semble en effet

qu'une fraction non négligeable, dont I'importance dépend de la quantiæ accumulee au préalable,

ne soit pas relarguee. En effet, on peut mettre en relation, conrme pour l'accumulation, la quantiæ

de métal résiduelle dans la mousse après plusieurs jours de relargage et la teneur préalable

d'exposition (Figure I - 10).

I-3.7 FacTSURS DU MILIEU INFLTJENCANT L,ACCUMUI.ATION ET LE REI.ARGAGE DES METAIX

Les facæurs du milieu susceptibles d'avoir des consequences sur les cinetiques

d'accumulation sont esseirtiellement les paramères dits de speciation, c'est à dire les frcæurs qui

regissent la repartition du métal total présent dans le milieu sous ces diftrentes formes

chimiques, y compris celles accumulables par les mousses aquatiques. Si plusieurs travaux ont

eté consacrés à I'influence du pFI, des matières organiques et inorganiques, à I'interaction entre

les cations majeurs et les autres metaux sur la speciation des métaux dans l'@u, plus rares sont

les études portant sur I'influence de tels parametres sur les cinetiques d'accumulation par les

bryophytes aquatiques. Cela peut s'expliquer par le fait que ces paramètres de speciation ont un

rôle complexe en anront des phénomares d'accumulation des métaux par les mousses. L,es

quantiæs de métal accumulees par ces organismes ne sont que la résultanæ des phénomenes

complexes impliquant ces parametres qui influent sur I'abondanc.e de la fraction disponible pour

la biomasse.

Le pH est probablement le paramètre qui a eté le plus étudié, notamment par le biais des

études sur les phénomènes d'acidification. Connaissant le processus d'echanges à I'interface eau-

bryophyæs, le rôle du pH est preponderant. L'acidificatio'n du milieu entraîne une augmentation

des teneurs en protons, qui deviennent compétiteurs des métaux pour les sites d'adsorption de la

paroi cellulaire (Whitton et al., 1982; Caines et al., 1985). En suivant les conceirtratons €,!r

métaux dans I'eau en parallèle avec les concentrations dans les mousses prélevees dans 2l étangs

dont le pH varie de 2.7 à 8.6, Havas et Hutchinson (1987) distinguent trois reponses des mousses

diftrentes selon les metaux. La première réponse est une conélation .positive entre les

concentrations en Al et Fe dans I'eau et les concentrations dans les mousses, et une conélation

négative entre les t€Nreurs dans l'eau et le pH. La seconde, concernant Cq Mg, Mn et Ni, est une

corrélation négative entre les telreurs en metal rlans I'eau et les quantites accumulees par les
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Concentration d'exposition en Cu (pg L-t)

Figure 1-9: Relation entre les concentrations d'exposition en Cu dans I'eau et les quantités de metal
accumulees par les mousses après (o) 24, (o') 72 et (a) 168 heures d'exposition.

r  =  0 ,991;  p  <  0 .05

r = 0 , 9 9 9 ; p < 0 . 0 1
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Figure 1-10: Relation entre les quantités de métal relarguees par les mousses après (o) 72 et (o) 240
heures dans un milieu exempt de metal et les concentrations préalables en Cu dans I'eau.
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bryophytes alors que les teneurs dans l'eau sont positivement corrélées au pH. Enfrr' la troisième

reponse que distinguent ces auteurs est I'absence de corrélation entre ces trois variables pour Ba

et Zn. L'emploi de mousses transplantees dans des ruisseaux acides du massif vosgien tend à

confirmer ces observations pour Al, Fe et Mn (Mersch et a1.,1993). Ces expériences, efFectuées

dans des conditions extrêmes de pH et de faible minéralisatiorl montrent quelle peut être

l'influence du pH sur l'accumulation des métaux par les mousses. Elles révèlent, entre autres, les

réponses très difiérentes selon le métal considéré. Cependant, dans des conditions que l'on peut

qualifier d'habituelles, où le pH oscille entre 6.5 et 9.0, les perturbations liees aux pH sont

limitees du fait du pouvoir tarnpon des eaux minéralisees. Ainsi, le suivi en laboratoire des

conceirtrations en Zn dans les mousses e,n fonction du pH ne révèle pas de grandes variations de

concentration dans les organismes dans une gamme de pH susceptible d'être rencontree in situ,

entre 6.5 et 8.2 (Wehr et al.,1987).

Outre le pH, i.e. la conceirtration e,n protons, les cations majeurs du milieu aquatique que

sont C4 Mg, Na et K peuvent devenir compétiteurs des méûaux pour les sites d'échanges

surfacique de la paroi cellulaire. Breuer et Melzer (1990) déærminent l'accumulation

pÉferentielle des éléments par des sphaignes et donnent le classement décroissant suivant: Pb >

Cd > Ca > Mg > K > Na > Nt{4. Ce classe,me,nt suit la rqgle physico-chimique poshrlant que les

cations divalent sont accumules préferentiellement aux cations monovalerfis (Brown et Bates,

1990). Parmi ces éléments, l'accumulation du Cd semble être en compétition avec Ca. Cette

observation est corroboree par Brown et Beckett (1985) qui remarquent la diminution de

I'accumulation du Cd par des mousses t€rrestres lorsque les conceirtrations en Ca et Mg

augmentent dans le milizu d'exposition. Sommer et Winkler (19E2) constatent que I'effet

inhibiæur du Cd sur la photosynthese de Fontinalis antipyretica se fait d'autant moins ressentir

que la concentration en Ca dans le milizu est importante. Ca effet inhibiteur de Ca sur

I'accumulation des metaux est aussi évoqué par Pickering et Puia (1969) et Say et Whitton

(19E3) sur Fontinalis antipyretica, û par Wehr et \ryhftbn (1983a) wr Mynchostegium

riparioides.

Comme pour les autres parametres, la presence de matières organiques (acides humiques

et fulviçes), inorganiques (chlorures, sulfates, carbonates) et des matières en suspension influent

sur les quantiæs de metal accumulables par les mousses €Nr arnont des phenomenes étudiés, e,n

intervenant sur la repartition du métal en diftrenæs formes chimiques, disponibles ou pas pour

les organismes (Livens, l99t).
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I-3-8 Cnqup D'AeILICATIoN DES MoussES AeUATIeUES coMME TRACEURS DE LA

C ONTAMINATION METALLIQT]E

Les avantages des mousses aquatiques

Leur large repartition geographique et leur résistance élevee à la pollution comparés à

d'autres organismes sont les premiers avantages qui font des mousses aquatiques des indicateurs

de pollution métallique largeme,nt ernployés. A ces premiers avantages, on peut y ajouter leur

échantillonnage simple et facile, leur ubiquiæ, leur pérennite, le conditionnement et le traitement

simple de l'echantillon ainsi que leur manipulation aisee en laboratoire. Leur grande æpacitn

d'accumulation (Tableau 1-5) les mets souvent en concurrence avoc un autre indicateur souvent

utilisé, le sédiment (André et l,ascombe,1987; Gonçalves et al.,1992).

Tableau 1-5: Facteurs de polluton maximum (FP : concentration observee /
concentration de reférence) dans les bryo'phytes et les ædiments du bassin
Rhône-Mediterranee (d'apres Andre et Lascombe, 1987)

Eléments FPMaximum

Bryophytes Sédiments

Cr

IvIn

Cu

Zn

cd
Fe

Pb

Hg

1378

26

34

59

19

4

24

130

30

6

t7

23

l9

J

22

t23

André et Lascombe (1987) ont utilisé ces deux indicateurs sur I'ensemble du réseau

hydrographique du bassin Rhône-Mediterrarmee et concluent à l'avantage des bryophytes cornme

traceurs de la micropollution métallique, conclusion corroboree par Baudin et al. (1992) qur

utilisaient en parallèle plusieurs indicateurs de la contamination radioactive tels les poissons, le

sédiment et les mousses aquatiques.
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Les dffirentes méthodologies

A I'instar des méthodes d'évaluation des retombees atmosphériques d'aérosols par

I'intermédiaire des mousses tenestres et des lichens (Burton, 1990, Lawrey, 1993; Sloof et

Wolterbeck, 1993; Loppi et al., 1994; Steinnes et al, 1994), les mousses aquatiques sont

employees pour l'évaluaton de la contamination métallique selon deux strategies. La première fait

appel aux mousses autochtones, la seconde a recours à des organismes transplantés (ou

allochtones) provenant d'un site exempt de contamination et transferés sur le(s) site(s) d'étude.

Mersch (1993) définit respectivement ces deux strategies corrune méthode de surveillance passive

et méthode de surveillance biologique active de la contamination metallique du milieu.

' La première d'entre elles est la plus simple à mettre en oeuwe puisqu'elle consiste

simplement à collecær des organismes autochtones. CeUe méthode permet ainsi d'obtenir une

estimation de la fraction métallique présente dans le milieu susceptible d'être transféree dans les

organismes végétaux vivants dans le milieu prospecté. Mouvet (1986) considère en effet qu'il

exisæ des similitudes e,ntre les mecanismes d'accumulation des bryophytes et du phytoplancton,

les premières, plus facile à manipuler, oftent une image fiable des possibiliæs de transfert des

metaux dans la clraîne trophique mâne si les mousses aquatiques n'ont pas a priori un rôle

fondamental dans cette chaîne trophique. Ceue méttrode soufte neanmoins de quelques

inconvenients liés en premier lizu à leur repartition très héterogene le long d'un même cours d'eau

ou d'un bassin. L'exploitation des donnees peut être aussi alteree par les variations inær-

specifiques et par I'historique de la contamination du cours d'eau prospecæ. Selon Ie type de

contamination du cours d'eau, chronique ou intermitænt, selon le régime d'écoulement (crue,

etiage), les mousses aquatiques, par leur réponse rapide aux fluctuations de conceirtrations dans

I'eau, ne peuvent donner à coup sûr une estimation très precise du niveau moyen de contamination

sur une longue periode. Se basant sur ce constat, Mersch (1993) et Mersch et Johansson (1993)

proposent d'utiliser la mousse aquatique parallèlement à I'emploi d'un autre indicateur

complémentaire, la moule zæbræ, Dreissena polymorpha,la première servant d'indicateurs de la

contamination récente, la seconde, d'indicateur de la contamination à long terme. Dans cet

optique, c.ertains auûeurs (e.9. Say et al.,l98l) n'utilisent que les deux derniers centimètes des

apex de mousse. Il s'avère en effet qu'il existe un gradient de concentration en métal croissant des

parties les plus jeunes de la planæ vers les parties les plus âgées, gradient observé chez

lhépatique Scapania undulata (Whitton et al.,1982) et chez les mousses Fontinalis antipyretica

et Rhynchositegrum riparioides (Wehr et al.,l9S3). Ce gradient de conce,ntration est expliqué à

la fois par la duree d'immersion plus longue des parties æées de la plante .et par le depôt de

calcaire, d'oxyde de manganèse et de fer, oftant ainsi plus de siæ de fixation pour les métaux

(Wehr et al., l9E7). Cependant, le choix des apex terminaux modifie la signification de

I'information recueillie et la strategie d'echantillonnage. Iæs jeunes pousses donnant une
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représentation de la contamination récente, la frequence d'échantillonnage doit être augmentée si

I'objectif est d'obtenir une estimation de la contamination sur de longue période (Wehr et Whitton,

1983a).

L'utilisation de mousses allochtones permet de pallier I'absence de mousses autochtones

sur des stations jugees intéressantes par I'expérimentateur et de s'aftanchir de la variabiliæ inær-

spécifique en n'utilisant qu'une seule espèce provenant d'un même site de collecte. Outre

I'avantage de travailler avec un lot homogène, il ne peut y avoir d'ambiguité sur I'origine des

métaux accumulés par la mousse transplantee, collectee à I'origine sur un site non contaminé,

appelé siæ de réfereirce. A I'instar des apex terminaux, I'emploi des mousses transplantees donne

une estimation de la contamination métallique récente du site éhdié, valable pour la duree de

I'immersion.

Les dffirentes applications faisant appel aux mousses aquatiques

En constituant I'un des compartime,nts du milieu capable d'accumuler les métaux à des

concentrations très élevés, les bryophyæs aquatiques se trouvent être I'un des organismes les plus

souvent employés dans les études concernant l'évaluation de la micropollution metallique, et ce,

dans de nombreux pays. Ces organismes sont utilisés en France (An&é et Lascombe, 1987;

Mouvet et al.,1993), dans la peninsule ibérique (Gonçalves et al.,1992;Lopez et al.,1994), en

Grande Bretagne (Say er al., L9Bl;Wehr et Whittorg 1983a; Say et Whiuon, 1983; Caines et al.,

1985), au Benélux (Samecka-Cymemum et al.,1991, Mersch et Pihan, 1993) ,en Finlande et en

Suède (Lehtonerq 1989; Swedish Protection Agency, 1991). En France, ces organismes ont

surtout fait I'objet du développement d'un programme de surveillance du reseau hydrographique

géré par les Agences de IEau. Ce programme est basé sur l'établissement d'une grille de çaliæ à

5 niveaux qui permet, eir se réferant à des valeurs de référence (Tableau 16) d'obteirir une

estimation seminuantitative de la contamination métalliçe par le dosage des métaux dans les

mousses.

Tableau l{: Concentrations de référence stândard pour les métaux dans les
mousses aquatiques (d'après Mouvet 1986)

Concentratons dans les mousses pg gt p.s.

MnPbHgCuCrAs cd

19 0.08

Ni

l9

Zn Fe

600
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Pour chaque métal,le Facteur de Pollution (FP), défini cornme le rapport entre la concentration

observee dans I'organisme prélevé et la concentration de référence, peut être calculé. La grille de

qualité a été établie à partir de ce facteur. Les limites de classe, établies selon une progression

géométrique de raison 3, permettent de distinguer 5 niveaux (Tableau l-7).

Tableau 1-7: Grille de qualité basee sur le dosage des métaux dans les mousses
aquatiques (d'après Mouvet, 1986).

Classe InterprétationFP

MO

MI

M2

M3

M4

F P < 2

2 < F P < 6

6 < F P < 1 8

t 8 < F P < 5 4

5 4 < F P

Situation normale

Situation suspecte

Pollution certaine

Pollution importante

Polluton exceptionnelle

En utilisant le principe de la grille de qualité, les mousses aquatiques deviennent un outil

d'aide à la décision pour le gestionnaire permettânt à celui-ci le repérage et Ïévaluation semi-
quantitative des sites soumis à une contamination metallique. Il est à noter que, dans ce cadre, les

mousses transplantees sont aussi employees selon le même principe lorsque les sites prospectes ne

comporûent pas de mousses autochtones. En genéral, le programme de surveillance du réseau

hydrographique fait appel en majoriæ (89 yù à deux espèces, Fontinalis antipyretica et

Rhynchostegium riporioides û. au genre Clinclidotus, les I I o/o restant étant majoritaire

constitues de I'espece Amblystegium riparium .

Une seconde applicatio4 directement derivee de la première, consiste à utiliser les

mousses aquatiques pour la localisation fine de sourc€ de pollution le long d'un même cours d'e,au
(Mouvet et al, 1986). Cette méthode est frcilement applicable grâce notamment à I'emploi

d'echantillons transplantes, qui permet de choisir sans grande restriction, les sites d'etudes en

fonction des rejas suspectés. Une application originale a consiste à utiliser les mousses

aquatiques conrme support analytique permettant de methe e,n évidence la presence de Hg, métal

choisi comme traczur des échanges d'eau entre la nappe pbreatique et le Rhin (Roçck et al,

le9 l ) .

La rapidite des cinétiques d'accumulation des métaux par les mousses associê à leur

capacite à garder une trace d'une contamination passee permet aussi d'envisager I'utilisation des

mousses aquatiques pour la détection de pollution accidenælle. Mouvet et al. (1993) foumissent

un exemple in situ en suivant en particulier les concerûrations en mercure dans des mousses
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prélevées dans le Rhin 13 jours après I'accident de Sandoz. La détermination des concentrations

en Hg dans I'eau a révélé la fugacité de la pollution puisque le pic de pollution n'a été décelé que

dans un seul échantillon journalier. Les auteurs montrent que, 13 jours après I'accident, la
détermination des concentrations métalliques dans les mousses révèlent des concentrations en Hg
qui sont encore jusqu'à 5 fois supérieures à la valeur de réference. L'intérêt de cet effet mémoire

est aussi mis en évidence par ces mêmes auteurs en étudiant la contamination métallique du Lot à
hauteur de Cahors. L'analyse de I'eau révèle un pic de pollution en Cd et Zn qui s'étale sur
environ 3 jours. Cela se traduit par I'accumulation de ces métaux par les mousses aquatiques puis

pilr un relargage des métaux lorsque la situation redevient normale. Ce relargage n'est cepmdant
pas suffisant pour empêcher, 3 jours après la pollution, I'observation de concentrations résiduelles

élevees en Cd etZndans les mousses.
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II-1 CttoIX DES sITEs DE PRELEVEMENT

La plupart des expériences decrites ulérieurement font appel à la methode des

transplants de mousses aquatiques. Pour les expériences de laboratoire ou de terrain" il est

nécessaire que le maæriel biologique ne soit pas à I'origine soumis à une pollution méallique. Le

siæ de prélwement approprié doit pouvoir foumir tout au long de I'annee des mousses en

abondance pour lesquelles les concentations e,n métaux ne depassent pas une valeur de réfereirce.

Cette valeur guide est censee correspondre à une situation où le cours d'eau n'est pas soumis à

une contamination métallique. En France, ces valeurs ont eté définies par Mouvet (1986) à partir

de donnees obtenues dans des mousses theoriquement non soumises à une contamination

métallique. Elles ont ensuiæ servi à I'etablissement des grilles de qualiæ utilisees par les Agences

de I'Eau. Un des criteres de sélection des siæs de collecte des mousses nécessaires aux

expériences de laboratoire et de terrèin est basé sur ces valeurs de réference. Deux siæs de

prélèvement ont éte utilisés dans ce travail, Commercy sur la Meuse fournissant le materiel

biologique pour les expériences menees sur les siæs nucleaires, Hatrize sur I'Orne pour les autres

expériences.

On notera cepeirdant que ces valeurs de réference ne doivent pas être prises comme des

valeurs absolues mais plutôt comme des valzurs gurdes. En effet, une intercomparaison des

valeurs proposees dans d'autres pays, obte,nues par simple observaton ou par calcul statistique,

révèle la dispariæ de ces valeurs e,lrtre les différents aut€urs (Tableau 2-l).

De plus, les concentrations en métaux dans les mousses montrelrt des variations

saisonnières. Webr et Whitton (1983b) remarquent de telles variations sur des echantillons

collecæs me,lrsuellement. Ils estimelrt cependant que ces variations ternporelles n'affecteirt pas de

façon significative l'évaluation de la contamination mdalliçe. Le suivi bimensuel du siæ de

Commercy, utilisé conrme siæ de référence depuis plusieurs années dans le cadre du suivi des

concentratiolls méûalliques au droit de la ceirtrale nucléaire de CattenonU ne corrobore pas la

conclusion de ces auteurs. Ainsi, on peut not€r une variation importante des concentrations en

métal dans les mousses. Exprimees en pourc€,ftage de la valeur nnximale mesurée, on peut

observer l'évolution au cours de I'annee des concentrations metalliques dans les mousses avec un
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Figure 2-1: Evolution saisormière des concentations €n métaux dans des mousses autochtones
proverumt du site de Commercy. Les concentrations sont exprimées en pourcentage de la concentration
maximale observee. (-) correspond au pourcent4ge re,prés€ntant la concentration de réfere,nce (Mouvet,
1986). Le pourcentage représentant la concentraton de réference pour le Cd est I20 %.
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maximum en hiver (Figure 2-I). En plus des difiërences observees entre les auteurs, l'évolution

dans le temps des concentrations dans les sites de réference re,lrd encore plus délicate la définition

de concentrations de réferences standards.

Tableau 2-1: Valeurs guides ou minimales en métaux rencontrées dans les
mousses aquatiques non soumises à des pollutions anthropiques.

Concentrations en métaux dans les mousses (pg gt p.s.) Références

As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Ni ZnPb

0.5 2.3

rà5  2à10

l 7

l 5

0.4 5

5 .4  1810

19 3000

l0

35

36

0.08

0.05

13.8

20

10

8

280

0.6

30.9 r28

25 à 100 r00 à250

19 200

3 100

23 69

13 2r7

Wehr et Whitton, 1983a

Wehr, 1983

Mouvet, 1986

Swedish Agency, l99l

Gonçalves et al, 1992

Çrqsç4very14419%

Dans la majorite des cas, les variations saisonnières des conce,lrtrations en métaux dans les

mousses ne dépassent pas les valzurs des concentrations de réferences, excepté pour le plomb (3

fois sur l0) et le manganèse (8 fois sur l0). Pour ces deux metaux" le siûe ne repond donc pas

totalement aux exigences requises pour un site de réference. Ce problème de variation

saisonnière des concentrations métalliques mis en evidence sur ce siæ serait probablement

observé sur d'autres sites.

IT-2 COILECTE DES ORGANISMES

Toutes les expérie,nces decriæs ultérieurement font appel exclusivemelrt à I'espece

Rhynchostegium riparioides. Même si en theorie, les mousses aquatiques peuvent être prélevees

toute I'annee (Wehr et WhittorU 1983b), les meilleures epoques pour une recolæ abondanæ et de

qualité sont la fin du printernps et I'automne, c'est-àdire avant et après les proliferations algales

qui gênent considerablem€trt la croissance des mousses

L'echantllon est collecté par touffe entière en évitant autant que possible d'arracher la

base fixee au substrat. Le prélèvement est effectué dans une zone où I'on est sûr que les mousses

sont constamme,lrt immergees (en profondeur ou dans la veine principale du courant). Profitant du

courant et de I'abondance de I'eau, les mousses recottées sont placees dans un grand tamis en

PVC et subissent un premier lavage avant d'être rame,rees au laboratoire dans une glaciere
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remplie d'eau de rivière. L'échantillon ainsi récolté peut être conservé frais au laboratoire pendant

quelquesjours dans une eau déchlorée, oxygénee et renouvelée quotidiennement.

II-3 DTSpoSITIF EXPERIMENTAL DE LABoRAToIRE

Le dispositif experimental de laboratoire est largement inspiré du dispositif

précédemment utilisé au CREUM (Mouvet, 1987). Un tel dispositif vise à s'écarter Ie moins

possible des conditions physiques dans lesquelles se trouvent les mousses in situ. Pour cette

raison, le choix s'est porte sur un système alimenæ e,n continu par I'eau de distribution de la ville

préalablement déchloree sur charbon actif.

[æs expériences sont menees darrs une salle climatisee (15 "C) dont la photoperiode peut

être contrôlee (16/8). Le dispositif est constitué d'un nombre d'uniæs expérimentales variable

selon l'étude. Une unite experimentale est constituée d'un bac PVC d'un volume de 18 litres

(Figure 2-Z).1Â circulation et l'homogenéisation du milieu dans le bac sont assurées par une

pompe centrifuge (EHEIM, type 1026) d'un débit de 6 I min-t prélevant I'eau par I'intermédiaire

d'un firyau plongeant dans le réservoir de mélange, le retour d'eau se faisant par une crepine

plaquee au fond du bac.

Le dispositif est alimenté par I'eau de distribution prealablement dechloree sur du

charbon actif. Une pompe péristaltique (Masterflex) munie d'un régulaæur de débit (Cole Parmer)

alimente lunit€ expérimentale par I'intermediaire du reservoir de mélange. Un trop plein permet

l'évacuation en continu de milieu e,n exces. Iæ débit est réglé pour I'ense,nrble des expériences à
- l

0.5 I min , ce qui assure un temps de re,nouvellement du milieu de 35 minutes.

L'apport continu des diverses solutions de contaminants et de complexant est assuré par

une pompe peristaltique multicanaux (Ismatec IPN 16 et IPS 16). Ces solutions sont ame,nées

dans le reservoir de mélange par des tuyaux capillaires. Iæs solutions de métaux sont preparês à

partir de leur sels (chlorure ou nitrafe) dilués dans de l'eau distillee à des concentrations qui

fournissent après dilution avec I'eau de distribution, la concentntion d'exposition désiree. L'étude

des cinétiques de relargage s'efFectue sans inæmrption de I'expérie,nce, simplement par larrêt de

I'apport de solutions métalliques.

Pour toutes les expériences de laboratoire, I'EDTA est utilise co{nme complexant à une

concentration dans le milieu d'exposition de 2 mg L-r, qui, contrairement aux solutions

métalliques, est injecté dans le milieu d'exposition pendant la phase d'exposition aux métaux et

pendant la phase de relargage. L'EDTA permet de simuler les capacites complexantes des eaux de
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rivière. La concentration de 2 mg L-t a eté choisie car elle entraîne un laux d'accumulation des

métaux dans les mousses du même ordre de grandeur que ce qui peut être observé in situ

(Mouvet, 1987).

Pour toutes les expériences de laboratoire, la numse de mousse introduite en début

d'expérience dans le milieu est d'environ 70 g frais offiant ainsi un rapport volume de biomasse/

volume d'eau identique dans toutes les unités expérimentales.

II-4 DtsposrrlF EXpERTMENTAL IN sITrI

Les expériences menées in situ font toutes appel à la technique des transferts de mousse

(surveillance biologique active). Les mousses, provenant d'un siæ exempt de contamination

metallique, sont immergees aux stations que I'on souhaiûe étudier dans des paniers fabriqués à

partir de gnllage plastiçe de 5 x 5 mm. Trois types de paniers ont été utilises. A I'usage, il s'est

avéré que les paniers de forme rectangulaire ou conique offieirt I'avantage de ne pas comprimer

les mousses qui peuvent être alors plus facilement brassees par le courant, éviant un colmatage

trop rapide par les M.E.S. Ces deux types de paniers sont préferes au precédent (grillage

sandwich) pour les expériences in situ. Environ 20 gde mousses fraîches sont introduiæs dans le

panier en même temps qu'un lest, avant que ne soit fermé le grilage à Ïaide de fil de fer plastifié.

[æs paniers sont ensuite ancrés aux diftrents points d'éfude, soit à un support naturel, soit à un

piquet planté dans le lit du cours d'eau. Une atteirtion particulière est portee au choix du point

d'ancrage qui doit :lssurer une immersion complète et constante des paniers. Des inspections

régulières pendant la période d'exposition pennettent de vérifier I'état du dispositif et de nettoyer

les paniers qui peuvent être encrassés par des M.E.S. reduisant le contact eirtre I'eau et les

mousses.

Dans la mesure du possible, des préleveurs automatiques d'eau sont places à proximiæ

des stations où sont immergees les mousses, la crépine de prélèvement étant généralement fixee

sur Ie piquet d'ancrage des paniers.
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II-5 Survl DE LA pHYSICO-cHIMIE DU MILIEU

TI-5-I EN LABORATOIRE

Echantillonnage

Dans chaque unite expérimentale plonge un capillaire relié à une pompe péristaltique

multicanaux (Figure 2-2) permettant I'echantillonnage e,n continu d'un aliquot de milieu (débit =

0.1 ml min-r). Celui-ci est recuperé dans un flacon dont la frequence d'analyse, variable d'une

expérience à I'autre, est comprise entre 2 et 4 jours. Iæs echantillons d'eau sont conservés en

chanrbre froide (+4 "C) avant le dosage.

Le s paramè tre s physi c o -chi mi que s

La températuls ainsi çe le pH de I'eau (Ifuick 646) sont mesures quotidiennement dans

toutes les unites expérimentales. La photopériode est fixee à 16 heures de jour avec une intensite

lumineuse de 25 pE m-2 s-l pour 8 heures de nuit.

Les anions et cations rnajeurs

Iæs anions et cations majeurs du milieu d'expositon sont analyses à partir des

prélèvements effectges e,lr continu. Les cations C4 Mg, Na et K sont doses eir spectrophotométrie

d'absorption atomique (SAA Perkin Elmer modèle 23S0). Les anions NOr, SO+ Cl et PO4 sont

dosés par chromatographie ionique @ionex 4500i). Les concentrations e,îr COr et HCO: sont

obtenues par potentiometrie.

Les métatn

Un aliquot (10 ml) du prélèvement en continu est acidifié par HNO3 à un pH < 2 puis

conservé à +4 oC. l,a conce,lrtration en métal de I'echantillon est ensuite déterminé par SAA en

flamme (Perkin-Elmer 2380) ou en four graphiæ (Varian SpectrAA-100/400), selon la

conceirtration theorique et les limiùes de déæction des appareils pour les divers métaux doses

(tableau 2-2).

Si I'on observe lors du dosage des inærferences avec la matrice, la technique des ajouts

doses est employee.
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Tableau 2-2: Limites de détection des métaux dans I'eau selon le mode
d'utlisation du SAA.

Limite de détection (pg L-t)

Four

Métal

Cr

Cu

Pb

Zn

0.2

0 .1

0.3

20

l0

100

20

Ï]-5-2IN SITU

Echnntillonnoge

L'échantillonnage de I'eau sur le terrain s'est frit de dzux façons. La première consiste à

collecter des echantillons ponctuels d'eau dans des flacons PVC préalablement lavés à facide

nitrique st rincés plusieurs fois à I'eau déminéralisee. Dans la mesure du possible, I'utilisation de

préleveurs automatiques (ISCO 1680 ou SIGMA E00 SL) a éte privilégiee. Ceux-ci permett€Nrt,

grâce à la programmation, à I'autonomie suffisante et à I'utilisation d'un grand nombre de flacons

Q4 ou 28) d'obtenir la frequence de prélèvement souhaitee. Une crepine fixee à un piquet plante

dans le lit du cours d'eau échantillonne le milieu selon la sfuuence programmee. L'échantillon est

recolte dans un flacon qui a subi le protocole de lavage precédemment decrit. La frequence de

prélèvement choisie est, sauf indication contraire, un flacon de 500 rnl par 24 heures rempli par 4

pompages successifs espacés de 6 heures.

Le s para mè tre s physi co-chi mique s

Le pH, la æmpérature, I'orygè,lre dissous et la conductiviæ de I'eau sont mesurés

ponctuellement (appareillage WTW). Lorsque le régime des eaux le permet, la vitesse du courant

est mesurée à laide d'un moulinet (4. OTD. L'axe supportant lhélice est positionné

verticalement, soit parallèle au sens d'écoulement de I'Eau. Lhélice est placæe immediatement en

arnont et à hauteur du panier contenant les mousses aquatiques. La mesure est effectuee sur une

minute et repetee 3 fois.
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Les anions et cations majeurs

Les anions et cations majeurs sont analysés dans les échantillons d'eau de la même

manière que celle decrite précédemment (Chapitre II-5-l).

Les mëtaux

Les échantillons d'eau prévus pour la détermination des concentrations métalliques sont

preparés selon la norrne tSO 3288. Avant que l'échantillon ne soit acidifié à un pH < 2 (HNO3,

0.5 % v/v environ), une fraction est filtree à 0.45 pm (filtre Sartorius) puis recupéree dans des

tubes en polyéthylène à usage unique et acidifiee à un pH < 2.1Â reste de l'échantillon est acidifié

à pH < 2 puis, après homogenéisation, récupéré dans des tubes e,lr polyéthylene. Ce protocole

permet ainsi d'obtenir la concentration en metal total de Ïéchantillon et la fraction dite "dissouæ".

La définition de la fraction dissoute, filtree sur 0.45 Fm, ne correspond pas forcement à la

fraction disponible du métal pour les mousses, le métal pouvant être associé à des formes

colloi'dales et à des complexes de faible taille moleculaire (Fôrsûrer et WitbnarU l98l).

Cependang connaissant le mode de fixation des métaux sur la paroi des moussss, la fraction

filtree sur 0.45 pm est probablement un meilleur descripteur de la relation e,lrtre les metaux dans

I'eau st dans les mousses. Certains auteurs vont même jusqu'à utiliser des filtres 0.2 pttU estimant

obteirir une meilleure represe,lrtation de la phase reellement dissoute du métal (e.g. Kelly et al.,

1e87).

Les échantillons ainsi traités sont stockés en chambre froide (+ 4 oC) avant le dosage en

SAA (cf chapitre II-5-l).

II-6 Survr DEs coNcENTRATIoNS EN METAUx DANs LEs MoussEs

II-6- I ECHANM-LONNAGE ET CONDMONNEMENT

Echantillonnage

La collection et le lavage succinct des organismes sur le siæ de éference est suivi au

laboratoire d'une étape de lavage et ce, quelle que soit la destination de l'échantillon, expérie,lrce

de laboratoire outransfertin situ. Lors des expériences de laboratoire, le suivi des concentrations

en métaux dans les mousses est effectué à partir d'echantillons collectés dans les bacs

expérimentaux et dont les prélèvements sont repartis tout au long des phases d'exposition au

métal et des phases de relargage. Chaque echantillon d'e,nviron 2 g frais est placé dans un sachet
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en papier avant d'être séché. Dans le cas d'une étude in situ, les échantillons de mousse,

préalablement collectes sur le site de réference, lavés au laboratoire et transplantps in situ, sont

prélevés dans les panier en plastique avec une fréquence de prélèvement propre à chaque

expérience. Plaés dans des sachets en papier (entre 5 et l0 g frais), les échantillons collectes irz

silz sont à nouveau lavés au laboratoire puis placés dans de nouveaux sachets avant d'être séchés.

Lovage des mousses en laboratoire

Dans la mesure du possible, les échantillons de mousse collectés in situ sont lavés

immediatement avant qu'ils ne se dessechent, l'efficacite du lav4ge des mousses préalablement

séchées pouvant être moindre (Wehr et al., 1983). Selon ces auteurs, il devient plus difficile

d'éliminer, après séchage, certains precipites (carbonates, oxyde de Fe et lttln) qui se forment à la

surface des feuilles et qui sont autant de surface d'échange pour les métaux et qui ne représentent

pas un phenomene biologique d'accumulation. L'expérience a égalemeirt montré que les mousses

prealablement sechees perdent plus facilement lzurs feuilles pendant la phase de lavage. C'est le

cas notamment pow Fontinalis antipyretica.

La méthode de lavage utilisee est inspiree de celle développee par Empain (1977) reprise

par Wehr et at. (1983). L'échantillon frais(l) est plaé sur un tamis en plastique de maille I mm.

Après avoir pris soin de dissocier les brins et d'éliminer les brins morts ou défeuilles, I'echantillon

est lavé à laide d'un jet d'eau déminéralisee sous pression (1.5 bars). L'eau de lavage est

recupéree dans un cristallisoir (l litre maximum). L'opération est repétee plusieurs fois jusqu'à

I'obtention d'une eau claire. Ce critere d'efficacite du lavage, quelque peu subjectif, peut être

renrplacé par I'utilisation de disque FIAZEN chiftant la turbidiæ des eaux de lavage de façon

plus objective (Agence de I'Eau, 1994).

L'expérience montre qu'entre la quantite de mousse prélwee et lavee in situ et la quantiæ

reellernent utilisable après élimination des matières exogenes, la perte eir poids frais est d'environ

30 o/o. On considère egalernent que le rapport poids frais/poids sec est compris entre 5 st 6.

Beaugelin-Seiller (1994) donne un rapport de 4.07 0Crr* : 3.95 - 4.20) établi à partir de 1350

mesures wr Platyhypnidium riparioides (syn.: Rhytchostegium r.). La diftérence entre les deux

rapports peut s'expliquer par le fait que la méthode utilisee par I'auteur précédemment ciæ ne

comprend pas d'étape de lavage en laboratoire. Ces quelques donnees permettent d'ajuster les

nuuses prélevees in sittt aux besoins expérimentaux tout en preservant le stock de mousse présent

sur le terrain.

(0 si I'echantillon n'a pas pu être conservé frais, une étape prealable au lavage consiste à le réhumidifier pendant
quelques minutes dans un cristallisoir rempli d'eau démineralisee.
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Séchage

La température de séchage varie d'un auteur à I'autre, de 30 oC (e.g. Steinnes et Njàstad,

1993) à 105 oC (eg. Say et al., l98l). Azxue et Mudroch (1994) ont teste I'influence de

plusieurs températures de séchage sur les concentrations en métal dans la plante Equisetum

variegatum sans déæcær d'effet significatif entre 40 et 105 oC. Les travaux de Wehr et al.

(1983), relatifs aux diverses étapes du traitement des mousses aquatiques, comprennent un test de

deux températures de séchage, 40 et 105 'C. Constatant que le rapport e,ntre les concentrirtions en

métaux dans I'espèce Rhynchostegium riparioides sechées à 105 "C et celles sechees à 40 "C

n'excède pas l.l, les auteurs estiment que c€tte étape du protocole expérimental n'affecte pas de

façon significative les resultats. Cependant, afin d'éviter le cumul de sources de variatio4 il

semble préférable d'harmoniser certains aspects du protocole, surtout lorsqu'il s'agit d'une etape

aussi facile à mettre en oeuvre. La ternpérature de sechage choisie dans ce travail, 60 oC pendam

24 heures, est la plus communanent utilisee et correspond notamme,nt à celle du protocole

proposé par Mouvet (1986), repris dans les travaux de calibration ânalytique inter- et

intralaboratoire me,nés sur les bryophyæs aquatiques (Agence de I'Eau, 1994).

II-6.2 PREPARATION DES ECHANTILLONS EN Vt.]E DU DOSAGE

Partie de la mousse utilisée pour le dosage des métotn

Les protocoles peuve,lrt diftrer selon la partie de la planæ utilisee pour la minéralisation

(chapitre I-3-8). La méthode développee en France fait appel à I'utilisation de la plant€ entière

(Mouvet, 1986). Utilisee e,n routine, elle ofte l'avantage d'être moins lourde à mettre en oeuvre

que I'emploi des 2 derniers centimetres terminaux de chaque brin. De plus, il est prévu de ne frire

appel qu'à la technique des transferts permettant ainsi de s'aftanchir des problèmes de

contamination historique des mousses autochtones. Les mousses transferées sont en effet

collectees sur des siæs de réfere,lrce et donc theoriquunent exemptes de touæ contamination. Les

concentrations en métaux déûerminees dans ces echantillons apres exposition peuvent donc être

attribuees à la contaminatiom du milieu dans lequel ils sont immerges et non ps, à un résidu

provenant d'une pollution passee et reteirue dans les parties âgees de la plante.

Le choix qui consisæ à prendre la plante entière pour la det€rmination des concentrations

en métaux est aussi motivé par le souci d'homogenéiæ avec c€ qui a pu être fait precédemment en

France, notamment à I'Universiæ de Metz.

L'utilisation de la planæ entière ne signifie toutefois pas que tout€s les parties sont

effectivement sélectionnées pour la déûermination des métaux. Iæs diftrentes etapes du protocole
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sont autant d'occasions de supprimer les brins morts ou dépounms de feuilles. Après ce tri, il ne

reste finalement qu'une majoriæ de brins et rameaux dont l'état physiologique semble correct mais

dont la longueur n'est pas restreinte aux deux derniers centimetres des apex.

Pesée

Chaque échantillon sec est subdMsé en 3 souséchantillons de 100 mg (échantillon

prélevé au laboratoire) ou 300 mg (échantillon prélevé in situ) pesés exacteme,lrt (+ I mg).

Minéralisation

La majorite des protocoles utilisés pour la minéralisation des mousses sont basés sur une

attaque par voie acide, le plus souvent par I'acide nitrique. Ces protocoles diftrent par la

conce,ntration eir acide, le temps et la température de mineralisation (e.g. Say et al., I98l;

Gonçalves et al., 1992; Lapez et Carballeia 1993; Mouvet et al., 1993). Seulement deux

travaux font l'objet de comparaisons e,ntre diftrents protocoles de minéralisation des bryophytes.

[æ premier, qui avait pour objet la comparaison de deux attaques acides (FINO3 ou

HNO3/HCIO4), n'a pas revélé de diftrence quant aux concentrations en métaux dosees rlans les

mousses (Pensel, 1984; non publié). La seconde etude, regroupant deux laboratoires, met en

évidence la bonne corrélation e,lrtre les résultats obte,nus dans deux lots de mousses, I'un

minéralisé par HNO3 Q.2 M) à 140 "C pendant 4 heures, I'autre par HNO3 (3.6 tO à 65 "C

pendant l8 heures (Gonçalves et al.,1992).

Læ protocole de minéralisation choisi rlans ce travail est basé sur celui proposé par

Mouvet (19S6). Les mousses sod minéralisees par I'acide nitrique (Normapur 69 yù dilué au

quaxt par de I'eau distillee. Les æhantillons secs, pesés, sont introduits dans des tubes e'n

polyéthylène dans lesquels est ajouté I'acide dilué (FINOg, 4M). tæs écbartillons prélevés en

laboratoire (3 repetition de 100 mg) sont minéralisés dans des tubes de l0 ml auxquels sont

ajoutés 4 ml d'HNOr. Czux provenant du terrain (3 Épetition de 300 mg) sont minéralises dans

des tubes de 20 ml auxquels sont ajoutes 9 ml d'acide. Les échântillons sont ensuite minéralisés à

70 "C pendant 24 heures sous pression. Durant c;es 24 heures, les tubes sont regulièrement agites

afin de maintenir les mousses dans I'acide car elles ont tendance à flotûer. Après avoir laissé les

tubes refroidir, permettant ainsi la condensation des vapeurs d'acide, le minéralisat est dilué par

un ajout de 5 (tube de l0 ml) ou de l0 ml (tube de 20 ml) d'eau distillee. Après avoir assuré le

mélange de I'eau avec I'acide, la solution ainsi homogénéisee est centrifugee pendant 15 minutes à

1500 - 2000 t.p.m. afin d'obteirir un surnageant clair pour le dosage. Des blancs de minéralisation

(sans mousse) sont preparés selon le même protocole afin de pouvoir évaluer d'éventuelles

contaminations.
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TI-6-3 DOSAGES ET E)(PRESSION DES RESULTATS

Dosage des métaux en SAA

Le dosage des metaux dans les minéralisats est effectué par Spectrophotometrie

d'Absorption Atomique (SAA) en mode flamme (Perkin-Elmer 2380). læs limites de détection des

métaux dans la matrice sont donnees dans le tableau 2-3. Les résultats d'analyse (Ce), exprimés

en pg L-r, sont convertis en pg de métal par gramme sec de mousse (Cr) selon l'fuuation :

'^=# (2-l)

aveÆ V,le volume de minéralisat en litre etM,le poids sec de mousse minéralisé exr gramme.

Tableau 2-3: Limites de détection des métaux doses en flamme (SAA) dans
les minéralisats de mousses selon le protocole appliqué en laboratoire ou sur
le terrain.

Métal Limite de detection (pg gt p.s.)

pour 100 mg pour 300 mg

Cr

Cu

Pb

Zn

1.5

1.0

9.0

1 .5

1.0

0.6

6.0

1.0

Le résultat final est exprimé par la moyenne des concentrations €Nr méal obtenues dans les 3

souséchantillons et de son ecart-type. Ce demier représente I'incprtitude attribuee aux variations

analytiques plutôt qu'à lhéærogenéit€ de la population, la notion d'individu chez les mousses étant

difficile à définir.

Détermination du pourcentage de résidu

L'attaque acide ne suffit pas à oxyder completement les mousses mais permet une

liberation quantitative des métaux (Wehr et al.,l9S3). Le culot decant€ compre,nd les résidus

organiques et les corps arangers qui nbnt pas éte éliminés lors du lavage. Lorsque les dosages

sont terminés, le mineralisat est filtré sur filtre sans cendre (Watnan GFÆ), préalablement taré,

en rinçant soigneusement le fond du tube. Le filtre est ensuite seché à I l0 oC pendant 30 minutes

pour être ensuiæ calciné (525 + 25 oC peirdant 2 heures). Après retour à la t€mpérature anrbiante,
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le poids sec de résidu est obtenu par la différence entre le poids du filtre avant et après calcination

en tenant compte de la perte au feu de celui-ci. Dans le cas où le pourcentage de résidu constitue

au moins 5 To de la masse minéralisee, l'échantillon est considéré comme trop charge en corps

étrangers et le résultat obtenu après analyse n'est pas pris en compte. Ce pourcentage est choisi à

partir du suivi de l'évolution de I'erreur due aux sédiments en fonction du pourcentage de résidu

(Figure 2-3). Cetæ étude révèle que l'erreur due aux sédiments est d'autant plus importante que

le pourcentage de résidu est élevé. Un seuil de 5 %o s'avère être un bon compromis entre un lavage

efficace sans être destructeur du matériel biolqgique et l'erreur que ce seuil peut genérer, inferieur

à l0 %pour la majorité des métaux, excepté le fer et probablement le manganèse.

Incertitudes sur Ia mesure

lorsqu\rne seule espèce est ernployee, comrne c'est le cas dans ce travail, les incertitudes

sur la déærmination des conceirtrations métalliques dans les organismes proviennent des

diftrentes étapes du protocole st non des variations interspecifiques des métaux accumulees par

les mousses. La contribution de ces diftre,ntes étapes à la variabilite de la mesure a pu être

quantifiee gr,âce à une étude d'intercalibration coordonnee par le BRGM pour le compte des

Agences de IEau (Agence de I'Eau, 1994). Cetæ etude aporté sur I'influe,nce de la minéralisation,

du lavage et du dosage et concemait erûre 8 et 14 laboratoires selon la phase des travaux. Chaque

laboratoire recevait soit des échantillons bruts, soit des echantillons dejà lavés et broyés, soit des

échantillons déjà minératisés. Les laboratoires effectuant au moins 5 repetiûons, le coefficient de

variabilité intralaboraûoire a pu être catculé. En faisant la moyenne de ces coefficie,nts, on obtient

ainsi pour chaque méûal la répétabilite de la mesure. Chaque résultat fourni par les différents

laboratoires a également permis e,n les moyeirnant de calculer le coefficient de variabilite inær-

laboratoires donnant ainsi une idee pour chaque métal de la reproductibiliæ de la mesure.

La figure 2-4 resume, pour les 4 métaux suivis dans ce travail, la reproductibilite de la

déærmination des concentrations dans les mousses selon les étapes prises etr compte par les

laboratoires. Quel que soit le métal la reproductibiliæ de la mesure est d'autant moins bonne que

le nombre d'étapes pris en compte par les laboratoires est grand puisque c'est en considerant le

traitement 3 (echantillon brut) que I'on observe les coefficients de variation les plus importants..

La figure 24 retrèle aussi I'influence négative de la pbase de lavage, éîapla moins contrôlee du

protocole, et qur, incluse dans le protocole des diftrents laboratoires (traiæment 3), contribue de

façon très significative à augme,lrûer la variabilite inærlaboratoires. Par contre, la Épétabilite de

la mesure reste toujours bonne puisque I'on observe un coefficient de variation fuÉralaboratoire

toujours inferieur à l0 o/o, révélant ainsi que le protocole d'analyse des métaux dans les mousses

est frcilement reproductible dans un même laboratoire.
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Figure 2-4: Coefficient de variation (7d sur la determination des teneurs en metaux dans
diftrents echantillons de mousses analyses par plusizurs laboratoires. Traitement 1: variation
interlaboratoire (14 laboratoires) sur des echantillons fourais lavés et broyes; traiæment 2:
variation interlaboratoire (14 laboratoires) sur des ecbantillons fournis lavés, broyés et
minéralisés; traiæment 3: variation inærlaboratoire (l2laboratoires) sur un echantillon brut de
Platyhypnidium riparioides; traitsnent 4: variation intralaboratoire (12 laboratoires) sur
I'echantillon du taitement 3 (D'après Agence de I'Eau, 1994).
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II-7 MrcsuRE DB L'ACTlvlrE pHorosyNTHETIeuE DEs MoussEs

II-7.1 PRtrtICPE

L'objectif est d'avoir un critère quantitatif de l'€tat physiologique des mousses. I est

difficile de constater la mort cellulaire, le potentiel de survie et de régénéraûon de ces organismes

étant particulièrement remarquable (Glime et Vitt, 1984; Mouvet, 1984a). L'activite

photosynthetique, mesurable sur les organismes sans les dénuire et inægrant Ies domm4ges de

plusieurs groupes d'enrymes (Flaseloffet Winkler, 1980), peut être utilisee comme un indicateur

des dommages intracellulaires @mpai4 1977; Sommer et Winkler, 1982; Axelsson, 1988). Le

principe de l'évaluation de I'activite photosynthetique est la mesure, effectuee dans un systàne

clos sans echange gazrl.rx avec I'exterieur, de l'évolution dans le temps du pH du milieu dans

lequel sont immergees les mousses et qui traduit I'assimilation ou le rejet de CO2 par lbrganisme.

La méthode est basee sur le constat selon lequel les mousses, contraireme,nt à d'autres

macrophytes, sont incapables d'utiliser la source carbonatee que constitued les carbonates (Glime

et Vitt, 1984).

II-7.2 DISPOSITIF DpERIMENTAL

Le dispositif est constitué d'une cellule de mesure étanche dans laquelle plonge une

électrode de pH (Frgure 2-5). Un enregistreur branché sur le pH-metre permet une lecture en

continu du pH. La cellule de mesure, plongee dans une chambre noire re,nrplie d'eau thermostatée,

est illuminee par une source balogène d'une intensite de E8 lrE m-2 s-t. [,a mesure s'effectue dans

une eau conte,nant environ 200 mg Ut de bicarbonates, cett€ conce,ntration offiant un bon

compromis entre la stabilite du pH en I'abse,nce de mousse et une variation significative en leur

présence.

II.7.3 MESTIRE

Environ 200 mg d'apex prov€,nant d'un rameau sont introduits dans la cellule de mesure.

Cette eau préserÉe un pH compris enl'r.e 7 .2 ea 7 .4 afrn gue la mesure propreme,lrt dite comme,nce

toujours à un pH égat à 7.5. En effet, Empain (1977) a monfié que l'activiæ photosynthétique des

mousses dépend du pH initial de [a mezure. L'électrode est ensuite introduite dans la cellule,

chassant par la même occasion les bulles d'air par le système de dégp?Ae (Figure 2-5\. Le

robinet de purge fermé, l'évolution du pH est suivie pendant l0 minutes à partir de I'instant fo où

le pH passe 7.5 (pHy ). La valeur de pH après l0 minuùes (r7 ) est alors relevee (pH1 ). La

température du bain thermostaté ainsi que celle de la cellule de mesure à to et tt est relevee.

L'echantillon est alors entiere,m€nt recuperé pour être seché (60 oC pardant 24 heures) et pesé.
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Figure 2-5: cellule de mesure de la photoqTrtbàe. A: chambre moire; B: eau thermostarê e,17ou 29 oc); c: source ruminarse; ô, ouîr" d. *;;;;;;-remprie d,ear.r recmstituê; E:élecuode de pH; F: purge d'air;;-oèqô, æir"r"* magnetique; H: barreau afunanté.
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La mesure est répétée 3 fois, chaque fois avec un nouvel échantillon et après avoir renouvelé

I'eau. Lors de chaque série de mesures à une température donnée, le protocole décrit cidessus est

appliqué sans ajout d'échantillon de mousse afin de s'assurer qu'une augmentation de pH ne peut

être attribuée qu'à une diminution de la concentration en COz dans le milieu.

II-7 4 CaTcuT ET DGRESSION DES RESULTATS

La relation entre le pH et la concentration en COz libre est donnee par la réaction:

HzO,COz <) H* + HCO; (2-2)

La quantite de COz libre présent dans le milieu se calcule par la formule de Legrand et Poirier

connaissant le pH de I'eau, la température, la tenzur en anions et cations et le pK de la reaction

(2-2). Cetta dernière permet le calcul du COz libre:

(co,),,,," = IO_PH .HCO;
(2-3)

l0-PK'

avec COz et HCO3 exprimés en mole U', pK', la correction du pK theorique (e.9. Golærman,

1969) donné pour une force ionique nulle et fonction de la température. La diftrence entre le pH

mesuré à t0Q)H0 ) et le pH mesuré à tt QtHt ) correspond au COz libre assimilé par la mousse.

L'activite photosynthetique est alors évaluee par la deærmination de la concentration de COz libre

assimilee pendant les l0 minutes de mesure et exprimee en pg L-t mgt min-t:

(nco,). (to-'"' - ro-PH'). a+ . tou
(cor)^o^r =

avec M (mgp.s.), la quantite de mousse utilisee pour la mesure.

(24)

II-8 DnTERMINATION DES CONCENTRATIONS METALLIQUES DANS LES

MATTERES EN SUSPENSTON @nOTOCOLE IPL).

Les matières en suspension récoltês in situ sont sechées à 105 oC pendant 24 heures. La

teneur en matières organiques est determinee après calcination d'un aliquot prealablement pesé à

525 "C pelrdant 2 heures.

Environ I g de matières seches pesé avec precision est introduit dans un becher de 250

ml dans lequel sont ajoutés successivement 5 ml d'acide perchlorique (HCIO4, 70yù et 20 ml
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d'acide fluorhydrique (HF, 40 yù.Le mélange est bouché par un verre de montre puis laissé une

nuit à température ambiante. Le bécher est ensuite plaé sur un bain de sable (maxi 6-7) pendant

2 heures avant de retirer le verre de montre permettant ainsi une évaporation qui doit cependant

rester incomplète. Après avoir retiré le Hcher du bain de sable, 5 ml d'acide chlorhydrique (HCI,

30 yù puis 15 ml d'eau déminéralisee sont ajoutés au résidu humide. Le bécher est alors replaé

sur le bain de sable afin de dissoudre le résidu. Après avoir laissé refroidir, le minéralisat est filtré

sur filtre Whaûnan 2V 15 cm et completé à 100 ml permettant alors la determination des

concentrations métalliques.

II-9 rEcnNreuns
MrcoscoPrQIJE

ET

II-9.1 PREPARATION DES coUPES

Fixation

Les coupes sont preparees à partir d'échantillons de mousses constitués d'apex d'environ

2 cm de longueur. Selon la recherche désiree, I'echantillon est fixé au Camoy pendant 24 heures

(étude topqgraphique) ou au formol 10 % pendant 24 heures (révélaton histochimique du cuiwe).

Déshydratation

L'échantillon fixé au Canroy est ensuite déshydrare par deux bains successifs, dans

I'alcool à 95 yo puis dans I'alcool absolu. L'echantillon fixé au formol l0 % est dabord riné à

I'eau courante puis à I'eau distillee avant d'être deshydraæ dans les alcools de degré croissants
(10, 30 et 50 7o) pendant I hzure. La deshydratation se poursuit e,nsuite par trois étapes

constifuees chacune de trois bains successifs de 12 hzures. Ces trois éapes zuccessives sont

constituees de bains dans I'alcool à 70 yo. à 95 o/o et dans I'alcool absolu.

I mpré gna ti on e t inclus ion

L'échantillon préalablement fixé au Carnoy est imprégné par le xylè,ne, un solvant de la

paraffine, pour être ensuite inclus à chaud ( 50 "C pendant 24 heures) dans la paraffine. Pour

I'echantillon fixé au formol l0 7o, I'echantillon est d'abord rmprqgné dans un bain constitué d'un

mélange alcool absolue - xylène (v/v) pendant 12 hzures suivi de trois bains d'une heure dans le

xylène. L'inclusion se fait aussi en deux étapes, la première pendant 24 heures à 40 oC dans un

bain constitué d'un mélange xylene - paraffine (v/v), la seconde dans de la paratrne liquide

pendant 24 heures à 56 "C.

PREPARATIONS POUR LIOBSERVATION
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Les coupes sont effectuées au microtome avec une épaisseur d'environ 7 Fm.

II-9-2 OBSERVAToNS TopocRApHreUES

La coloration au bleu de méthylène et rouge de ruthénium permet de mettre e,n évidence

les composés pectiques. Le bleu de toluidine colore la chromatine et les chromosomes.

II-9-3 OasrRvATroNS HrsrocHnneues

La presence de cuivre est révélé par la méthode à I'acide rubéanique. Cet acide forme, en

fixant les sels de cuiwe, un composé insoluble noiÉtre. La lame est contrastée par une coloration

lqgère à I'eosine.
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ilI-l InrnonucrloN

En depit de leur tolérance à de larges conditions physiques et chimiques, le

développement des bryophytes aquatiques est restrefuÉ aux climats froids et tempérés (Glime et

Vitt, l9E4). Ces a1æurs expliquent ce phenomène par la predominance de la respiration sur

I'assimilation lors d'une élévæion de la temperature de I'eau. C'est ainsi que Empain (I977't

constate une diminuton de la croissance des mousses en relation avec I'augrnentation de ce

parametre.

Glime et Acton (1979\ considèrent que I'effet de la æmpérature sur la physiologie de

I'organisme peut avoir des cons{uences sur ses capacites à accumuler les métaux. Selon

Pickering et Puia (1969), I'accumulation du nnc par Fontinalis antipyretica est en partie

influenée par la température. Or, les bryophyæs aquatiques autochtones et transplantês sont

employees comme traceurs de la contamination métallique independamment de la saison et des

différences de climats. De plus, le rwours aux transferts est souvent nécessaire en I'absence

d'échantillons altochtones, absence dont une ternperaûrre élevee de I'eau peut être la raison. C'est

le cas notamment près des rejets d'eaux echauftees des cæntrales nucléaires qui peuvent causer la

disparition des bryophyæs, comme I'a constate Empain (1977) sur la Mzuse e,n aval de la centrale

de Chooz. La æchnique des transferts n'inclut pas d'étape d'acclimatation entre la collecte de

l'échantillon sur un siæ de reference et son transfert sur un siæ d'étude pouvant prese'nter des

caractéristiques physiques et chimiques diftrentes.

Dans le cadre du suivi de la contamination métalliçe des rejets des centrales EDF, il est

prévu de faire appel à la technique des transferts. Or, les eaux de rejet se caracterisent par une

æmperature suffrieure de plusizurs degrés à celle du milieu recepteur. Comme I'estimation de la

contribution des rejets à la contamination du milizu s'effectue en comparant les donnees fournies

par des bryophyæs transplantees en amod du tejeq dans le rejet et en aval de ce dernier, il est
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Bac témoin

Bac contaminé

Figure !l: Schéma de I'unite experimental à7 "C. A: pompe peristaltique pour I'apport d'eau de
distribution; B: cbarbon actif; C: système de refroidissement de I'eau; D: reservoirs de mélange;
E: pompe peristaltique poru I'apport dEDTA; F: pompe centrifuge dhomogenéisation du miliéu;
Q:_regulaæry de pFt H: électrode de pH; I: pompes péristaltiques contrôlées par le egulateur de
pH pour la distribution d'acide et de base; J: pompe peristaltique poru I'apport de cuiwe; K: trop-
plein' Pour les unitê expérimentales à l? û.29 "C,le s-vsæmJde refrôidissement de I'eau est
rernplace par des résistances thermostatees immergês dans chacun des bacs.
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nécessaire d'évaluer I'effet de la température de I'eau sur I'ampleur des cinetiques d'accumulation

des métaux par les mousses aquatiçes.

L'expérience est menée en laboratoire sur I'espèce Rhynchostegium riparioides,

prealablement collectee à Hatnze, et contaminée par le cuiwe, polluant majeur rejeté par les

centrales nucleaires. Une atûention particulière est portee à la physiolqgie de I'organisme en

mesurant son activite photosynthetique. Celle-ci, qui peut être mesurée sur les organismes vivants

sans les endommager et dont la mesure integre les effets de plusieurs groupes d'enzymes

(Flaseloff et Winkler, l9E0), est employee comme indicatzur de dommages irfracellulaires

(Empain, 1977; Sommer et Winkler, 1982; Axelsson, 198E). Une atûention particulière est

portee à la stabilité du pH des différents milieux d'exposition afin d'éviær I'influence de

ce paramèhe à la fois sur la biodisponibilite du cuiwe et sur I'assimilation du COz par les

mousses. En effe! une augmentation du pH entraîne la disparition progressive du COz au profirt

des bicaôonates qui ne peuvent alors être utilises par les mousses comrne source de carbone

(Glime st Vitt, l9E4).

TTI-2 PnOTOCOLE EXPERIMENTAL

III-2. I DISPOSIIF EXPERIMENTAL

Modifi cati on de s uni té s expé ri me ntale s

Iæ dispositif experime,ntal est ide,ntique dans son principe à celui decrit au chapitre II-3

mais a dû cæpeirdant être adapte pour obtenir un pH stable et homogè,lre e,lrtre les différe,lrtes

unites expérimentales. Iæs expériences sont menées dans trois unites expérimentales avec

différentes æmperatures'. 7, 17 et 29 "C. Ces trois æmpératures sont choisies en accord avec les

variations de temperature observables e,n différents points d'une centrale nucléaire et des

variations saisonnières. Chaque unite est constituee de dzux bacs (Figure 3-l). Le premier bac

(bac æmoin) est alimente e,n continu par de l'eau dechloree, à un débit de 0.3 I minr , à hquelle

est ajoutee e,n continu de I'EDTA pour d'obtenir une conc€ntration dans le milieu de 2 mg L-r.LÊ

milieu e,n excès se déverse e,nsuite par graviæ dans le second bac dans lequel est ajoute le cuiwe

pour obtenir une concentration dans l'eau de 80 prg L t.
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Régulation du pH

Le système de régulation du pH est installé sur le premier bac. Le pH initial de I'eau

déchloree égal à 7.8 est ajusté à 7.4 par I'ajout de HNO: (1.6 M) ou NaOH (1 M) dont la

distribution dans I'eau est assurée par une pompe péristaltique contrôlee par un régulateur de pH

(HEITO). En fixant des valeurs limites de pH, minimales et maxirnales, le régulateur déclenche

automatiquement I'ajout d'acide ou de base si le pH de l'eau, suivi en continu, franchit l'une ou

l'autre de ces limiæs.

Régulation de la température de l'eau

La température initiale de I'eau (13 "C) est abaissee à7 "C en transitant dans un systeme

de réfrigération. Pour obænir les températures de l7 et 29 oC, des résistances régulees par des

thermostats sont placees au fond de chacun des bacs concernes.

TTT-2-2 PRoTocoTE DGERIMENTAL

Conditions d'exposition des mous ses

Læs mousses aquatiques de I'espèce Mynchostegium riparioides sont collectees en awil

àHatizn sur l'Orne (æmpérature de I'eau = L2"C) puis lavees au laboratoire. Environ 80 g frais

sont placés dans chacun des six bacs sans é/æipe préalable d'acclimatation comme cela est

pratrqué lors de I'emploi de la méthode des transferts (Kelly et al, 1987; Mouvet 1985; Wehr et

al,1987).

L'expérience dure Z2jours avec une phase d'exposition à 80 pg Lr de cuiwe de 12 jours

suivie d'une phase de relargage de 10 jours.

Fréquence d'échantillonrutge et de mesure

Des échantillons de mousses sont prélevés apres 0, 1,2, 4, 6,9, 12, 15 et 22 iants. Le

pH et la température sont relevés quotidiennement tandis que des pompes péristaltiques

permettent, par prélèvement continu, d'obtenir des echantillons d'eau pour les analyses physico-

chimiques et la détermination des concentrations en Cu dans I'eau.
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Prëlèvement pour la mesure de l'activité photosynthétique

En début d'expérience, environ 40 touffes de mousse comportant entre 15 et 20 apex sont

introduites dans des sachets maillés installés dans les 6 bacs. Des échantillons sont prélevés pour

la mesure de la photosynthèse après 0, 3, 6, 9, 12, 15 et 22 jours. La mesure de l'activité

photosynthetique des mousses est détaillee dans le chapitre II-7.

Statistiques

La diftrence entre les ternffratures moyennes de chaque paire de bac (æmoin et

contaminé) est testee par le test f de Student. L'analyse de variance est utilisee pour comparer les

pH moyens mesures dans les diftrents bacs. [æs différences de concentrations en cuivre dans les

mousses et d'assimilation de COz à un temps donné sont comparees par un test f de Student.

III-3 Rnsulrlrs

Condi tions d'exposition des mousses

La ternpérature moyenne mesuree durant I'expérie,nce n'est pas 5ignificativement

différente e,lrfie le bac æmoin et le bac contaminé de chaque uniæ expérimentale (p > 0.05)

(tableau 3-l).

De la régulation du pH dans les trois bacs temoins resultent des pH moy€ns similaires (p

> 0.01) avec une frible rariæion dans le te,nrps (CV < I o/o). IÆs concentrations en Cu dans I'eau

des trois bacs æmoins ne sont pas significativem€,nt diftrentes (p > 0.01). Le deverseme,nt de

I'eau en exces du bac ærnoin dans le bac contaminé provoque systématiquonent une légère

augme,lrtation du pH. Cependant, cett€ augme,ntation est la même dans chaque unite

experimentale et de ce frit, les pH moyens d'expositim dans les e,nceintes contaminés ne sont pas

significativement diftrents (p > 0.01).

Dans ces 3 bacs, les mousses sont exposées à des concentrations e,n Cu dans I'eau

similaires d'un bac à I'autre (p > 0.01). Pour les auûes paramètres, la composition de I'eau est

homoge,lre eirtre les diftrents bacs et reste stable durant I'expérience (Tableau 3-2).
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Tableau 3-1: Valeurs des temfrratures, du pH et des
concentraûons en Cu dans I'eau (moyenne + ecart-type) dans les
bacs témoins et contâminés de chaque unité experimentale.

Unitéexperimentale Bac Temperanrre (oC)
n = 2 2

Cu (pg,L-r)
" n = l l ; o n = 6

pH
n - - 2 2

7"C

l7"c

29 "c

témoin

contaminé

témoin

contaminé

témoin

contaminé

6 .1+o .7

7.4 *0.6

l7.l  + 0.3

17.2+O.3

28.5 + 0.3

29.0 + 0.3

7.41  +0.04

7.51 + 0.05

7.38 + 0.03

7.50 + 0.04

7.35 + 0.04

7.54 + 0.05

12.2+3.5 '

80.5 + g.7b

l l .7 +2.6"

76.6 + 6.Ob

l l .9 + 3.8"

80.5 + 9.7b

tmoygnne obtenue à partir de I'analyse de I'ensemble des echantillons collectés durant I'expérience
t moyen re obtenue à partir 6s l'enalyse des échantillons cotlectes durant la phase d'exposition

uniquement

Cinétiques d'accumulation et de relargage du Cu par les mousses enfonction de la température

[æs concerÉrations en Cu dans les mousses exposees au métal diftrent légèrernent selon

la température de I'eau (p < 0.05) dans les echantillons collectés après l, 2 et 4 jours. Entre 6 et

12 jours d'exposition, les cinétiques d'accumulation du Cu sont similiaires dans les 3 bacs

indépendammerÉ de la æmperature. [æs valeurs ma:rimales après t2 jours d'exposition varient de

310 à 340 pgg-t (Flgure3-2'1. Les conceirtrations en Cu dans les mousses immergees dans les 3

bacs æmoins varient de 18 à 24 Vggr, valeurs proches des concentrations observees dans des

mousses non contaminees (Mouvet l9E6).

Au début de la phase de relargage, les te'neurs en Cu dans leau des bacs contaminés

descendeirt en 3 heures au niveau de la concentration en Cu de I'eau de distribution (10 + I pg L

r; n = 24). Le mstal accumulé par les mousses est rapidement relargué durant les trois premiers

jours pour ensuite tendre lentement vers un plateau d'equilibre. Après 10 jours de relargage, les

mousses ont perdu entre 48 et 55 % du métal pÉalablement accumulé (Figtrre 3-2). l,es

concentrations en métal dans les mousses immergées dans les bacs ærnoins varient de 17 à 25 Vg

g' durant la phase de relargage.
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Tableau 3-2: Caractéristiques physico-chimiques (moyenne +
écart-type) du milieu d'exposition (n : I l).

Paramètre Moyenne + écart-t)?e
(mgL-t)

Minimum - Maximum

HCOr

NOr

SOa

cl
Ca

Mg

Na

K

265 + l7

5 6 +  1 3

361 2

18+ 2

1 0 0 +  8

5.6  +  0 .1

6.0 + 0.2

1 .0  +  0 .1

232 - 305

35 -78

34-4r

t5  -22

84 - l l4

5 .6  -  6 . r

4.8 - 8.0

0.9 -  1.2

Evolution de l'activité photosynthétique des mousses

La consommation de COz mesurée le premier jour de I'expérience n'est pas

significativement diftrentes (p > 0.05) entre les lots de mousses exposees aux trois températures

(Frgure 3-3). Quelle que soit la température de I'eau, I'assimilation de COz par les mousses des

bacs ternoins est moins importante qu'au premier jour (p < 0.05). A la fin de I'expérience, les

valeurs d'assimilation de COz par les mousses zuivent I'ordre de température suivart: 29"C <

LT'C < 7"C. A 7 "C,l'aslivite photospthetique des mousses immergees dans le bac temoin

decroît lentement au cours du temps, de 15.9 le premier jour à 10.3 lrg COz L-r mg-t min-r après

22 jovs (Figure 3-3). A 17 oc,la consommation de COz reste stable pendant les 9 premiers jours

pour ensuite chuter à 5.8 pg CO2 L-r mg-r r6-t après 22 jours d'expérience. A 29 "C,

I'assimilation de COz decroît progressivement tout au long de I'exposition des mousses, de 14.9 le

prernier jour à 3.9 pg COz L-t mg-r .6-t apres 22 jours.

Pour les mousses exposees au Cu à 7 et 17 oC, la diminution de I'activité

photosynthetique dans le temps est similaire (p > 0.05) à celle observee sur les lots témoins

correspondants, excepte apres 22 jours pour les mousses exposees à 17 oC. (Frgure 34). Dans ce

dernier cas, I'assimilation de COz est plus importante pour I'echantillon qui a éûe prealablernent

exposé au métal (p < 0.05). Pour les mousses exposees au Cu à 29 "C,la diminution de la

consommation de COz est similaire à celle observee pour I'echantillon temoin durant les 6

premiers jours (p > 0.05xFigure 34). Entre le th" et le 22tu jour, la chute de I'activite

photosynthetique est plus importante pour les mousses immergees dans le bac contaminé que
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pour leur equivalent du bac témoin (p< 0.05). Une valeur negative de I'assimilation est même

constatée le dernier jour, indiquant que la respiration devient plus importante que I'assimilation.

De plus, on observe un changement de couleur, du vert au marron, traduisant une dénaturation

des pigments chlorophylliens uniquement sur les lots immergés à 29 oC après 15 jours

d'exposition pour les mousses du bac témoin et seulement après 9 jours pour les échantillons

contaminés par le cuivre.

III-4 DrscussroN

Sans prendre en compt€ I'effet du cuiwe, une nett€ diminution de la vitaliæ de la mousse

et une denaturation des pigments chlorophylliens est observee chez les echantillons immerges à 29
oC. Cette observation confirme le fait que I'espèce Rhynchostegium riparioides, à I'instar d'autres

especes de bryophytes, est incapable de viwe à des temperatures d'e,nviron 30 "C (Dilks et

Proctor, 1975; Glime et Vitt, 1984). La diminution de I'assimilation de COz observee pendantZ2

jours pour les mousses temoins immergees à7 et 17 "C indique que les conditions orpérimentales

de laboratoire ne satisfont pas conve,nablemeirt aux conditions naturelles dans lesquelles vivent les

mousses, notamme,nt pour les micronutriments et le spectre lumineux. Une diminution dans le

temps de la concentratioûr en chlorophylle a déjà éte remarquee précedernment dans une

expérience similaire (Mouvet, I 984a).

Ente 7 et 29 "C,la temperature de I'eau n'a pas d'effst sur les quantites de cuiwe

accumulees par les mousses durant la periode d'exposition. Cette abse,nce d'effet de la

température est e,n contradiction avec les résultats concernant I'accumulation du tffiRu par la

même espece qui est influencee par les changeme,nts de saison et la tenrpérature de I'eau simulés

en laboratoire (Vray et al, 1992). En constatant que cet élement est moins acÆumulé dans des

conditions hivemales (4 "C, 13.5 pE m-2 s-r avec une frequence jour/nuit de 8/16) que dans des

conditions estivales (12 "C, 20 1tE m-' s-t aveÆ une frequence jour/nuit de 1618), les auteurs

suggère,nt qu'il exisæ un mecanisme d'accumulation dépendant de la lumière et de la température

de I'eau qui favorise l'accumulation en condition estivale. Pickering et Puia (1969) rapport€nt une

augmentation de I'accumulation du zinc par Fontinalis antipyretica lorsque la tempérafure passe

de 2 à 22 "C. Ils suggère,nt qu'une partie de I'accumulation du zinc, correspondant à la penétration

intracellulaire de l'éléme,nt, depend de la température de I'eau.

Dans la ganrme de température testee dans la prése,nte etude, la mesure de I'activiæ

photospthetique monte clairement la difficulte des mousses à surviwe à la température la plus
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élevee avec cependant aucun effet sur l'accumulation du Cu. Ce résultat suggère qu'aucun

mécanisme actif lié à I'activité photosynthétique contribue de façon significative à I'accumulation

de ce métal. Trop de diftrences existent entre cefie étude et les travaux precédemment cités pour

permettre de comparer de façon fiable et de conclure à un effet de la température sur

I'accumulation intracellulaire des métaux par les mousses. Même s'il y a une contribution

intracellulaire à I'accumulation du cuivre, elle n'apparaît pas significative comparee au

mécanisme passif d'adsorption qui est le principal processus mis en jeu au niveau des sites

d'échanges négativernent charges (Richardson, 1981; Breuer et Melzer, 1990; Tyler, 1990).

Lhypothèse de I'existence d'un processus intracellulaire d'accumulation du cuivre ne pzut

cependant être écartee. De précédentes études sur la localisation intracellulaire des métaux chez

les bryophytes ont revélé leur présence dans la cellule (Mouvet, 1984; Jackson et al, 1991). La

comparaison de I'activité photosynthetiçe entre les mousses exposees au cuivre à 29 "C ët

I'echantillon temoin correspondant montre un effet inhibiteur du métal, suggérant qu'une partie du

Cu accumulé a pen*ré dans la cellule. Pour les mousses exposées au cuiwe à 29 "C, la

consommation de COz montre, qu'après 22 jours, devient négative alors qu'elle reste positive chez

le lot tânoin. Il est généralement reconnu qu'une quantité excessive de cuiwe interftre avec le

proc€ssus photosynthetiçe, la synthese d'enryme et le développement structurel de la plante

(Lanaras et al, 1993; Meharg, 1993; Ouzounidou et al, 1993). Des travaux sur culture d'algues

ont égalanent révélé la phytotoxicité plus importante du cuivre par rapport à d'autres métaux

(Poskuta, l99l; Starodub et al 1987). L'inhibition de la photosynthese chez Fontinalis

antipyretica est observee pour des concentrations en cuivre dans I'eau allant de 6350 (Sommer et

Winkler, l9S2) à 63.5 pg L-t (Mouvel 1984a). Iæ cuivre naffectant la consommation de COz

qu'à 29 "C, il est possible que la température élevee de I'eau a une influence zur la capaciæ de la

paroi cellulaire eVou de la membrane plasmique à maintenir le méal hors de la cellule,

augmentant ainsi I'accumulation intracellulaire de fuon sufEsante pour provoquer une diminution

de I'activité photosynthetiçe et la denaturation des pigments chlorophylliens.

I[-5 Coucr,usrou

La températre de I'eau, variant de 7 à29 "C, n'a^ffect€ pas les cinétiques d'accumulation

du cuiwe par Mynchostegium riparioides. Ce résultat est d'autant plus. important que les

mousses aquatiques sont utilisees comme indicateurs de polluton dans plusieurs pays, à plusieurs

saisons, et donc à des æmperatures diftrentes. Iæs résultats de ces études deviennent alors

compa^rables lorsque ce pa^ramètre est le principal facæur fluctuant. Ce résultat est aussi
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intéressant lorsqu'en absence de mousses autochtones, il est fait appel à la méthode des transferts

(Kelly et al, 1987). L'emploi des mousses transférees n'aurait pas aussi à souftir du manque

d'acclimatation des échantillons avant leur exposition à leur nouveau milieu. Dans le cadre de la

surveillance des rejets de centrale électronucléaire, où les températures de I'eau peuvent être très

diftrentes entre le rejet et le milieu récepteur, ce paramètre ne devrait pas interférer avec les

résultats.
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Chapitre fV:, : : : : , ' : : : : : , : : : : : r '

fnfluence des eonditions hydrodynamiques du milieu $ur
I',acc,qmulâtiôn...ilê9,',mé,tn:ux.1.par..'.ffi ie,hbS iuim ripafioide$.

ry-I INTRoDUcTIoN

Les mousses aquatiques et particulièrenrent I'espèce Rhynchostegium riparioides sont la

plupaa du temps associées à des Égimes d'ecoulemerû rapides, là où le flux de nutriments est

consequent @roctor, 1990). Ainsi, lors de l'évaluation de la contamination métallique d'un cours

d'eau à I'aide de mousses autochtones, c,e sont majoriairement des frcies lotiques qui sont

prospectes, bien que la presence de mousses dans des facies lentiques soit reconnue. La situation

est diftrente loçque I'on fait appel à la æchnique des transferts. Mise au point afin de pallier

I'abse,lrce d'espèæs autochtones sur des stations jugées inûeressantes à prospecter, la méthode,

malgre ses nombreux avantages, peut neanmoins souftir de quelques inconvé,nients dont la cause

pourrait être le passage d'un milieu dbrigine, avec ses carac'teristiques physiques et chimiques

propres, à un milieu qui peut prcsent€r une composition de I'eau tres différerÉe. Si des conditions

physicochimiques contrastées du milieu ne senrblent pas affecær I'espèce Rhynchostegium

riparioides (IGlly et Whiuott, 1987), la repartition geographique de cete dernière est influencee

par des facteurs physiques tels que la nature du subsfat et le égime d'ecoulement @mpain,
1977; Sureq 1991). L'avantage de la méthode dÉs transferts est de pouvoir choisir les stations

d'étude sans avoir oornme contrainte la presence de mousses autochtmes. Or, si le rEgime

d'écoulement est un frcæur preponderam dans la repartition des bryophyæs, le transfert d'un

echantillon d'un site de référence v€rs un siæ d'étrde peut avoir des consequences sur la

physiologie de I'organisme et, potentiellemed sur ses capaciæs à accumuler les méaux si les

conditions hydrodpamiques sont differeirtes du siæ de prélèverrent.

Le regime d'ecoulenrent des statios prospectées est parfois mentionné dans la liUéranre

sur le monitoring des métaux par les bryophytes aquatiques sans pour autant âire fobjet d'une

atteirtion particulière (Say er al., lgEl;\Me.hr et Whitton, l9E3a et b). Par contre, ce paramètre a

éte etudié dans le cadre d'études sur la repartition de la vegétation aquatiçe en fonc{ion de la

vitesse ôr courant (Mads€n et Warnckg 1983; Cbambers et al., l99l') ou sur I'actim du courant

à la surfrce et dans les touffes de mousses enparallèle avec leur morpholqgie (Devantery, 1987).
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Dans le cadre des études menees en collaboration avec EDF, où la méthode des transferts

est systematiquement utilisee et où les conditions hydrodynamiques des stations peuvent être très

contrastées, il est apparu nécessaire d'évaluer I'influence de ce parametre. Cela est d'autant plus

nécessaire qu'un premier essai en laboratoire a permis de mettre en évidence I'effet du temps de

renouvellement du milieu sur les caracteristiques des cinetiques d'accumulation du cuiwe.

Cependanl la volonte d'obtenir en laboratoire des régimes d'ecoulement similaires à ceux que

I'on peut observer in situ s'est âite au détriment des conditions d'exposition et du respect du

rapport volume de milieu sur volume de biornasse. Ces premiers resultats n'ont pas permis une

exploitation fine, aussi, une seconde experience dont le principal objectif n'est plus de

s'approcher au plus près des conditions de t€rrain rnais de respecter les mêrres conditions

expérimentales entre les diftrentes unites expérimentales a pu être realisee. Le paramèhe teste

n'est pas directerrent Ia vitesse du courant mais le ûemps de renouvellement ùr milieu. On peut en

effet associer I'augmentation de la viæsse du courant à une augmentation du flux de polluenq

augmentation qui peut êtrre simulee e,!r laboraroire par une diminution ùr terrps de

renouvellemexrl" parametre plus Ècilement reproductible au laboratoire.

Cete experience de laboratoire a éte ensuite confrontee à une énrde menee in situ.

L'éfrfia a porte sur la contamination métallique, Cu et Cr essentiellem€NrL d'un cours d'eau du

massif vosgien, I'Andlau, qui se jefe dans I'Ill €n arnont de Strasbourg. L'expérience a consiste à

transplanter des mousses sur une station d'éhrde mais en diftrentes sous-stations du lit mineur

choisies en fonction de la viæsse du courant, et d'y suivre les cinetiques d'accumulation des

métaux.

lV-z Eruprc EN LABoRAToTRE

IV -2-T PROrocoIr HGERIMENTAL

Di s pos i tif expe ri mental

Le principe du dispositif exÉrimental de laboratoire est idemique à celui decrit au

chapitre II-3 à I'exception de la distribution du polluant et de IEDTA. Afin de garantir une

meilleure homogenéite des conditions d'exposition, notammed des concedrations d'exposition en

métal et en complexant les mélanges de I'eau dechloree, du métal et de IEDTA se font.lans un

bac tampon intermediaire, place entre les pompes de prise d'eau et les bacs experimentaux. Le

brassage est assuré par une pompe centrifuge d'un debit de l l I min-I. Læ mélange est ensuite

repris par des pompes peristaltiques et alimente en continu 3 bacs experimentaux à 3 debits
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différents. Un quatrième bac est alimenté directement par de l'eau déchlorée avec ajout d'EDTA
(2mgLa) mais sans apport de métal (bac témoin).

C onditi ons d' expo s i ti on de s mous s e s

Le bac tampon permet le mélange de I'eau dechloree, des solutions métalliques de Cr, Cu,
Zn et du complexant dont les débits d'amenee respectifs permettent par dilution d'obtenir des
concentrations d'exposition en chrome de 20 pg L-t, * cuiwe de 40 pg L't, * zinc de l00pg L-l
et €tt EDTA de 2 mg L-1. A partir du bac tamporq trois bacs expérimentaux sont alimentes à trois
débits diftrents : 2, 0.5 et 0. I L min-l conespondant à des temps de renouvellement de I'eau dans
les bacs de 8.5 (bac A), 34 (bac B) et 170 minutes Oac C). Un bac temoin Oac T) est alimente
directement par de I'eau dechloree avec ajout d'EDTA pour obtenir une conceirtmtion de 2 mg L-l

avec untemps de re,lrouvellement du milieu de 34 minutes.

La phass d'exposition des mousses aux métaux dure 9 jours. Elle est suivie d'une phase

de relargage de l0 jours debutant apres I'arrêt de I apport de solution métallique dans le milieu.

Afin de suiwe I'influence du temps de renouvellement sur les cinetiques de relargage,

deux echadillons du bac d d'environ 20 g frais chacun, prélwes au début de la phase de
relargage sont places dans des panien en plastique avant d'être immerges rlens les bacs B et C
dont les condirtions de renouvelle,nreirt sotr différentes. De la même manière, d€s echantillons du
bac B sont transferés dans les bacs A et C, et du bac C dans les bacs A et B. Ces différents
echantillons ont éûe codés comme suit:
- en majuscule (A, B, C) le bac où l'échantillon a éûe intoxique;
- en minuscule (4 b, c) le bac où I'ecbantillon relargue.

Fréquence d'échantillonnage et de mesure

Le pH et la ternperature sont mesures journalièremeirt dans les 3 bacs experimentaux.

Les prélèvements e,n continu à I'aide de pompes peristaltiques perm€û€nt le dosage des anions et

cations majeurs tous les deux jours. Une fraction de ces prélwemeds est utilisee pour le dosage

dtr chrome, du cuiwe et ùl zinc. Les mousses sont prélwées toutes les 24 heures durant Ia phase

d'exposition et après 1,2,3,4,5,6,8 et l0 jours p€ndant la phase de relargage

Statistiques

Lhomogéneit€ des conditions d'exposition dans les 4 milieux experimentaux est testee par

une analyse de variance completée par une comparaison multiple basee sur la méthode H.S.D. de
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Tukey au seuil 0.05. Le même test est employé pour la mise en évidence des diftrences de métal
accumulé par les mousses après 9 jours selon le temps de renouvellement et pour la mise en
évidence de l'effet de ce même parametre sur les concentrations en métaux après l0 jours de
relargage. La mise en évidence du relargage des métaux par les mousses est effectuee par la
comparaison des concentrations en début et fin de la phase de relargage (test t de Student).

T\T.2-2 RESI]LTATS

Condi tions d'exposition des mous ses

Les caracteristiques physico-chimiques des 4 milieux d'exposition sont résumees dnns le
tableau 4-1. Les concentrations e,n anions et cations apparaissent tandis que I'on
distingue une différence significative entre les 4 bacs pour ce qui concerne la temfrature, plus
faibles dans les bacs T et A et le pll, significativement plus élwé dens le bac C.

Tebleau 4-1 : Caractéristiques physico-chimiques du milieu d,expositon.
Touæs les valeurs sont en -g L-' sauf la température ("c) et le pH (n = 12)

Paramètres Bac Signification

Témoin cBA

pH 7.86 + 0.01 7.75 + 0.05

Température 13.3 + 0.8 l3.I + 0.E

HCO3 209 +24 187 + 16

NOs 9.6 + 1.0 10.5 + l.l

SO4 89.6+2.5  n .O+3.2

c l  5 1 . 6 + 2 . 1  5 1 . 8 +  1 . 7

9 3 + 6 8 9 + 5

Mg 9 .2+0.9  8 .5  +  1 .0

Na 5.8 + 0.2 5.8 + 0.4

K  2 . 2 + O . t  2 . 4 + 0 . 2

Ca

7.83 + 0.06

13.7 +O.7

192+ 5

10.4 + 0.8

91.7 +3.6

53.0 + 3.0

9 5 + 9

9.5 + 0.6

6.0 + 0.3

2 . 1 + 0 . 2

8.07 + 0.05

15. l  + 0.2

192+ 5

10.3  +  1 .1

89.9 + 3.4

52.3 +2.0

9 0 + 5

9.5 + 1.0

6 .1  +  0 .5

2 . 2 + 0 . 2

**

t *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

ILS.

n.s.

n.s.

n.s.

Les concentrations moyennes en Cr et Cu durant la phase d'exposition ne sont pas
diftrelrtes entre les bacs A et B, mais sont plus forûes en Cu et plus fribles en Cr dans le bac C.
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Après 9 jours d'exposition aux métaux, I'apport des solutions métalliques est stoppé. Les

conceirtrations moyennes d'exposition durant la phase de relargage sont de 1.7 + 1.3,3.8 + 1.6 et

45 + 3 pg Ul respectivement pour Cr, Cu et Zn.

Tableau 4-2: Concentrations d'exposition (moyenne + ecart-type; pg L-') en
Cr, Cu et Zn duant la phase d'expositon (n = 9).

Paramètres Bac Si8nifiçsûq1

Témoin BA C

cf
Cu"

Zn"

0.4 + 0.1 24.5 +1.3

8.5 + 3.5 36.8 + 1.3

5 l+6  l l 8+11

22.8 + 0.8

37.0 + l . l

ll4+6

15.7 +0.7

40.2 + 1.9

107+5
": I-a comparaison des concentratons d'expositon ne ooncerne pas le bac æmoin;
**' p ( 0.01; n.s. différence non significative

Cinétiques d'acarmulation de Cr, Cu et Zn

Le suivi des concerÉrations en chrome dans les mousses exposees pendart 9 jours au

metal permet de distinguer trois cinétiques d'accumulation selon que les mousses ont eté

immergées dans les bacs d B ou C (Frgure 4-l). AprÈs 9 jours d'exposition, les mousses

aquatiques ont significativerne,nt plus accumulé le chrome rlans le bac A que dans Ie bac B et que

dans le bac C (p < 0.01), révélant ainsi que plus le temps de re,lrouvellem€ilrt du milieu est court,

plus les mousses accumulelrt. L€s ecârts de concentration soil importants puisque I'on observe

un facteur 2 efrre les lots issus des bacs B et C €t un frcteur 3.5 entre les lots prove,lrant des bacs

A et C. Durant cclte mêrne période de 9 jours, les conceirtations e,n chrome dans les mousses

immergées dans le bac temoin \Eri€nt de 3 + 0 à 6 + I pg gt.

A I'instar de ce que I'on observe pour le chrorne, I'exposition des mousses * çuivre drns

les 3 bacs experimentau,r se traduit egalenrent par trois cindiques d'accumulation diftrentes

(Flgure 4-2). Apres 9 jours d'exposition, la comparaison multiple des concemrations en cuiwe

observées dans les mousses issues dÊs 3 bacs m@tr€Nrt que I'organisme a d'autant plus accumulé

que le temps de renouvelleme,nt est court (p < 0.05). Duram les 9 premiers joun de I'orpérience,

les concentrations en cuirrre d€s échantillons collectes dans le bac ténroin vari€Nrt de 9 + 0 à 25 +

2 rrggt.

Le cas du zinc est moins svid€d (Figure 4-3). Les mousses collectées in situ sod dejà

c@taminées avec un niveau e,n zinc & Ml + 25 pg g t. C. niveau élwé pour des echantillons de

**

r f*

n.s.
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réference a pour première conséquence un relargage du métal observé pour les mousses du bac

æmoin dont les concentrations chutent apres 9 jours à 278 + 45 pg g-t. Pa. contre, cela

n'empêche pas d'observer un léger effet du temps de renouvellement du milieu sur les cinetiçes

d'accumulation du zinc dans les mousses dont les concentrations après 9 jours varient

significativernent (p < 0 05) de 385 + 35 (bac C) à 600 + 66 pg g'l Oac A). Cependant, la

comparaison multiple montre que les concentrations en Zn dans les mousses du bac A ne sont pas

significativement différentes des teneurs observées dans le lot issu du bac B (p > 0.05), teneurs

elles-mêmes similiaires aux conceirtrations observées dans I'echantillon du bac C b > 0.05). Iæ

frible taux d'accumulation observé pour le zinc, comparé au cbrome et au cuiwe, est dû à la fois

au frit que les mousses étaie,nt au prealable dejà contarrinees et que les concentrations

d'exposition dans les trois bacs contamines par le 7-n re sont que deux fois supérieures à la

concæntration du bac temoin.

Cinétiques de relargage de Cr, Cu et Zn

Trois paramètres sont choisis pour decrire les cinétiques de relargage des 3 métaux. Iæ

tableau 4-3 ésume les concentrations eir métal dans les mousses eir début (Cr) et en fin de

relargage (C2). Afin de pouvoir estimer la viæsse à laquelle les métaux sont relargues, le nombre

de joun (Jsæo ) necessaire au relargage de la moitié de la quaniæ désorbê en l0 jours (Ct - Cz)

est relevé. Iæs resultats complets des cinetiques de relargage sont donnes ell almexe (Anno<e B).

Les concæ,ntratiom €xr chrome au debut (Cù et à la fin de la pbase de relargage (C) ne

sout pas significativement différentes dans 6 cas sur 9 (Iableau 4-3) revélant ainsi que le chrome

n'est pas relargué par les mousses. Dans les 3 autres cas où l'on observe un relargage signifiçatif,

les quamites desorbées par les mousses n'excèdent jamais 25 %&laquantite accumulee.

Le relargage du cuivre par les mousses est, contrairemem au chromÊ, toujours significatif

quelles que soient les conditims de terrps de rreirouvellement. Iæ relargge ùr metal est d'abord

rapide (50 % du metal desorbe au bout de l0 jours I'est apres seulemed 2 ou 3 jours), pour

ensuiæ t€ndr€ vers une valeur d'equilibre.

Le cas du zinc est comme pour I'accumulation moins évid€nt puisque I'on observe un

relargage du métal dans seulemeirt 7 cas sur 9. Cependaq les quatrites & 7Â relarguées par les

moruises sont relativement modestes et n'excèdeirt pas 38 % & la quantite maximale

prealablemem accumulee. Iæ cas du Zn reste particulier dans le se,ns ori les concetrations dans

I'eau durant la ptrase de relargage ne sont que deux fois inferieures à la concentration

d'eposition et, avec une teNreur moy€me de 45 + 3 pg L t (teneur dans l'eau de distribution), ne

sont pas le refle d'un milieu non contaminé.
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Tableau 4-3: Différences entre les concentratons en métaux (Cr, Cu, Zn)
dans les mousses en début (C t; pg g-t; et en fin de relargage (C2 ;pg g t).

Nombre de jour (J; jouQ au bout desquels 5O o/o de la fraction désorbee [C1 -

C2 | est relarguée.

CccbCaBcBbBaAcAbAaBac

Métal Chrome

C1

C2

Signif.

Jsom

5470

4003
r f*

> 1 0

3t7r

2E55

n.s.

>10

3t7l

2405

*rt

> 1 0

3l7 l

2723

n.s.

>10

1580

t397

n.s.

> 1 0

5470 5470

5430 4785

n.s. n.s.

> 1 0  > 1 0

1580 1580

t374 1246

n.s. :l*

> 1 0  > 1 0

Métal

C1

C2

Signif.

Jsom

Cuiwe

947

474

**

2

947

534

**

2 3 -4

564

305
rt*

3

564

272
*rt

3

564

266

**

2

356

204
rt:t

2

356

l9 l

**

J

3s6

t82
**

947

464
rlrÊ

Métal

C1

C2

Signif.

Jsom

Zinc

600

442

**

2

600

422

**

t - 2

46

335

**

0 - l

466

387

n.s.

2

ffi

270

{.*

0 - 1

385

276

**

600

371

**

385 385

361 295

n.s. *+

0 - l  0 - lt - 2 0 - l

**' p ( 0.01; * : p< 0.05; n.s. = non significatif

Le transfert à la fin de la pbase d'otposition d'une partie des mousses d'un bac à I'autre

permet de meûFe en évideirce l'effet évenûrel du terrps de renouvelleme,lrt sur les cinétiques de

relargage (Tableau 4-4). Dans le cas du chrome, quel que soit le teimps de renouvellemed du bac

dens lequel les échantillons sont irnnerges, m n'observe aucun effet sur les quantites relarguees.

Le temps de renouvellement du milieu a par contre un effet sur le relargge du cuivre mais

seulernent sur I'echantillon qui a éte prealablement contaminé drns le bac B puis hansfeÉ dans

les bacs À B et C durant la phase de relargage. Le même phenomene est observé dans le cas du

zinc pour tous les echantillons. Pour les cas où I'on observe un effet du temps de renouvellernent

du milieu sur le relargage des rnetaux, on rernarqu€ que ce sont toujours les echantillons

immerges dans le bac dont le tenrps de reirouvell€rn€nt est le plus court Oac A) qur relarguent le

moins.
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Tableau 4-4: Classement des echantllons (pour les codes, voir texte)
selon les concentratons métalliques observees après l0 jours de
relargage (est de comparaison multiple de Tukey, p = 0.05).

Métal Bac d'exposition Classement

Chrome Aa: Ab = Ac

Ba = Bb: Bc

C a = C b = C c

Aa = Ab: Ac

Ba > Bb: Bc

C a = C b = C c

A a à A b > A c

B a > B b > B c

C a > C b = C c

Cuiwe

Znc

IV.3 ETUpB IN SITa

ry.3- I PROTocoI.E EXPERIMENIAL

Site d'ëtude

Le choix du siæ d'etude s'est poræ sur I'Andlau e,n Alsace qui prend sa source dans les

Vosges, e,!r arnont du village Iæ Holwald (station l), et se jette da"s I'Ill au sud de Strasbourg
(Figure aa). Dapres les releves du Reseau National de Bassin, le cours d'eau est soumis à une
pollution métallique (Cu, Cr) due à la presence de nombreuses petites industries implantées sur la

commune de Andlau (tannerie, industrie mecanique et électronique). Le siæ preselræ Egalemrent 5

km à l'aval du village de Andlau un radier oftant ain^si un gradient de vitesse suffisamme,nt

contmsté (stations 2,3 et 4).

Di s po si tif expe ri me ntal

Un echantillon de I'espece Rhynchostegium riparioides est pÉleve rlans I'Ome àllafrtze,

puis, après avoir subi le protocole prec€demmed decrit (chapitre tr-5), est réparti drns quafig

paniers en plastique maitlé (30 g frais environ par panier). Un lot est ensuiæ placé à la station I

en amont du demier village de la vallee Gæ Hohald). Iæs tnois autres sont repafiis sur les

stirtions 2,3 et 4. læs paniers sont fixes à des piquets plantes r|lns le lit du cours d'eau. Les

stations aval sont choisies en fonction de la viæsse du couratr. La station 2 conespond à un

A

B

c
A

B

c
A

B

c
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r€ime d'écoulement lent, la station 3, à un regime intermédiaire et la station 4, à un regime

rapide. Trois préleveurs d'eau automatique (type ISCO) sont égaleme'nt installés à proximite des

stations 2, 3 et 4. Les crepines de prélèvement sont fixees sur les ptquets où sont attachés les

paniers en plastique.

Fréquence d'échantillonnage et de mesure

Les préleveurs d'eau automatiques, installés aux stations 2,3 et 4, permettent d'obtenir

un echantillon d'eau moyen par 24 heures avoc une frequence de pompage de 6 heures. Une

fraction de I'échantillon de mousse collecté à llatrize, environ 2 g sæ, est conservee au

laboratoire afin d€ pouvoir déterminer les concentrations en métiaux avant I'exposition. Les

mousses sont echantillonnées sur les quatre stations après 5, 8, 13, 16 et 20 jours, moments où

sont mesures le pFL la temperature, I'orygène dissous, la conductivite et la vitosse du couraff. Un
prélèvement ponctuel d'eau aux stations I et 3 est eg"lement effectué au momelrt des mesures

pour la determhation des concelrtrations en Cq Mg, N4 K NOr, SOa, POa, Cl et HCq.

Le premier jour (our 0) et le demier jour (iour 20) de I'exposition, des echantillons de

mousses antochtones de I'espèc€ Rhynchostegium riparioides sont collectes là où elles sont
présentes naturellemen! c'est-àdire aux stations I,2 et 4.

Statistiques

L'homqgenéité des conditions d'exposition dans les 3 sations aval est testee par analyse

de variance tandis que les différences entre les conceirtrations en metaux dans les mousses

transplantées aux stations 2,3 et 4 sont t€stéos paf, une analyse de rariance accompagnee d'une

comparaison multiple basee sur la méthode H.S.D. de Tukey (p = 0.05). læs differoces entre les

concentrations métalliques dans les mousses autochtones et transplantées sont mises eir évidence

par le test f de Stud€nt.

T\1.34 RESULTATS

C ondi ti ons d'exposi ti on

La vitesse du courant n'a éte mesuree qu'aux stations 3 et 4, ce paramètre pouvant être

considéré comme négligeable à la stæion 2 et impossible à mesurer à la station I où le regime

turbulent des eaux empêche une mesure fiable. On peut neanmoins donner une estirnation de la

viæsse du courant comprise eirtre 0.5 et I m s-t. Excepæ la viæsse du couran! significativement
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différente entre les stations où elle a pu être mesurée (p < 0.01), les conditions physico-chimiques

d'exposition des mousses sont similaires aux stations 2,3 et 4 (Tableau 4-5).

Tableau 4-5: Caractéristiques physico-chimiques (moyenne + ecart-type; n
:6) des stations étudiees.

Paramètres Unités Stations

pH

Temperature

Conùctivité

Qal*

Courant

oc

pS cnr

mgLr

m s I

7 .7  +0 .4

13.8  +  2 .1

63+4

12.0 +2.2

7.8 + 0.1

18.5  +  2 .1

1 5 3  + 9

10.2 + 1.5

< 0.05

7.8 + 0.1

I8.5 +2.2

152 +9

10.2 * 1.2

0.4 + 0.1

7.8  +  0 .1

18.4 +2.2

152 +9

10.4 + 1.3

0.8 + 0.2

Iæ passage du cours d'eau d'un substrat granitique à la plaine d'Alsace entaîne un

doublernent de la conductivite et par voie de consQuence, une augmedation des anions et cations

majeurs Oableau 4-6).

Tableau 4{: Concentrations (moyenne + ecan-qrpe ; n = 5) en anions et
cations (mg L t) à famont (station l) et à I'arral du village de Andlau
(stations 2,3 et 4).

Paramètres Station amont Station aval

Moyenne écart-tJTe Moyenne écart-type

HCO3

NO3

S04

cl
Ca

Mg

Na

K

27.0

4.8

3.6

2.0

7.4

1.3

3 .1

2.7

7.0

0.7

0.1

0.1

0.2

0.1

0.1

0.1

72.0

6.5

t2.9

5.2

19.5

3.4

6.7

6.2

11.0

0.4

0.3

0.2

r.2
0 .1

0.E

0.7

La figure 4-5 illustre l'évolution du debit du cours d'eau mesuré à Andlatl 5 km en

amont &s stations 2,3 û.4. Fluchrant de 0.6 à l.l m3 sl durant les 8 premien jours de
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Figure 4-5: Evolution du débit de I'Andlau au limnigraphe de Andlau entre le 22 jun et le 12
juillet 1994 (Source: SEMA DIREN Alsace).

t .2

I

I  0 .8
'ut

E

E o.e
E
o

L) 0.4

0.2

0
8101214161820

Temps (iours)
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l'expérience, le débit de I'Andlau diminue progressivement jusqu'au l2h" jour pour se stabiliser

autour de 0.3 -' .-t. Cette diminution du débit se ressent sur la vitesse du courant à la station 4,

qui, contrairement au courant mesuré à la station 3, n'est pas stable durant la période

d'immersion des mousses (Figure 4-6).

Les concentrations moyennes en Cr, Cu et 7Â total obtenues par des prélèvements

ponctuels au niveau de la station I sont respectivement inférieures à 0.1,5 et l0 Fg L't.La

determination des concæntrations métalliques dens les echantillons d'eau prélevés aux stations 2

et 4('). montre,lrt clairement la contamination du cours d'eau (Tableau 4-7).l-a distinction des

formes dissoutes et particulaires montr€Nrt que oe sont esse,lrtiellenrent ces dernières qui

contribuent à la contamination de I'eau. Le coefficient de partage entre les formes particulaires et

dissoutes est de 6, 4 st,2 pour Cr, Cu et Zn à la station 2, et de 3, 0.E et | .4 à la station 4. La

différence entre les coefficients de partage e,ntre les deux stations n'a pas de consequence sur les

te,neurs en métal dissous. On constate m effet que, pour les 3 métaux considérés, les

concentrations moyennes d'exposition en metal dissous ne sod pas significativement diftrentes

eirtre les stations 2 et 4 G, < 0.01). Par c.ontre les écarts importants observes elrtre les minima et

maxima suggèreirt que I'on se trouve dans le cas d'une pollution hærmitæne.

Tableu 4-7: Concentrations moyentres + écart-type (pg L-t; n = 20) en
métaux totaux et dissous aux stations 2 et4 Minimumh,Iæimum).

Paramètres Station 2 Station 4

Cr,r"t

Cr ai*ro

Cu,orrr

Cual*

Zt-a

Zn ai**

4 .2+2 .4

0.6+0.2

128 + 87

25+ 13

37 +29

13+5

(r.7 / e.2)

(0.3 / 0.e)

Q2 / 3en
(4 / 6r)

(r7 / r40)
(6 / 22)

I .6+ I .2

0.4 + 0.3

M+45

25È18

24+23

l0+4

(0.8 / 4.7)

(0.r / r.0)

(e / 218)

(4 / 8e)

(8 / t0,

(4 / 2t',)

Les figures 4-7, 4-9 et 4-l I retra€€nt l'évolution des tenzurs e,n Cr, Cu et Zn sous leurs

formes totales et dissoutes aux stations 2 et 4 durant les 20 jours d'expérience. On distingue sur

chacune d'elles 2 phases successives lorsque I'on considère les concentrations eir métal total. lÆs

I premiers jours sont en effet marqués par une codarnination irnermitænæ avec notamment 2

pics i'lc i:olhûion après 2 et 4 joun. Les concentrations en métal total redeviEment €nsuite plus

tAucgn résultat relatif aru< concenmtions dans I'eau au niveau de la station 3 ne peuvent être fournis
suite à un acte de vandalisme sur I'appareit de préle;vement.
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Figure 4'7: Evolution des conceotrations en chrome dans I'eau arls stations Z d. 4 ùrrant la
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stables. Il est à noter que ces pics de pollution ne se ressentent quasiment pils sur l'évolution des

teneurs en métal dissous.

Concentrations en Cr, Cu et Zn dans les mousses tratnsplantées selon le rëgime d'écoulement

des eaux

La consequence de I'exposition des mousses aux stations 2,3 et 4 est l'accumulation des

métaux par les organismes dans des proportions qui sont cependant variables selon la station

considéree.

Dans le cas du chrome, on observe, dès le 5h" jour, des conceirtrations accumulees par

les mousses significativement diftreirtes selon la station dont elles sont issues (p < 0.05). Alors

qu'elles n'ont pas accumulé à la station 2, les mousses concentrent le Cr jusqu'àz7 et' 50 pg gt

respectivem€nt aux stations 3 et 4 (Figure 4-E). Si les concentrations eir Cr dans les echantillons

collectes à la station 2 n'évoluent pratiquunent pas durant I'ensernble de I'expérience, celles

observees dans les echantillons issus des stations 3 et 4 sont zujettes à d'importanæs variations

qui ne vont pas dans le sens d'une accumulation prqgressive au oours du temps. Apres avoir

observé une accumulation du métal les premiers jours, les mousses e,n relarguent une partie pour

ensuite accumuler à nouveau à partir du 13tu jour. On peut alors rernarquer que l'évolution des

conce,lrtrations en Cr dans les mousses suit celle des concentrations €xr metal total dans I'eau

(Frgure 4-7'1. Par contre, elles ne seinblent pas être le reflet de la contamination en chrome

dissous. De plus, apies 20 jours d'expositiorq les concentrations €n Cr dans les mousses sont

d'autant plus importantes que la vitesse du couran des stations dans lesquelles elles sont

immergées est élevee (p < 0.05) alors que la concerftration d'exposition e,n Cr dissous est

similaire aux stations 2 et 4. [æs concentrations en Cr dans les mousses transferées à la sation I

varient de 1.9 àt4.61tggt.

Les conce,ntratiolui €,!l cuiwe des echantillons de la station I varient de 15 à 26 Vg g't

durant les 20 jours d'experience. Aux 3 stations aval le cuivre est accumulé par les mousses

jusqu'à une valeur maximale de l3l3 pg gt.Contraireme,rt à ce qui a eté observé pour le

chrome, les mousses accumulent le cuiwe à touæs les stations (Frgure 4-10). C€p€Nrdant, si I'on

n'observe pas ou peu de différence e,lrte les quantites accumulees par les lots des stations 3 et 4

(courant moyen et rapide), les conce,ntrations €n Cu du lot inrnrerge à la station 2 sont toujours

inférieures aux deux autres (p < 0.05) d'au moins 25 % (mærimum 78 yù.Apres 20 jours

d'exposition, les concentrations exr Cu dans les mousses de la station 2 sont €ncore de 3l o/o

inférieures aux concentrations exr Cu dans les mousses des deux autres stations. Selon la station

dont sont issus les ecbantillons, les mousses n'accumuleirt pas les m&nes quantttes de cuivre alors

que la concentration moyenne d'exposition en Cu dissous dans I'eau n'est pas differente e,lrtre les
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stations 2 et 4. Les quantites accumulées ne sont pas non plus le reflet de la teneur en Cu total,

cette dernière étant 3 fois plus élevee à la station 2 qu'à la station 4.

Le cours d'eau étudié n'est pas fortement contaminé par le Zn. Cela se traduit alors par

une faible accumulation du métal par les mousses transplantees aux stations 2, 3 et 4. D'une

valeur de 159 pg gl en début d'experience, les concentrations en Zn dans les mousses ne varient

que d'un facteur 1.6, de 157 + l0 ù248 + 13 pg gt (Frgure 4-I2). tæ faible taux d'accumulation

du Zn ne permet pas d'identifier un effet éveirtuel de la vitesse du courant. On remarque

cependant que, contrairement à ce qui a eté observé pour les autres métaux" la concentration en

Zn la plus élwee aprà 20 jours est analysee rlans I'echantillon collecte à la station 3. Les

concentration s enZndans les mousses transplantês à la station I varient de 138 à 159 pg g-t.

Concentrations en métaux dans les mousses autochtones en fonction du régime d'écoulement

des eaux

Les stations l,2 et 4 offient I'avantage de presenter des populations de Rhynchostegium

riparioides autochtones permettant ainsi d'évaluer, colnme par la méthode des transferts, I'effet

du courant sur les quantiæs de metal accumulees par les organismes. Les echantillons collecæs le

premier jour de lexperie,nce (our 0) preseirtent des concentrations en Cr et Cu significativement

plus élevees à la station 4 tandis que I'on observe I'inverse dans le cas du zinc (p < 0.01) (Figure

4-13). Après 20 joun d'expérience, les conceirtmtions en Cr dans les echantillons autochtones

collecûes (our 20) ont considérablement diminué, notanrme,nt à la station 4, suggérant de ce fait le

p:Nsage d'un pic de pollution par le Cr avant le debut de I'experience. Contrairernent à ce qui a éæ

observé au jour 0, les concentrations €n Cr et Cu après 20 jours ne sont plus significativement

différentes (p > 0.05) entre les echantillons collectes aux stations 2 et 4. Pour le zinc, on observe

toujours après 20 jours une conceirtration eir metal plus élevee dans l'échantillon collecte à la

station 2 que dans celui prélevé à la sation 4 (p < 0.01)'

Comparaison des concentrations en métaux entre les mousses autochtones et les mousses

transplantées

La prése,lrce de mousses autochtones aux stations I,2 et 4 permet aussi de comparer les

niveaux d'accumulation entre morsses atrtochtones et transplantées. Dans ce cas, szules les

concentrations e,n métaux après 20 jours dans les mousses autochtones et transplantees font

I'objet d'une comparaison statistique, I'echantillon transfere etant "par définition" non contaminé

aujour 0, sa comparaison avec I'echantillon autochtone correspondant ne sejustifie pas.
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Les concentrations en Cr dans les mousses autochtones et transplantees sont du même

ordre de grandeur à la staûon I même si I'on observe une différence significative (p < 0.05)

(Frgure 4-13). Par contre, les concentrations sont systématiquement plus élevees dans les mousses

autochtones aux stations 2 et 4 (p < 0.01). Dans le cas du cuiwe, on n'observe une différence

significative entre les concentrations des échantillons autochtones et transplantés que dans les

échantillons de la station 2 (p < 0.01), où I'absence de courant n'a, sernble t'il, pas favorise

I'accumulation du Cu par les mousses transplantees. Les différences de concentrations en Zn

entre les mousses autochtones et transplantês ne sont pas significativement diftrentes (p > 0'05)

pour les stations I etZ. Par contre, à la station 4, les mousses transplantees ont accumulé plus de

Zn que les mousses autochtones (p < 0.01).

IV-4 Drscusstou

Les expériences menees à la fois en laboratoire et sur le terrain ont permis d'évaluer

l,effet du rqgime d'ecoulemeirt des eaux sur les capacites d'accumulation de Cr, de Cu eL dans une

moindre mesure, de Zn par les mousses aquatiques. L'expérience menee en laboratoire morÉre

clairement I'influe,lrce d'une diminution du temps de re,nouvellem€rÉ des bacs sur les cinétiques

d'accumulation des trois métaux alors que les concentrations d'exposition en métal ne varient pas

d'un milizu à I'autre. Ce resultat implique que la réponse des mousses n'a pas eté fonction de la

seule concentration d'exposition, mais du flux de métal introduit dans les uniæs experimentales

durant la phase d'orposition. En effet, plus le tefirps de r€nouvellerne,lrt du milieu est court' plus le

flux de polluant existarÉ dans le milieu est important et plus les mousses accumulent les métaux.

Les coeffici€Nfs dc corÉlation entre les flux de polluant, calculés à partir du débit

d'ame,nee d'eau et des conceirtrations d'exposition en metal dans l'eau, et les concentations €'!l

metaux dans les mousses déûerminées apres 9 jours, sont respectivement de 0.975, 0.988 st 0.983

pour Cr, Cu etZn(p = 0.10). Même si la signification de ces corrélations ne sont pas très forÛes,

sllss indiçeNrt cependant çe I'accumulation du polluant par les mousses n'est pas uniquement

fonction de la concentration d'exposition e,!r metal. L'accumulation peut être aussi fonction de la

distribgtion du polluant dans le tenrps, c'est-àdire du flux de polluant. Cette observation peut

s,expliquer par la probabiliæ de re,ncontre entre le polluant et les siæs d'adsorption de la paroi

cellulaire des mousses, probabiliæ d'autant plus importante que la concentration en métal dans le

milizu est plus élwee, mais aussi que le flux de polluant €,n contact avec la mousse augmeirte.

Cette hypothèse del'rait aussi pouvoir s'appliçer dans le cas du relargage, le renouvellement du

milieu par de I'eau non contaminee €nu"ftnnt un lessivage des métaux adsorbes dans la paroi

cellulaire, lessivage d'autant plus important que le renouvelleme,lrt du milieu est rapide. Cetæ

hypothèse n'est ce,pendant pas confirmee par lbbserration des cinétiques de relargage des trois



108

2 0
Nombre de jour d'exposition

1800

o  2o
Nombre de jour d'exposition

o 2 0 o 2 0 o 2 0

Nombre de jour d'erposit ion

Figure '1-13: conccnq"lo* en cr. cu et Zn dans tcs nrousses autochroncs et rransplanrees collectêsaux stations l, 2 et 4 le premier et dernier jour dc t'cxpéricncc. Lrs barrcs rcnicalcs rcprésentcntl'ecart-npe (n =3).

E 3oo
Èô

It
q,

A 2oo=
o

I  1oo

2 02 0

â 1s00
I

èD
èD

irl 12oo
tt
€J(t
và

6 900

I 600

2 0

Ë 3oo
è0

t!:
IJ

A 2oo

N 1oo

E
tr

Autochtones
Transférées

S t : r t i t u r  {

Station 2

Station I

I Autochones
E TransférÉcs Station 2

Station .{

Stâtion I



109

métaux par les mousses. Ce résultat est en contradiction avec les observations faites in situ par

Mouvet (1987) qui avait mis en évidence, dans des mousses transplantees dans deux stations dont

les courants etaient de 1.3 m s-t et inférieurs à 0.05 -.-t, rn relargage du Pb etduZnd'autant

plus important que le courant était rapide. Cependant, il est possible que les condiûons envisagees

au laboratoire ne soient pas suffisamment contrastees pour dégager un effet du temps de

renouvellement du milieu sur le relargage.

Ces observations contradictoires sur le relargage n'ont pas pu être vérifiees lors de

I'expérience in situ. Cette dernière a cependant permis de prendre eNr compte directernent le

paramètre viûesse de courant et de confirmer les résultats de laboratoire. La perturbation de

l'écoulement créee par la présence d'un radier a permis de distinguer 3 stations présentant une
giunme de viæsses de courant suffisamment étendue pour representer la majoriæ des conditions

auxquelles on peut être confronæ lors d'etudes in situ. On pzut cependant regretter la chute du

débit de I'Andlau qui a entraîné une diminution de la vitesse du courant à la station 4, qui, lors

des reperages, preseltait des valeum supérizures à I m s-'. Les resuttats obtenus in situ orfi
permis de conforter les observations effectuees en laboratoire. Ainsi, pour des conceirtations en

metal dissous similaires, I'augmentation des vitesses de courant entraîne in situ une

augmentation très nette des conce,ntrations e,îr métaux accumulees par les mousses transplantês.

Ce phenomène est aussi observé, de frçon moins evid€Nrte, dans les echantillons autochtones.

L'inærpretation est, dans ce cas, rendue delicaæ par le fait que les mousses autochtones integrent

des evenemeNfs de pollution antérieurs à l'étude. C'est le cas notammeft du Cr où il est impossible

de faire la part eirtre I'effet d'une pollution anterieure et la différence de régime d'ecoulernent entre

les stations. Cependant, il est intéressatr de constater la diminution, entre le jour 0 et le jour 20,

des concentrations €xl Cr et Cu dans les mousses autochtones de la station 4 etla diminution de

la viæsse du courant sur cstte même station, consécutive à la chute du debit de I'Andlau.

Une des conséquences de I'influence du régime d'ecoulement sur les cinetiques

d'accumulation de,s méaux est mise en ârideirce lorsque I'on considère le traiæment des donnees

et I'interpréation qui en decoule selon la méthode proposee par Mouvet (1986) et mise en

application par les Agences de I'Eau. L'utilisation des resulats obtenus après 20 jours

d'exposition aboutit à des interpretations diftrentes çant à la gravite de la contamination selon

la station de provenance de l'échantillon (Tableau 4-8). Ainsi, la contamination du milieu par le

Cr peut être jugee négligeable quand les mousses sont prélwées dens les stiltions 2 et 3, et

suspecte si llon considere I'echantillon collecte à la station 4, où le couant est le plus rapide.

Dans ls cas du Cu, on passe d'une pollution jugee importantÊ (station 2, courant lent) à une

sitnation jugee exceptonnelle (station 3 et 4).
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L'influence du flux de métal sur les cinetiques d'accumulation peut être aussi une des

causes des fluctuations observees dans les mousses autochtones collectees sur le site de réference

de Commercy (Chapitre ll-l). A quelques exceptions près, ces fluctuations sont fonction du

rytlme des saisons avec des conce,ntrations maximales observees genéralement en hiver.

Tableau 4-8: Facteurs de pollution (FP) calculés à partir des concentrations
en métaux dans les mousses transplantees collectees après 20 jours
d'expositon dans les statons 2,3 et 4.

ZnCuCrMétal

Statons

Conc. mousse (pg gt)

Réferenoe (pg gt)

FP 654.10.6

l0

6

1.7

852 t233 1243

l9

201 248

200

|  1 .2

La figure 4-14 reprend la figure 2-l decrivant l'évolution pluriannuelle des

concentrations eir Cu dans les mousses autochtones du siæ de Commercy avec, en parallèle, les

valeurs de débits me,nsuelles relevees à Saint Mihiel (18 lm à l'aval de Commercy). Aux

conctntrations en cuivre les plus élevées correspondent en genéral les débits les plus importants

des périodes de crue (notamment I'hiver 93-94 qui correspond à la crue ceirteiraire de la Meuse).

Cette observation serait egalement valable en considerant d'autres métaux çe le cuiwe. Wehr et

Whitton (1983b) ont observé sur un siæ la même évolution pluriannuelle du plomb avec des

conceirtrations dans la mousse Rhynchostegium riparioides plus élwees durant les periodes

hivernales de crue. Ce,pendant, les auteurs attribuent ces variations saisomières à la dilution des

concentrations en Mg et formes du phosphore, çi, selon leur analyse statistique (Wehr et
tWhitton, 1983a), favorisent I'accumulæion de ce metal. Læs variations de de,bit sont susceptibles

de modifier la concertration et la repartition des metau (e.g. Petrine et al,1994) mais aussi les

aufes éléments dans les divers compartimeirts physiques du miteu (Phase dissoute, particulaire,

sedimentee). Ces modifications physico-chimiçes concernant à la fois les éléments accumulés

par les bryophyæs et certains paramètres de speciæion intervenalrt dans la biodispmibilité des

métaux pour les mousses peuvent avoir des consequences sur les cinetiques d'accumulation des

metaux. Dans cette optique, le debit serait un paramètre global, facile à mesurer, intqgrant ces

proc€ssus complexes intervenant sur la biodisponibite des métaux. Dans notre cas d'éûrde, la

question est de savoir si le rEgime d'ecoulem€Nrt différenrt entre les statims 2, 3 et 4 perturbe

zuffisamme,ut la biodisponibilité du métal dans I'eau pour inærvenir zur les cinetiques
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d'accumulation. Cette perturbation évenfuelle n'a pas été mise en évidence, du moins par les

paramètres suivis dans cette etude.

La diminution des concentrations en métaux dans les mousses durant les périodes

estivales peut aussi provenir d'une dilution des concentrations provoquee par la croissance de la

plante maximale à la fin du printemps et durant I'automne (Kelly et Whitton, 1987). Dire que cet

accroissement de la planæ contribue à diluer les concentrations métalliques accumulees implique

que l'on admett€ que la jeune pousse n'accumule pas, ou n'a pas le temps d'accumuler les

métaux. Toutefois, la rapidiæ des cinetiçes d'accumulation des métaux rend peu plausible

l'attribution des fluctuations saisonnières des conceirtrations e,n métaux dans les mousses à une

diluûon due à la croissance.

L'effet du courant sur les quantités de métal accumulees par les mousses peut être

expliqué lorsque le phenomene de difffusion à I'int€rfrce eau - mousse est pris €Nr compte. Celle-ci

est constituée d'une couche inærmediaire de diffirsio4 où l'élément n'est plus dans le

compartiment eau sans être encore piégé dans la paroi. Le transfert d'un élément à travers cette

couche est régi par la loi de Fick et la vitesse de ce transfert est en partie tributaire de l'épaisszur

de cette couche. Or, une augme,ntation de la viæsse du courant entraîne une diminution de cette

couche dont la conséquence est alors un transfert plus rapide des éléments vers la paroi (Madsen

et a1.,1993). L'application de cette loi de diffirsion aux transferts des métaux de l'eau vers la

paroi cellulaire donne a priori une explication du phenomène observé, tant au laboratoire que in

sifa, encore frudrait-il qu'elle soit aussi vérifiee lorsque l'on considère le relargage, la loi de Fick

s'appliquant indiftremment aux flux entraût et sortant. La confirmation de I'existence d'un

phenomene de diffirsion influené par la vitesse ùr courant necessiæ une expérieirce

complernentaire dans laquelle des mousses presentant un même niveau de contamination en métal

seraieirt transféréæ dans des stations différe,ntes par leur regime de courant mais non

contaminees.

ry-s Colcr,usron

Suiæ à une expérie,nce sur I'influence de la vitesse du courant sur les cinétiques de

relargage des métaux, Mouvet (1987) recommande de prendre en compte ce parametre lors du

choix des sites où sont transplantees les mousses. La préseirte etude appuie cett€

recomrnandation, w I'influence du temps de renouvellement en laboratoire et de la vitesse du

courant in siht sur les quantiûes de métaux accumulees par les mousses. Il reste à confirmer ou

infirmer les observations faiæs par Mouvet (1987) pour les cinetiques de relargage.
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Les écarts de concentrations en métal, 525 % pour le chrome et 50 o/o pour le cuiwe,

accumulés par les mousses transplantees dans une eau stagnante et par celles transplantees dans

un faciès lotique sont suffisamment importants pour qu'une attention particulière soit portee au

paramètre vitesse de courant. Pour mémoire, I'etude d'intercalibration sur la déærmination des

concentrations metalliques dans les mousses (Agence de I'Eau, 1994) donne, sur I'analyse

d'échantillons bruts, des coefficients de variation de 50 et 40 % pour le chrome et le cuiwe. Or

ces coefficients ne concernent que les variations liees aux erreurs analytiques et ne prennent pas

en compte la variabiliæ liée à l'échantillonnage. André et Lascombe (1987) ont déjà mis en

évidence une hetérogénéité des résultats liee à la localisation du prélèvement sur une même station

en effectuan:t des prélèvemeirts de mousse eir fonction d'un transect vertical (sur la hauteur de la

colonne d'eau) et horizontale (sur la largeur du cours d'eau). Cependant, les auteurs n'attribuent

pas ces variations aux vitesses diftre,lrtes du courant.

Les resultats obteirus pour le cuiwe montre,nt que I'accumulation du métal par les

mousses n'a pas ete atrectee en proportion avec I'augmentation de la viæsse du courant entre les

stations 2,3 et 4. Il est ainsi possible que ce paramètre n'intervienne que lorsque les régimes

d'écoulemelrt e,ntre deux stations sont tres diftrents, e.g. e,ntre les stations 2 et 4. Cette hypothèse

permettrait alors d'expliquer I'absence d'effet du temps de re,nouvellement sur les cinetiques de

relargage en laboraroire, les conditions d'ecoulement envisagées n'étant pas assez diftrurtes

e,ntre les bacs.

L'effet du paramèûe vitesse de courant doit surtout être pris elr compte lors de

I'application de la méthode des transferts car celle+i est souvent employee en absence de

bryophyæs autochtones, absence dont I'origine peut être justement un regime d'ecoulement trop

lent ne convenant pas au dweloppemeirt de I'organisme. Iæs consequences des resultats exposés

dans ce chapine sur la vatidite des informations foumies par la collecte d'echantillons

agtoctrtones sont moindres. En effst, connaissant les préferences des bryophytes pour les

substrats stables et les régimes d'ecouleme,nt lotique, les mousses autochtones sont genéralement

récoltees dans une classe de vitesse beaucoup plus homqgene que lorsque les tansferts sont

employes. Par conte, que les bryophytes soi€nt autochtones ou transplantees, la prise e,n compte

du parametre vitesse de courant resûe necessaire si I'on considère la periode de I'annee à laquelle

sont menées les études, le débit des cours d'eau étant lié à de fortes variations saisonnières. C'est

ainsi que, lors des choix des sites d'implantaton de transferts de mousse, det/raient être exclus ou

minimisés ceux où les viæsses de courant sont faibles (eaux stagnantes, étangs, lacs), c'est-àdire

ne correspondant pas au biotope le plus genéralement rencontré lors de la collecte de mousses

autochtone ; le cas echeant, la viæsse du courant des stations prospectées devrait être relevee.
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V-I InTnODUCTION

La grande capacité d'accumulation des métaux par les bryophyæs aquatiques est

attribuee, pour I'essentiel, aux caractéristiques d'echanges d'ions de leur paroi cellulaire. En

employant ces organismes conrme support analytique ceirsé refléter assez directem€Nlt le niveau de

contamination de I'eau (Mouvet, 1986), on considère I'accumulation comme étant esserûiellement

un mecanisme physico-chimique sur un support biologique. Ce,pendant, si les bryophyæs

aquatiçes s'avèrent polluo-résisanæs, I'exposition prolongee à un metal peut se traduire par une

diminution de la croissance ou de I'activité photosynthetique (Flaseloffet Winkler, 1980; Mouvet,

1984a; Brown et Wells, 1990). L'altération de ces fonctions physiologiques exprime une toxicite

du métal démontant de ce fait la penétration de l'él€ment à I'intérizur de la cBllule. Des

observations microscopiçes effectuees sur des echantillons de mousses contaminees ont

d'ailleurs révélé la presence de corps maalliques à I'interieur de la cellule (Mouvet, 1984b;

Satake et Miyasak4 1984). Ia localisation cellulaire du cuiwe par impact laser (LAMMS) sur

des coupes de I'espece Rhynchostegium riparioides prealablement exposee à 340 pg L-t de Cu

pendant 168 heures a morûre la présence sysæmatique du métal dans la paroi mais a aussi dans la

cellule (Figure 5-1). La presence de cette fraction inûacellulaire du cuiwe accumulé par la plante

pourrait expliquer, au moins en partie, le frit que les mousses prealablement exposées au Cu ne

relargue,lrt pas la totatite du métal accumulé. L'hypothese de I'existe,nce d'une composante

intracellulaire de I'accumulæion des métaux par les mousses est Egalement woquê pour le Zn

(Pickering et Puia, 1969) et pour le l*Ru 
lvtay et al.,1992). Iæs auteurs considàent qu'à une

phase d'adsorption rapide succède une phase d'absorption intracellulaire plus lenæ necessitant

une depense d'energie. La mise en jeu d'un tel processus lors de I'accumulation signifie que la

physiologie de la plante devient un parametre à prendre en compt€ au même titre que d'autres

facæurs chimiques ou physiques. Or, la physiologie de I'organisme peut être afiectee lors d'une

pollution métallique ou lors du transfert de mousses d'un siæ non contaminé vers un site

contaminé (Lopez et al., 1994). L'alteration de certaines fonctions physiologiques serait donc

susceptible d'affecter la penetration intracellulaire du méal et de modifier les capacites

d'accumulation de I'organisme, du moins si le transfert des métaux adsorbes au travers de la
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Figure 5-1: Mise en évidence du Cu par impact laser (LAMS) sur des coupes d'echantillons de
Rhymchostegium riparioides exposees à 340 pg L'r de Cu pcndant 168 heures.
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membrane est un processus qui contribue de façon significativc à la quantité totale de métal

accumulée.

La présence de métal dans la cellule n'étant pas mise en évidence de façon systématique

(e.g. Gullvag et al., 1974),I'objectif de ce chapitre est de localiser le cuivre accumulé par les

bryophytes au sein des divers compartiments constituant I'organisme. Deux approches ont eté

menees en parallèle. La première consiste à detecter et localiser le métal par des techniques

histochimiques. La seconde consiste, après la mise au point de technique d'extraction du métal, à

identifier et quantifier les fractions extracellulaires et intrac€llulaires du métal accumulé par la

mousse. Ce dernier objectif nécessite dans un premier temps la mise au point d'un protocole

permettant de discemer la fraction adsorbee de la fraction absorbee du métal accumulé par les

bryophytes.

V-2 MrSrc AU rOINT D'UNE TECHNIQUE DE DESORPTION DU CUIVRE

ACCUMI.]LE PAR LES MOUSSES AQUATIQUES

V.2.I INIRODUCTION

Iæs travaux consacres à I'estimation des fractions extra- * intracellulaire des métaux

accumulees par les mousses sont fondés sur lhypothèse selon laquelle la fraction intracellulaire

correspond à la fraction résiduelle lorsque la totalité du métal extra-celluliaire est extrait. Bates

(lggz\résume les trois principales fractions de metal accumulees par les mousses, i) la fraction

inærcellulaire, piegee dans les espaces int€rcellulaires de la paroi, ii) la fractim ortracellulaire,

fixee sur les structures surfaciques de la paroi cellulaire, iii) la fraction intmcellulaire. I'a

première des trois fractions correspond selon l'auteur à la quantite de méal extraiæ par de I'eau

distillee. Par contre, I'extraction de la fraction de metal fixee à la paroi nec.essiæ I'enrploi d'ions

competiteurs qui, en concentrations suffisantes, permetteirt le deplacement des métaux fixes et

leur rernise en solution. Bates et Brolrm (L974) repris par Brown et Buck (1979) ont mis au point

une méthode de desorption des cations de la paroi des bryophytes eir les immergeant

successivement dans de I'eau distillee et dans une solution de NiCl2. Cetæ méthode a eté employee

à plusieurs reprises pour identifier et quantifier les fractions intra- et extracellulaires des cations

accumulés (e.g. Brown et Buclq 1978; Beckett et Broum, 1984). Cependant, lorsç'il s'agit de

determiner la repartition des métarui accumulés par les bryophyæs, éléments qui ont une affinite

plus grande pour les sites d'echanges de la paroi que les alcalins et alcalino-t€rreux (Breuer et

Melzer, 1990), I'emploi de solution de NiCl2 ou SrCl2 est moins efficace (Broum et Buch 1985).

Ma€da et at (l990aet b) utilisent le même princrpe mais remplacent I'action du NiCl2 e,!r tant que

competiteur par les ions H* en immergeant lalgue Chlorella wrlgaris dans de I'eau distillee à pH
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< 3 pour en extraire le Zn. Ces mêmes auteurs emploient aussi I'EDTA à une concentration de

0,1 mM L-I. Des tests menés par Bacle (1988) ont montré qu'une extraction optimale du cuiwe

par I'EDTA nécessite une concentration en complexant de l0 mM L-r et une duree de contact de

30 minutes. La conséquence d'un tel traitement est une fuite de potassium, rndicateur d'une

altération de la permeabilité cellulaire susceptible alors de laisser échapper une partie de la

fraction intracellulaire du métal accumulé (Brown et Bates, 1990).

En se basant sur ces precédents résultats, I'objectif fixé est la au point d'un

traitement qui assure une désorption ma:rimale du métal eÉracellulaire sans pour autant affecter

I'intégrite de la permeabilite membranaire. La recherche du meilleur raiæment est fondee sur

I'hypothèse selon laquelle, lors de I'immersion d'un échantillon de mousse dans une solution non

renouvelée de désorbant, il peut s'établir au cours du temps un equilibre e,lrte le métal restant fxé

à la paroi cellulaire et le métal deplacé et complexé par I'EDTA. Læs precedents tests de Bacle

(1988) montrent en effst un plateau dans Ïefficaciæ de desorption de Pb û. Zn par TEDTA

lorsque le temps de contact se prolonge audelà de 30 minutes. Pour y rernedier, la nouveaute du

traitement de désorption envisagé réside alors dans la realisation de desorptions successives du

métal sur un même échantillon de mousse. Ce renouvellement devrait permettre d'utiliser des

conceirtrations en désorbant moins élevées tout eir assurant une desorption efficace de la fraction

extracellulaire.

V -2-2 MATERELS ET METHoDES

Les paramètles testës

Afin de determiner les conditions operatoires pour une extraction optimale du cuiwe

préservant I'intégrité de la cellule, plusieurs paramètres sont testes par un protocole de l2

traitements (Tableau 5- I ).

Suite à l'étude bibliographique, deux types de désorbant sont retenus, I'EDTA test€ à 3

concentrations différentes et le NiCl2 à 2 conceirûations. En plus de la nature du désorbant et de

sa concentration sont testés le temps de contact eirtre la solution * l'échantillon de mousse, le

volume de désorbant pour une même quantite d'echantillon, la concentration en Cu dans

l'échantillon de mousse et enfin le nombre de désorptions successives effectuees.

Préparation des solutions de désorption

Une eau minéralisee est preparee à partir d'eau distillee dans laquelle sont ajoutês les

quantites nécessaires d'anions et de cations pour atteindre une minéralisation du même ordre de

IruSE
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grandeur que celle du milieu d'exposition. Ceci permet de s'affranchir d'une éventuelle

contamination métallique de la solution. D'autre part, I'emploi d'une eau de composition ionique

sensiblement equivalente à l'eau du milieu d'exposition devrait permettre d'éviter un éventuel

choc osmotique.

Tableau 5-1: Caractéristques des différents traitements
testés. Chaque traitement est doublé par un second
diff. érent par la concentration en désorbant égale à 0 mM
L ' ' .

Traiternent Solution de
désorption

Temps de Nombre de
contact/trempage trempage

Nature du
désoôant

Concentraton Volume
(mM Ur ) (rnl)

I

I

500

500

I

5

I

I

f

)

20

20

A

B

c
D

E

F

G

H

I

J

K

L

EDTA

EDTA

EDTA

EDTA

EDTA

EDTA

EDTA

EDTA

Nic12

Nicl2

Nic12

Nicl2

l 5

l 5

15

15

l 5

t5

l5

30

15

l5

l5

l5

l0

30

10

30

10

l0

l0

l0

10

30

l0

30

I

I

I

I

4

4

2

I

4

4

4

4

Cette première solution sert ensuite à la preparation de 6 autres; 2 conte,lrant du NiCl2

aux concentrations de 5 et 20 mM L-1, 3 conte,nant de I'EDTA à des teneurs de l, 5 et 500 mM L-

t, et la dernière sans aucun ajout qui constitue la solutio'n de contrôle. L'ajout d'EDTA à la

solution mère entraînant une acidification du milieu, toutes les solutions sont ajustês à un pH

égal à 6.0.
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Protocole expérimental

L'espèce Rhynchostegium riparioides est collectee dans I'Orne en amont de Hatrize avant

d'être preparee pour I'expérience de laboratoire selon le protocole precédemment decrit (Chapitre

II-6-l). L,es mousses sont ensuite divisees en deux lots avant d'être immergees dans deux bacs

difiérents par la concentration d'exposition en Cu afin d'obtenir un lot fortement contaminé (lot

FC) et un lot peu contaminé flot PC). Après avoir été contaminees par le cuivre, les mousses sont

essorees avant de subir les différents traiternents envisagés.

Chaque traitement comprend six prises d'essai constituees d'un echantillon d'e,nviron 200

mg frais de branches laærales (Frgure 5-2). Trois de ces 6 souséchantillons sont ernployes pour

les traiæment dans une solution sans désorbant tandis que les 3 autres sont immerges dans des

solutions contenant du desorbant (EDTA ou NiCl2). Le souséchantillon de mousse est immerge

pendant un temps de contact t €n maint€nant une agitation continue à laide d'une table d'agitation.

Le æmps de désorption t écoulé, la solution es récupéree après avoir eté fittrée sur 1.2 pm afin

d'extraire les débris organiques de mousse et acidifiee à pH < 2. Iæ souséchantillon de mousse

est entièrement recupéré e! selon le traitement, exhait une nouvelle fois ou preparé pour I'analyse

ulærizure du métal residuel par bref rinçage à I'eau distillée, suivi du sechage à 60 "C pndznt24

heures et de la pesee (Figure 5-2).

Chaque traitement fait I'objet de 6 prises d'essai. Seule cett€ etape permettra d'évaluer la

variabilite inhéreiirte au traiæmeirq les étapes suivantes n'ayant pas ét€ dupliquees. On connaît en

effet mieux les sources de variation inhérentes au protocole de dosage des métaux que les souroes

de variations imputables au traitem€,nt lui-mâne.

Afin de vérifier que Ia performance des difereirts traiæmeirts n'est pas influe,ncee par la

concentration en cuiwe dans I'echantillon teste, deux lots de mousse sont utilises, I'un peu

contaminé (lot PC), I'autre fortem€nt contaminé (ot FC).

Les conceirtrations €lr Cu dans les mousses sont déterminéæ avant tout traiæmeirt sur les

lots PC et FC puis sur chaque souséchantillon ayant subi I'integraliæ du traitement (Figure 5-2).

Iæs teneurs en Cu sont également déærminees rlens les solutions de désorption afin de pouvoir

évaluer I'efficacité respective de chaque étape de trernpage. Iæ potassiunL choisi comme

descripteur de I'integriæ cellulaire, est dosé dans toutes les solutions de désorption.
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Fraction

réversible

Fraction intercellulaire

Fraction échangeable Concentration

totale

accumulée
Fraction

irréversible Fraction résiduelle

Figurc 5-3: Representation graphique des trois fractions identifiées lors des différents traitements
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Expression des résultats

Les dosages successifs du métal dans les mousses avant et après les traitements,

impliquant une solution avec ou sans désorbant, nécessitent la définition des différentes fractions

de cuivre ainsi obtenues (Figure 5-3). La concentration totale en Cu dans la mousse avant tout

traitement est appelee Ft $ry g-'). La concentration résiduelle en Cu dans la mousse après un

traitement avec désorbant est assimilee à la concentration résiduelle inechangeable, F, (pg g-t).

Ce traiûemeirt permet aussi de calculer, par diftrence, la fraction de métal accumulee de façon

réversible dans la mousse, Fr* (ltg g-'):

F r - : F ,  - F , (5- 1)

La fraction réversible, Fr*, esJ composee de deux fractions, la fraction échangeable, Fe , et la

fraction inærcellulaire, .f; :

Fr"u=F i  +Fe (s-2)

La fraction inærcellulaire est obtenue par le traiteme,nt sans désorbant qui n'extrait que le métal

facilement mobilisable. La concentration en métal restant dans la mousse après traitement sans

desorbant correspond alors à la somme des fractions residuelles, F, et echangeables, F, . La

fraction fi est alors égale à:

F i  = F t - ( F e  + F ) (5-3)

Connaissant.fl., la fraction échangeable peut ensuite être calculee par I'inærmediaire de l'équation

5-3.

Statistiques

Les diftrences de concentrations en potassium entre les lots de mousses ayant subi le

protocole sans désorbant et les lots ayant subi le protocole correspondant avec désorbant sont

mises en évidence par le test r de SUrdent.
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E Fraction intercellulaire

EFraction échangeahle

B Fraction résiduelle
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Figure 54: Contribution des 3 fractions métalliques évaluees selon diftrents traiteme,nts
exprimees en pourcentage de la concÊntration totale en Cu determinee dans l'échantillon peu
contamine (PC).
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Figure 5-5: Contribution des 3 fractions métalliques évaluees selon difiérents traitements
exprimees en pourcentage de la concentration totale en Cu determinée dans I'echantillon
contaminé (FC).
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V-2-3 RESULTATS ET DISCUSSION

Choix du traitement optimum

L'ensemble des 12 traitements envisagés n'ayant pu être réalisé dans un temps

suffisamment court, les tests ont eté menés en deux fois avec pour conséquence I'emploi de 2

séries diftrentes de lots PC et FC. Les traitements A, B, C et D ont eté effectués avec des lots

PC et FC qui présentent des concentrations en cuiwe respectivement de 109 et 1576 pg g t . ks 8

autres traitements ont éte effectués en utilisant 2 lots presentant des concentrations en cuiwe

respectivernent de 205 et 2057 pg g-t .

Pour les 12 traitemeirts du protocole, la repartition du cuiwe accumulé est representée

dans la figure 54 pour les mousses pzu contaminees (lot PC) et dans la figure 5-5 pour les

mousses foræment contaminees (lots FC). L'objectif du test de ces diftrents traiæments est

d'obtenir un protocole assurant une désorpûon mærimale de Cu sans pour autant provoquer une

alæræion de la permeabiliæ membranaire. C'est einsi, qu'e,n se focalisant sur la contribution de la

fraction résiduelle, F,' , estimee par les divers traitements, on note la grande dispariæ des

pourceirtages qui varient de 2 à 75 % selon I'echantillon et le traiteineirt. Il ressort en premier lieu

de c,es différents tests que I'ernploi du NiCl2, agissant comme competiteur du Cu pour les sites

d'echanges de la paroi cellulaire, ne s'est pas révélé efficace (traiæments I, J, K et L). Quels que

soient la concerfiration en désorbant et le nombre de trempage, ces traitements n'extraient jamais

plus de 35 % du cuiwe accumulé par la mousse. Parmi les 8 traiæmeirts où I'EDTA est utilise, 3

fournissent une estimation de la contribution de la fraction F,' nettanent inferizure aux 9 autres. Il

s'agit des trait€rnents C, D et F. Pour les deux premiers, la conce,ntration de 500 mM L-l d'EDTA

employee suffit à expliquer la desorption importante du cuiwe. On remarque également que

I'exûe,nsion du temps de contact des mousses de l0 (raiæmeirt C) à 30 minutes (taitonent D) ne

s'accompagne pas d'une plus grande efEcaciæ de desorption. IÆ traiæmeNû F confirme lhypothèse

selon laquelle plusieurs trempages successifs sont au moins aussi efficaces ç'un seul avec une

concentration en EDTA 100 fois plus élwee. Pour les lots foræment contaminés (figure 5-5), la

contribution de la fraction F, , & 2 7o, estimee par le traiæment F, est identique à I'estimation

qu'en ont donne les traitements C et D. Pour les lots peu contamines (figure 54), la fraction F' ,

estimee par le naiæment F, est de l0 7o, pourcentage inférizur aux pourcentages obteirus par les

traiæments C Q7 n et D (15 o/o). Cependant,le lot PC utilise lors du traiæment F est 2 fois plus

contaminé que celui utilise pour les traiæmeirts C et D, c'est-àdire la quantiûe de Cu désorbable

est plus importante. Pour cette raison" on peut considérer que ces trois traitements ont une

efficacite similaire quelle que soit la conceirtation en metal dans la mousse. L'efficacite similaire

de c.es 3 traitemeds pour l'estimation de la fraction Fr âvorise a priori I'emploi du protocole le

plus simple, à savoir le naiæment C. Cependant, la concentration élevee en EDTA pour ce
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traitement est davantage susceptible de provoquer des dommages au niveau cellulaire que le

traitement F. Le tableau 5-2 résume les concentrations en potassium désorbé par les mousses

après traitement avec et sans désorbant.

Tableau 5-2: Différences entre les concentrations en
potassium désoftees des mousses par les traitements avec
ou sans EDTA.

Traitement Lot EDTA Niveau de
signification

Oui Non

A Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Peu Contaminé

Contaminé

Pzu Contaminé

Contaminé

632+ 148

952+ 282

744+. 6l

526+ 26

3048 + 1205

3400+ 627

4683* 745

3941+ 322

3084 + 474

4109+ 280

3749* 463

354E+ 670

1411 +  330

l40l + 132

l168+ 155

960+ 77

346+ 75

687+ 9l

236 + ll4

504 + 136

346+ 75

687 + 9l

236 + ll4

504 + 136

4267 + 701

3435 + 819

4267 +70r

3435 + 819

l20l + 60

2313 +606

to74+ 62

875 + 108

B

c

D

E

F

n.s.
t f*

n.s.
**

rt*

*tf

* *

*

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.
*

n.s.

n.s.

G

H

1 < O.OS; **: p < 0.01; n.s. : diftrence non sigrificative (test r de studenQ

Les concentrations en potassium désorbées lors des traitements sans désorbant sont considérees

conrme la traduction d'un phenomene de relargage du potassium fixé dans la paroi cellulaire ou

present dans I'apoplasme. Iæ relargage du potassium dans les solutions sans desorbant est

probablement provoqué par la prése,nce de protons (pH de la solution égal à 6.0) qui exrtre en

competition avec le cation pour les sites d'échanges. On considère alors qu'une augmentation de la

quantiæ de potassium désorbee lors du traiteinent avec désorbant est la traduction d'une fuite

excessive de potassium qui peut être attribuee, au moins en partie, à une éventuelle altération de

ta permeabilite cellulaire. Dans c€ cils, on peut alors suspecter la fuiæ d'autres éléments localisés

dans la cellule, y compris le cuiwe. L'application des traitements C et D avec une conce'lrtration
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en EDTA de 500 mM L-r entraîne une augmentation significative de la quantité de potassium

désorbee (Tableau 5-2).

A I'inverse, le traitement F, avec une concentration en EDTA 100 fois inferieure aux

dzux précédents traitements, n'entraîne pas de différences significatives entre les quantités de

potassium désorbees lors du traitement avec ou sans désorbant. Le traitemeirt F montre ainsi qu'il

est préférable d'effectuer plusizurs trempages successifs à une faible concentration en EDTA

plutôt qu'un seul fiempage eir presence d'une forûe conceirtration en desorbant, et ce pour une

efficacié de désorption identique. L'extension du temps de trempage de l0 à 30 minutes effectuee

sur les premiers naiæments (A B, C et D) n'ayant pas pour effet une plus grande efficaciæ de

désorpûoq un temps de l0 minutes apparaît suffisant. La determination des concentrations en

cuiwe à la fois dans les mousses avant et après traiteme, rt, et dans les solutions de desorption

permet d'waluer I'efficacite de chacun des 4 tranpages successifs. La figure 56 reprcsente les

quantites de cuiwe déterminées dans les 4 solutions de trempage successives employées lors du

traitem€rû F. Plus le nombre de trempage d'un même echantillon augmente, moins la désorption

est efficace. Ainsi, la contribution du 4tu trempage à la quantiæ totale de cuiwe désorbée devient

plus faible que la variabilite de la mesure effechùee sur les 3 solutions de desorption du précedent

trempage. Ceue observæion permet d'envisager le même uaiæment F avec une phase de trempage

en moins.

Si gnif cati on de l'infornnti on re caei lli e

L'emploi du NiCl2 agissant cornme competiæur du cuiwe pour les sites d'echanges de la

paroi cellulaire ne s'est pas rwélé e,fficace. Cette obserntion t€nd à confirmer lhypothèse émise

par Brown et Buck (19S5) selon laquelle le NiCl2, utilise pour desorber de la paroi les alcalins *

alcalino-terrzux, s'avere inefficace lorsqu'il s'agit de desorber des metaux qui préselrtent trne

affinite pour les sites d'echanges au moins aussi grande que le nickel. La formation de complexes

metalliques stables e,ntre le cuivre et I'EDTA s'avère plus efficace. Ce,pendant, les differe,nts

traitements urvisages ne garantissent pas que la fraction de metal non désorbé soit d'origine

exclusiveme,lrt intacellulaire. C'est la raison pour laquelle cette fraction est appelee fraction

résiduelle ou fraction irréversible. La fraction reversible regroupe, quant à elle, les fractions

echangeables et intercellulaires. Cete demière représente en theorie la fraction métallique

présente dans les espaf,Æs intercellulaires ou apoplasme. Bates (1992) considère que cette fraction

correspond à la quantiæ de métal relarguee par le trernpage des mousses dans I'eau distillée.

Cependant, ni le traitement envisagé dans c€ chapitre, ni celui decrit par Bat€s (1992), ne garantit

que le métal emait lors de cette phase du traiæment corresponde uniquement à la fraction

metallique présente dans I'apoplasme. L'emploi des techniçes dbbserv'æions microscopiçes et
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du traitement F.
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microanalytiques dewait permettre de préciser si au moins une partie de la fraction résiduelle

correspond à une localisation intracellulaire du cuiwe.

En effet, plutôt que de considérer les difiërentes fractions metalliques ide,ntifiees comme

correspondant à une localisation précise du métal, c'est-àdire dans l'apoplasme, adsorbé dans la

paroi, à l'interieur de la cellule, les 3 fractions li , F" etfi , représentent par ordre decroissant les

degrés d'affinite différents liant le métal à l'organisme.

v-3 LocALrsATroN ET QUANT|FTCATTON DES DIFFERENTES TRACTIONS

METALLIQUES ACCUMULEES PAR LES MOUSSES AQUATIQUES

V.3. I PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Déroulement de l' expérience

L'expérience est basee sur l'étude des cinetiques d'accumulation et de relargage du

cuiwe par l'espece Rhytchostegium riparioides. L'etablissem€trt de ces cinétiques s'effectue à

partir de la déærmination des concentrations en Cu dans des echantillons de mousse prélwés tout

au long de l'expérieirce. Trois mome,lrts sont importants:

- le début de la phase d'exposition au métal;

- la fin de la phase d'exposition au metal, c'est-àdire le début de la phase de relargage;

- la fin de la phase de relargage.

Pour chacun des trois moments, différe,uts types de prelevement sont effectues pour:

- l'observation e,lr microscopie optique après traiæment cytochimique;

- la détermination des différentes fractions metalliques accumulées par tes mousses;

- la mesure de I'activité photospthetique.

L'etude porte sur le cuiwe, élément physiolqgique necessaire à la vie de la plante

(Proctor, l98l). Pour juger si I'accumulation intracellulaire depend du t€mps d'exposition, deux

périodes d'exposition des mousses aux métaux sont envisagées, I'une de 7 jours, la seconde de 2l

jours. Dans les deux cas, la phase de relargage dure 14 jours

Di s po s i tif expe ri me ntal

Le dispositif expérimental utilisé est celui qui est decrit au chapitre tr-3. Il est constitué

de 2 bacs experimentaux alimentés en continu par de I'eau dechloree. Dans chacun des bacs sont
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introduits deux paniers maillés prévus pour isoler les échantillons sélectionnés pour la mesure de
la photosynthèse (Chapitre III).

Condi tions d'exposition des mousses

Une concentration de 2 mgL't d'EDTA est maintenue durant I'intégralité de I'expériorce

dans les 2 bacs expérimentaux. Le premier des deux bacs est contaminé pendant 2l jours par 160

ttg L-t de cuiwe (Bac Ct). Iæ second sert de temoin (Bac T). Après 2l jours, I'apport de métal

dans le milieu est stoppé permettânt ainsi de suiwe le relargage pendant 14 jours.

Un prernier lot de mousse, de I'espèce Rhyrchostegium riparioides, est collecté à Hatrize
sur I'Orne. Ce premier lot, après avoir éte lavé au laboratoire, est immerge dans les 3 bacs
expérimentaux pour la duree totale de I'expérience, soit 35 jours dont 2l jours d'exposition au
métal. Un second lo! de la même espèce, est collecte 13 joun plus tard sur le même siæ. Introduit

darn les 3 bacs expérimentaux 14 jours après le premier, ce second lot est immerge pour une
duree totale de 2l jours dont 7 jours d'exposition au métal.

Fréquence d'ëchantillonnage et de mesure

Le pH et la température sont mesures quotidiennement dens les 2 bacs expérimeirtaux. Iæ
prélèvement en continu d'echantillon d'eau à I'aide de pompes péristaltiques permet ensuite le
dosage des teneurs d'exposition e,n Cu durant I'oçérience.

Afin de determiner les cinetiques d'accumulation et de relargage, des echantillons du lot
immerge pendant 35 jours sont prelwes apres 0, I,2, 4,7, lO, 15,21,23,24,26,29 et 35 jours.

Pour le lot immerge pendant seuleme,nt 2l joun, les prélèvements sont effectues après 0, l, 3, 5,
7,8,9, 13, 15 et 2l jours.

Prélèryement pour l'étude de la répartition cellulaire des métaux

Après 0, 10, 2l et 35 jours, un échantillon du lot exposé pendant 35 jours est prélwé

dans chacun des 2 bacs. Cet echantillon est ensuiæ suMivisé en 6 sousécbantillons d'environ 200

mg frais constitués de branches laærales. Conservés frais, ces souséchantillons zubissent dans

lheure qui suit leur prélèvement le taiæment de desorption precedernment sélectionné. Trois

d'entre eux font I'objet d'un traiæment sans EDTA, les 3 autres subissent le traitement avec

EDTA selon le protocole établi au paragraphe précedent.
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Avec la même frQuence, des prélèvements d'échantillon sont effectués avant d'être

pre,parés soit pour I'observation histochimique pour la localisation du cuiwe.

Il est procédé de la même manière avec le lot immerge pendant 2l jours. Dans ce cas, les

prélèvements sont effectués après 0,7 er 2l jours.

Mesure de I'activité photosynthéti que

Lors de la preparation initiale des deux lots de mousses introduits zuccessivement dans

les bacs expérimeirtau:rr" une partie des touffes de mousses est sélectionnee selon le protocole

précédemment deÆrit (chapitre III-2). Ces échantillons sont ensuite isoles du reste du lot de

mousse grâce aux paniers maillés installés dans les 2 bacs'

Le principe de la mesure de I'activité photospthetique est ideirtique à celui develo,ppe

dans le chapitre ru. La mesure est effectuee en début d'experience, à la fin de la phase

d'exposition (après 7 ou}ljours selon le lot) et à la fin de la phase de relargage (après 2l ou 35

jours selon le lot).

Statistiqaes

Les diftrences des pH moyens et des températures moyennes de I'eau entre le bac temoin

et le bac contaminé sont mises eir évideirce par le test r dc Student. Ce mênre t€st est employé

lorsque sont comparees les concentrations en métal dans deux echantillons différelrts ainsi que

lors de la comparaison de I'activité photospthetique d'un echantillon de mousse issu du bac

æmoin et celle mesurée dans un echantillon prov€Nrant du bac contamine.

V-3.2 RESULTATS

C ondin ons d'exposi ti on de s mous s e s

Durant la phase d'exposition de 2l jours, la concentration moyenne d'exposition en Cu

dans le bac æmoin est de 9.0 + 3.0 Fg Lt (n = l1) tândis que la concæntration moyenne

d'exposition dans le bac contaminé est de 1E8.0 + 10.0 lrg Ut (n = I l). Apres 2l jours, I'apport

de metal est stoppé dans le bac contaminé (Bac Ct). Les concentrations €,îl Cu dans celui-ci

retoument alors en 3 heures à la valeur rencontree dans le bac æmoin. Les concentrations en Cu

dans I'eau durant la phase de relargage sont de 7.3 + 3.0 pg Ut dans les deux bacs. I-e pH et la

température, seuls paramètres suivis dans les 2 bacs (Tableau 5-3), ne sorû pas significativement

diftrents entre les bacs (p < 0.01; n = 30).
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Tableau 5-3: Caractéristiques physico+himiques du
milieu d'expositon (n: l5).

Paramètres Unités Unité experimentale

Bac T Bac Ct

pH

Température

Ca

Mg

Na

K

NOr

cr
S04

HCOa

7.59  +0.12

16.5 + 0.8

108 + 14

9 + l

1 6 + 3

4 +  I

3 1 + 9

4 0 + 3

4 9 + 1 0

219 +  l0

7.54 + 0.10

16.5 + 0.8oc

mgL-r

mg L-t

mgLr

mgL-1

mgLr

mgLr

m g l r

mg L-l

Evolution de la répartition des métaux accumulés par les mousses ou cours des phases

d'exposition et de relargage

La concentration en Cu dans le lot de mousse immergee pendant 35 jours dans le bac

te ino inaugmenteprogress ivement ,de32+2endébutd 'expér ienceà90+9tggtaprès35

jours. La cinaiçe d'accumulation du Cu par les mousses exposees au métal pendant 21 jours

montre une periode d'accumulation rapide du métal à laquelle succÈde rme pbase plus lente qui

tend vers un plateau d'equilibre (Figure 5-7). Le relargage se décompose égalemerÉ en 2 pbases,

la première correspondant à une desorption rapide, 50 % du métal relargué eir 14 jours I'est au

bout de 4 jours szulemenq la seconde t€ndant prqgressivernent vers une sihration d'equilibre.

La figure 5-8 représente l'évolution de la contribution des différenæs fractions

métalliques, telles qu'elles ont éte prealableme,nt établies (Cbapitre V-2), à la conce,ntration totale

en cuiwe accumulé par les mousses immergées dans le bac temoin. Læs 3 fractions contribuent de

fuon significative à la quantiæ de métal accumulee par la mousse, excepæ dans l'echantillon

initial qui nq comprend pas de fraction 4. Contrairement à de precedenæs expériences, les

mousses inmrergees rlens le bac æmoin ont accumulé le cuiwe durant 35 jours. Chacune des 3

fractions contribue à peu pÈs au tiers à la concentration totale eir métal accumulé quel que soit le

mome,nt ùr prélweme,nt (Figure 5-8). La contribution de la fraction 4 est e,n debut d'expérie,nce
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de 16 + I pg g-t, valeur proche du niveau de réference défini par Mouvet (1986), pour augmenter

jusqu'à 3l + 7 pg g'l après 35 jours d'exposition dans le bac ternoin.

Dans le cas où les mousses sont exposées pendant 2l jours à une concentraûon en Cu

dans l'eau de 188.0 + 10.0 pg L-1, h contribution des fractions Fi ët F" devient majoritaire. La

figure 5-9 révèle néanmoins que la fraction F, augmente progressivement de 16 + t pg gl à tOt

+ 6 pg g-l après 2l jours d'exposition au mstâI. Par contre, la détermination des différentes

fractions métalliques accumulees à la fin de la phase de relargage monfie que la fraction F,. a

chuté durant les 14 jours de 101 + 6 à 68 + l0 pg g'1. Cependant, sa contribution à la

concentration totale e,n Cu restant rlans les mousses devieirt importante, depassant 20 % (Figure

5-9), consequence du relargage des deux autres fractions. On remarque d'ailleurs que le relargage

du cuiwe conceme avant tout la fraction F, , dont la conceirtration chute d'un facteur 5, alors que

la fraction f, , supposee être désorbee plus frcilement ne chute que d'un facteur 2.

L'accumulation du cuiwe par le second lot de mousses, exposé au metal pendant

seulem€Nrt 7 jours, est plus rmportante que celle observee pour le premier lot puisque la

concentration en métal dans les mousses après 7 jours atteint 63E + 78 ttg g-t lFigure 5-10).

Comme dans le precédent lot, les mousses du second lot immergees dans le bac æmoin

accumuler t lecuivre,de16+Ipggtendébutd 'expér ienceà69+6pggtaprès2l jours.Si

les quantiæs totales de Cu accumulé apres 2l jours par les mousses temoins du premier et du

second lot ne sont pas significativement différentes (p > 0.05), les conceirtrations initiales en Cu

sont 2 fois plus importantes dans le premier des 2 lots, avec des concentations respectivement de

32 + 2 et 16 + t pg gt. Pour mémoire, ces dzux lots ont eté prélevés sur le même site de

réfere,nce mais à 13 joun d'interv'alle. La det€rmination de la fraction F, monte cepe,ndant que

son évolution quantitative au cours du temps est similaire pour les deux lots temoins. La

contribution de cÊtte fraction à la quantite totale de cuivre rlens les deux lots préleves in situ sont

à pzu pres équivalente avec des concentrations de 16 + I st 14 + 0 pg g t (Figure 5-l l), valeur

proche du niveau de reféreirce défini par Mouvet (1986).

L'exposition au cuiwe du second lot pendant seulem€Nrt 7 jours met €tt évidence un

accroissement significatif de la fraction Fr, 3 fois plus élevee à la fin de la phase d'expositioq 50

+ l8 pg g I , Qu'en début d'expérience (Figure 5-12). Elle montre aussi que 7 jours d'exposition

au métal suffisent pour que la concentration €n Cu dans la fraction F, apres 14 jours de

relargage, de$3 + 21tgg-', soit significativement supérieure à sa valzur avant exposition (p <

0.01). On remarque également qu'e'ntre le f"iour, fin de la phase d'exposition, et le 21h" jour,

fin de la phase de relargage, la quantiæ de cuiwe dans la fraction F, diminue (Figure 5-12). La

fraction réversible, I|r* represente, apres 7 jours d'er<positioq 92 %o de la quantite totale de

métal accumulee, dont les deux tiers sont attribués à la fraction 4 . Comme pour le precedent
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lot, le relargage du cuiwe concerne en premier lieu la fraction F" qui, entre le début et la fin de la

phase de relargage, chute d'un facteur 4.5 contre 3.0 pour la fraction,f; .

Evolutton de l'activité photosythétique des mousses

L'activité photosynthétique des mousses en début d'expérience n'est pas

significativement diftrente entre le premier et le second lot (Figures 5-13 et 5-14). La

consommation de COz est d'ailleurs du même ordre de grandeur que celle mesurée lors de

I'expérience menee sur I'effet de la temper:rture (chapitre III). On n'observe pas de diftrence

significative (p < 0.01) enfie les mesures d'activité photosynthetique effectuees sur les

échantillons du bac temoin et celles provenant du bac contaminé par le cuiwe. Par contre, comme

il avait éæ observé lors de I'expérie,nce effectuee sur I'effet de la tempérafirre, il y a une

diminution de la consommation de COz dans le ûemps, et ce, quel que soit le bac.

V-3-3 STnucTI]RE PARIETALE D'TJNE cELLI]LE DE BRYoPTIyTE

L'observation des bryophytes tant en microscopie optique qu'en microscopie électronique

à transmission (MET) permet de preciser I'ultrastrucûre de la cellule et de sa paroi e,n particulier.

La coloraûon des lames au rouge ruthenium permet de distinguer à la fois sur les coupes

de tige et sur les coupes de feuille trois structures composants la paroi cellulaire visualisees par

trois couleurs diftrentes (Figure 5-15). La coloration rouge revèle la prése,nce de subsance

pectique dans la composition de la paroi. On retrouve cette coloration pour la majoriG des

cellules composants les tiges et les feuilles. On remarque cependant sur les cellules périphériques

de la tige st sur les cellules de feuilles la presence de detrx autres colorations, vert fonçé et vert

clair, traduisant la presence de deux autres couches er<ternes eirglobant la première. La coulzur

verte révèle en fait la présence de composes qui s'apparentent à la suberine. Cette évolution de la

composition chimique de la paroi de I'inærieur vers l'extérieur pourrait traduire le viellissernent de

cette structure. En effet, I'observation au MET d'une cellule de feuille montre I'existence

ultrastructure filame,nteuse organisees de fuon centrifuge sur la face interne de la paroi, et qui

pourraient être I'amorce d'une nouvelle lamelle parietale en constanûe formation durant la vie de la

cellule (Figure 5-l6a).

L'observation au MET met aussi en évidence les trois couches distingue€s e,n microscopie

optique en permettant en plus de visualiser leur arrangement structurel (Figure 5-l6b). De

I'interieur vers I'exterieur, on distingue trois structures. La couche pectocellulosique inærne

coloree en rouge, appelee lamelle secondaire, est organisee en strates ceirtifirges. Elle correspond

probablenreirt à la partie la plus jeune de la paroi. La seconde couche, partie plus agæ de la
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paroi, appelee lamelle pimaire, est organisée en strate circulaire. La limite entre ces deux

couches n'est cependant pas toujours évidente à distinguer. Les deux lamelles primaires de deux

cellules voisines se soudent formant un espace intercellulaire, espac€ très bien visualisé sur les

coupes de ûge (Figure 5-l6c). On distingue facilement la troisiàne couche, la plus externe,

appelee lamelle qiterne. On la remarque aisément par sa couleur très électrodense. Il semble que

I'on n'observe cette troisierne structure que sur les cellules péripheriques de la paroi et sur les

cellules de feuille.

V-34 LOcALSAIoN ET REPARTITIoN DUcI.[\IRE DANS LAPIANTE

Des échantillons de mousses prélevés à la fin des phases d'exposition et de relargage ont

e,nsuite éæ observés au microscope selon diftrentes techniques.

l,a première d'entre elles permet, grârÆ à I'acide rubéanique, de localiser sur une coupe

transversale les sites où le cuiwe est present. Sur les echantillons de feuilles et de tiges temoins,

cette méthode histochimique ne permet pas d'observer le métal. Par contre, des grains nofuâtres,

caractéristiques du précipite formé par le complexe Cu - acide rubeanique, sont observés sur les

coupes de tige issues à la fois des echantillons collecæs à la fin des phases d'exposition et de

relargage (Figure 5-17).Cependant, on ne remarque pas ou tres peu de métal à la periphérie de la

tige, dans les parois celluliaires directsm€nt en contact avec le milieu d'exposition. On a égalunent

beaucoup de diffiçu1t€s à distinguer du cuiwe sur les coupes transversales de feuilles.

En parallèle avec la technique histochimiçe, des coupes tran-sversales de feuilles sont

aussi observées en microscopie élechoniçe à transrnission (MET), qui, couplé à I'analyse X

(JEOL JEM 100 CX), permet de localiser plus precisement le métal dans la paroi et dans les

différents organites de la cellule. L'observation simple des coupes ultrafines ne permet pas de

distinguer des corps électroniques denses traduisant la presence d'agglomérats oontenant des

éléments lourds (Mouve! 1984b; Satake et Miyisaka 1984). L,a multipliciæ des analyses X

effectuees alors au hasard dans la paroi et dans la cellule n'a pas permis de detecter la présence

du métal.

Plusizurs hypothèses peuvent expliquer I'absence de reponse positive par cette technique.

Même si les concentrations en cuiwe dans l'échantillon sont de I'ordre de 700 pg g-r, les teneurs

en cuiwe sont à l'état de trace comparees aux tsneurs des élem€rrts légers (C, O, N, P, S, Cl) qui

constituent plus de 90'%o de la masse de I'echantillon. Le reste est essentellement constitué de

cations majeurs (Ca Mg, K Na) dont la présence n'est déjà pas sysæmatiquemeirt detectée à

chaque analyse. De plus, que ce soit par histochimie ou par microanalyse X, la preparation des

coupes, consistant en une sucæession d'étapes de déshydratation et d'imprégnation, pourrait
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favoriser une fuite importante de métal accumulé essentiellement dans la paroi. Cette hlpothèse

permettrait notanrment d'expliquer la rarete des grains noirs à la périphérie des coupes de tiges.

Il apparaît. selon les observations au MET, que le cuiwe ne forme pas de précipité

facilement repérable contrairement à d'autres éléments comme le chrome (Mouvet, 1984b), le

mercure (Satake et Miy'isaka, 1984) ou le plomb (Skaar et al., 1973).

Une troisierne technique d'observation et de localisation a été alors employee et qui

consiste à utiliser toujours la même technique d'analyse X mais en employant un microscope

électronique à balayage (MEB, LEICA S 440). L'avantage de cette technique est de pouvoir

utiliser des échantillons de mousses entiers, non traités mise à part une étape de séchage à 60 oC

pendant 24 heures. L'inconvenient est que I'analyse X ne permet pas de distinguer le métal

intracellulaire du metal extracellulaire. En effet, le matériel biologique est très fin puisque

l'épaisseur d'une feuille n'excède pas 15 - 20 pm. La recherche d'éléments traces conrme le cuiwe

nécessite I'emploi d'une tension de 20 keV et un courant de faisceau (débit d'électron) trois fois

supérieure (1300 picoAmpères) au courant employé pour la détermination de la composition

chimique en éléments légers. La repartition du cuivre fournie par cette methode comprend alors

I'inægralité du volume de la feuille analysee sur une section longitudinale. Afin de s'assurer que le

cuivre peut effectivement être deheûé, les échantillons employés jusqu'à maintenant sont

ranplaces par un échantillon de la même espece collecte dans le rejet de la centrale nucléaire de

Nogent-sur-Seine car il contient l0 fois plus de cuivre.

La figure 5-18 represente I'attache d'une feuille sur un rameau. L'analyse X a eté

effectuee sur I'ensemble de la surface représentee à la figure 5-18 en effectuant une série de spot.

Chaque spot correspond à I'analyse d'une surface de I prm2. I-e balayage de I'ensemble de la

surface permet au bout de 3 heures d'obte,nir une image X où les éléments sélectionnés par

I'analyse apparaissent sous forme de pixel plus ou moins sombre. La figure 5-19 montre la

repartition volumique du cuiwe et de I'aluminiunr" deux éléments représe,ntatifs des deux types de

distribution que I'on peut observer. A I'instar de I'aluminium, le fer et [a silice présente une

répanition très hétérogene au sein du volume analysé. La superposition des images X

correspondant à ces trois éléments montre que leur répartition est identique révélant ainsi qu'il

s'agit probablement de précipités de Fe et de silicate d'alumine. Par contre, la repartition des

éléments K, Ca et P est uniforme dans le volume analysé et semblable à celle du cuivre. Cette

observation tend à confirmer lhypothèse selon laquelle le cuiwe est distribué de façon homogene

au sein de la plante, comme peuvent l'être d'autres cations et contrairement à d'autres métaux

comme le plomb par exunple.
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Figure 5-16: Ultrastructure de Mynchostegium riparioides. Coupe transversale de feuille (A;
20000 ), de tige (B; 20000) et visualisation des espaces intercellulaires (méats) dans la tige
(C;x l0000Xtrai t= I  pm).
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V-3-5 DrscusstoN

L'expérience de désorption effectuée à diftrents momcnts des cinétiques d'accumulation

et de relargage du cuivre par Rhynchostegium riparioides a permis de drstrnguer et de suivre

quantitativement trois fractions métalliques. i) une fraction intercellulaire ̂ 4 dont les métaux sont

présents dans les espaces libres de la paroi, c'est-à-dire I'apoplasme, ii) une fraction échangeable

IL correspondant aux métaux adsorbés dans les structures surfaciques de la paroi, iii) une

fraction résiduelle I', difficilement échangeable dont au moins une partie serait localisee dans la

cellule. L'addition des fractions 4 et F"correspond à la fraction réversible, F,* et la fraction F,

est aussi appelee par opposition fraction irréversible Fio* .

Le premier enseignement de cette expérience est que Ia majorité du métal accumulee par

la mousse se présente sous la fraction réversible. La contribution de cette fraction à la quantite

totale de cuiwe accumulee varie en effet de 76 à 92 % durant les phases d'accumulation et de

relargage. Le fait que les fractions Fi etF, soient celles qui sont principalement désorbees durant

la phase de relargage valide leur regroupeme,nt sous le terme de fraction réversible et leur

attribution à une localisation extracellulaire du mÉtial. Cependant, l'évolution quantitative de ces

deux fractions entre la fin de I'accumulation et la fin du relargage montre que c'est la fraction Fe

qui est principalement concernée par le relargage. Or, d'après le protocole de désorption, on

pourrait s'attendre à ce que la fraction intercellulaire soit désorbee plus facileme,nt que la fraction

echangeable. De cstte remarque découle alors I'hypothese selon laquelle I'accumulation et le

relargage se décomposent en deux phases du fait de I'existence de 2 compartiments correspondant

aux fractions 4 et F". Suite à la diminution des concentrations métalliques dans l'eau, la fraction

Fi est désorbee vers le milieu extérieur, consfuuence de I'inversion du gndient de concæ,ntration

entre le milieu environnant et la mousse. Cette fuite de métal entraîne une modification de

l'équilibre des conceirtrations en métal accumulé sous les formes .4 et F" provoquant alors la

mobilisation des métaux fixés aux sites d'échanges (fraction F,) dans I'apoplasme pour se trouver

ainsi dans la fraction 4 avant d'être définitivement relargués. La confirmation d'une telle

hypothèse signrfierait que I'accumulation extracellulaire du métal se décompose en deux phases

du fait de la présence de deux compartiments, I'apoplasme et les structures surfaciques de la

paroi.

La fraction 4 correspond à la fraction de métal désorbee par un simple trempage dans

de I'eau mrnéralisee. Pour les deux lots de mousses collectes in situ avant I'expérience, cette

fraction n'a pas une contribution significative, contrairement aux échantillons prélevés par la

suite durant I'expérience. Deux raisons peuvent expliquer cette absence. La prernière est que

l'échantillon, n'étant pas soumis à une contamination métallique du milieu lors de son

prélèvernent, la fraction 4 n'existe pas ou est trop faible pour être detectee. La seconde
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explication réside dans le fait que seul l'échantillon collecté in situ a subi le protocole de lavage

complet conformément au protocole détaillé précédemment (chapitre II-6-l), les échantillons

prélevés durant l'expérience pour les tests de désorption n'avant subi qu'un lavage succinct à

I'eau distillée. L'application du protocole de lavage (eau déminéralisée sous pression) sur

l'échantillon initial a pu provoquer la désorption de la fraction Fi .Cette hlpothèse mérite d'être

prise en comptc au niveau méthodologique. En effet si chaque échantillon, contaminé ou pas, subi

ce protocole de lavage en entraînant une fuite d'une partie du métal accumulé (fraction F, ),

I'estimation finale d'une contamination métallique d'un cours d'eau à partir des mousses

aquatiques en serait affectée et pourrait se traduire par une souststimation systématique du

niveau de contamination.

La détermination de la fraction résiduelle F, montre que sa contribution à la quantité

totale de métal accumulé par la mousse augmente durant la phase d'accumulation. La révélation

histochimique de cuiwe à I'intérieur de la cellule des mousses exposees au cuiwe pendant 7 et}l

jours tend à montrer que la fraction F,. est, au moins en partie, représentative d'une localisation

intracellulaire du métal. Dans ce cas, la présence sigmficative de ceræ fraction dès les premiers

jours de I'accumulation montre que [a composante intracellulaire de I'accumulation intervient dès

le début de I'exposition. La présence intracellulaire observee en hisûochimie ne se traduit toutefois

pas par une altération de l'astivité photosynthetique de la plante qui n'a pas évolué de manière

signifi cative durant I'expérience.

La contribution de la fraction résiduelle à la quantité totale de cuiwe est surtout

importante dans les échantillons prélevés sur le site de réference, où elle peut constituer jusqu'à

88 % de la concentration totale. La concentration de cette fraction dans les deux lots de mousse

prélevés à 14 jours d'intervalle sur le site de réference est de 16 + I pg g-t, *n*ntration proche

du niveau de réference défini par Mouvet (1986) égale à 19 pg g'1. Cette fraction pourrait être

alors le reflet de la concentration physiologique de la plante, pour laquelle le cuivre est un oligo-

élément (Proctor, 1990; Welch, 1995).

A la fin de la phase de relargage, la contribution de la fraction résiduelle à la quantité

totale de cuivre présente dans les mousses est de plus de 20 o/o, que les échantillons aient été

exposés au métal 7 ou 2l jours. Il est probable que la prolongation de la phase de relargage

entraînerait une contribution encore plus importante de cette fraction du fait de la poursuite du

relargage de la fraction réversible.

La désorption chimique du cuiwe permet une quantification de la fraction 4. Cependant,

même si l'étude de la répartition cellulaire du cuivre montre qu'une partie est localisée dans la

cellule, rien ne permet de conclure que I'integralité de la fraction ^4 se trouve à I'intérieur de la
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Figure Al8: Attache d'une feuille sur un rameau de Rhytchostegium riparioides séché en
microscopie électronique à balayage (surface analysee pour I'image X).
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cellule. A I'inverse, le fait d'avoir mis en évidence une localisation intracellulaire du cuivre fournit

une explication quant à I'accumulation irréversible d'une partie du métal. On observe aussi à la

fin de la phase de relargage une diminution quantitative, non seulement de la fraction réversible,

mais aussi d'une partie de la fraction résiduelle. Cela signifie que, si cette fraction correspond à la

localisation intracellulaire du métal, il existe un mécanisme d'excretion du métal de la cellule vers

le milieu extérieur, impliquant que la cellule ne reste pas inactive face à I'agression que constitue

un enrichissement en métal supérieur à ses besoins. Cela peut signifier aussi, et cela est plus

probable, qu'une partie de la fraction Ii se partage entre le milieu intracellulaire et les structures

surfuciques de la paroi.

V.3-5 CoNcLUSIoN

La mise au point puis I'application d'un protocole de desorption du cuiwe à différents

momeirts d'une cinétique d'accumulation-relargage permet de mieux compre,ndre et de formuler

des hypothèses relatives aux mécanismes d'accumulation des métaux. Læs quantiæs de cuivre

accumulees par I'organisme sont divisees en 3 fractions, Fi , F" et F, , chacune d'entre elles

correspondant à la localisation.du métal dans un compartiment. Ainsi, les fractions ,4 û Fn

représentent respectivement le métal présent dans I'apoplasme et adsorbé dans les structures

zurhciques de la paroi, l'addition des deux fractions (F,* ) correspondant à une localisation

extracellulaire du metal. En accord avec la littérature consacree à ce sujet, cette fraction

représente quantitativement la part la plus importante du métal accumulé par la mousse, au moins

80 %o. La troisiàne fraction F, pourrait correspondre à une localisation intracellulaire du métal.

Cependant, même si I'observation histochimique révèle la présence de métal dans la cellule, on ne
peut attribuer quantitativernent I'intégralité de cette fraction au compartiment intracellulaire. De

I'existence de 3 compartimerûs decoulent 3 étapes distinctes lors de I'accumulation comme lors

du relargage. L'accumulæion du metal se ferait alors par l'établisserne,lrt d'un gradient de

diffirsion entre les diftrents compartiments lorsque le milieu extérieur est contamine. Læ

relargage se produit par simple inversiqr de ce gradient lorsque le milieu n'est plus contaminé.

Néanmoins, ce schéma simplificateur ne tient pas compte des diffërents mécanismes permettant

au métal de passer d'un compartiment à I'autre. Par exemple, le suivi de la fraction F, au cours

du temps montre, qu'une fois accumulee, le métal associé à ceae fraction n'est pratiquement pas

relargué, signifiant par la même que I'existence seule d'un gradient de concentration comme

mécanisme d'accumulation n'est pas une explication suffisante.
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ChaPitre VI:
Optimisation de la méthode des mouss€s aquatiques pour

VI-l INrRonucrIoN

L'analyse des métaux dans les mousses aquatiques permet, par I'identification et la

localisation de rejets, une évaluation descripive et par I'emploi des grilles de qualite, une

évaluation semiquantitative de la contamination métallique du milieu. Or, la relation existant

entre le niveau d'exposition en métal dans I'eau et les concentrations observees dans les mousses,

observee tant €n laboratoire que sur le terrain, permet d'envisager une utilisation encore plus fine

de ces organismes, où les quantités accumulees seraient directement reliees à la teneur moyenne

d'exposition. L'obstacle majeur à une ælle relation est l'int€rde,pendance des cinétiques

d'accumulation et des parametres physiques et chimiques conditionnant la disponibilite du

micropolluant pour les mousses. En effet, plusieurs paramètres influençant la spéciation des

métaux (pH, présence de matières organiques, de matières en suspension, d'ions competiteurs

pour les sites d'adsorption) mais aussi des paramètres physiques cornme le débit (Chapitre IV)

sont susceptibles d'affecter les cinetiçes d'échanges des métaux à I'interhce eau-bryophytes.

Darrs le cadre du programme engagé avec la Direction des Etudes et Recherches de EDF

(EDF-DER), oefiE partie des travaux est la mise au point d'une méthodologie visant à une

interprétation quantitative de la micropollution méûallique à partir des mesures dans les mousses.

La motivation d'un tel programme est de fournir un outil permettant d'évaluer I'importance de la

contamination métallique liee aux rejets des eaux échauftes des Centres de Production Nucléaire

(CPN). Le programme doit repondre à deux objectifs principaux, d'une part, la mise au point

d'un outil mathématique décrivant les echanges de métaux à l'interfrce eau-bryophytes en

fonction des te,neurs d'exposition, et d'autre part, la mise au point d'une méthode permettant

I'emploi des mousses en s'aftanchissant de certains parametres qui influencent les cinétiques

d'accumulation et de relargage des métaux par les mousses aquatiques.

L'outil mathématique a éte initialement développé pour le cuiwe à EDF-DER (t) à partit

de scenarios de pollution simulés en laboratoire et dont les résultats ont eté publies (Clavei et al.,

lgg4). La recherche d'une méthode visant à placer les mousses dans un e,nvironnemeirt contrôlé

(r) P. Ciftoy, Ingénieurrchercheur (EDF-DER, 6 quai Watier, 78400 CHATOU)
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s'est traduit par l'élaboration d'un module expérimental développé au CREUM. Une troisième
phase a consiste à évaluer la méthode in situ afin de valider le modèle mathématique proposé et
de tester I'efficacité, la fiabilité du module ainsi que son apport pour la méthode. Cette étape s'est
faite dans le cadre du programme du suivi et d'évaluation des rejets métalliques des CPN mené
par EDF-DER(t) dans lequel le CREUM a été associé sur trois sites, à Cattenom (Moselle),

Dampierre (Loire) et Nogent-sur-Seine (Seine).

vl-z Dnver,oppEMENT DtuN MoDELE MATHEMATIeuE DECRTvANT LEs
RELATIONS DIECHANGES A L'INTERFACE EAU-BRYOPHYTES

W-2.2 TImonn DU MODELE

La theorie du modèle est basee sur la connaissance des mécanismes d'accumulation des
métaux par les bryophytes exposés précédemment (chapitre t-3-5 et I-3-6) et sur les

enseignements trés des expériences sur la localisation cellulaire des métaux (Chapitre V). Ce
modèle descriptif des phases d'accumulation et de relargage des métaux par les mousses repose

sur I'hlpothèse d'une accumulation qui résulte d'abord d'une adsorption réversible sur les

structures surfaciques de la paroi suivie d'une diffirsion possible du polluant dans la cellule. Ces
hypothèses permettent d'établir le schéma réactionnel suivant:

k ,

Mr+ u,-!4t t, (6-l)

où M4 est la concentration (pg L-') en métal dissous disponible pour les siæs d'adsorption, M,
représente le complexe métallique formé par le métal fixé aux structures surfaciques de la paroi.

La concentration s'exprime en considérant la quantite de métal fixee par grarnme de mousse (pg

g-t p.s.).M; représente la fraction de métal localisee à I'interieur de la cellule (pg g-t p.s.). k1, k-1

etk2sorrt respectivement les constantes cinétiques pour les réactions d'adsorption 1l g-t hr;, de

désorption (ht) 
"t 

d'absorption (h'r)- L'éventualité d'une excrétion du métal intracellulaire vers

I'extérieur de la cellule n'est pas envisagee dans le modèle car elle n'a jamais éte mise en évidence.

Cependant, I'existence d'un tel phénomène ne se traduirait probablement par un flux de métal

suffisamment important au regard du phenomene principal, c'est-àdire I'adsorption

extracellulaire. Ainsi, I'accumulation intracellulaire de l'élément est consideree comme

irréversible.

(2) 
R"rponsable: D. Vazelle, Ingénieur (EDF-DER, même adresse)



153

Le développement du modèle est basé sur les hlpothèses suivantes: i) chaque réaction

obéit à une cinetique d'ordre l, ii) la croissance de la mousse est considéree comme négligeable

durant la période d'utilisation, iii) les sites de fixation ne sont pas saturés.

L'équation (6-1) ainsi que les hlpothèses précédemment évoquées permettent d'exprimer

(Mt) etMù en fonction du temps:

4? = k,(M)- (k, + kz)(M")

et:

ry=k'(M")

4P = k,(M ) - (k-, + k,)(t4)

et

Y=*,(M")

Comme les equations (6-2) et (6-3) sont susceptibles d'être utilisees sur des périodes

variant de quelques heures à plusieurs jours, elles peuvent être simplifiées en considérant les

valeurs moyennes de ces variables:

(6-z)

(6-3)

(64)

(6-5)

où Â t, est le temps, en heures, separant deux echantillonnages de mousses collectees à ti et tia1,

(4), la concentration moyenne de métal dissous biodisponible présent darn I'eau, a (U,),U

concentration moyenne de métal adsorbé dans la paroi entre ti et tiLr 1.

Les valeurs 
" 

(MJ sont estimees par:

7r) =(M")',*,:(M")" (6-6)

où (Ms)ri et (Mùn+I représentent les concentrations métalliques adsorbees à q a ti,,1

respectivement.
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A partir des équations (6-5) et (6-6), l'équation (6-4) peut aussi s'écrire de la façon suivante :

(M"),,*, *(M"),,
(6-7)

où A(Mr) + (Mùl est la différence de concentration en métal dans les mousses entre ti et ti',1.

A partir de l'équation (6-7), (Mitu 1 peut être exprimé en fonction de (Mt)6:

(M,),,u (6-8)

Le modèle est basé exclusivement sur I'emploi de

concentratiors en métal dans les échantillons collectés sur

considérees cornme négligeables :

M) t i : 0pou r i=0

mousses transplantees. Ainsi, les

un site de réference peuvent être

(6-e)

*(k-,-qVù\%
(6-10)

kl

VI-2-2 DETERT',M{ATION DES CONSTANTES DE CINETIQI]E

Expërience de laboratoire

Un lot de I'espèce Rhynchostegium riparioides est collecæ sur un site de référe,nce. Après

avoir eté préparées selon le protocole déjà décrit, les mousses sont placees dans quatre unités

expérimentales. Celles-ci sont contaminees en continu pendant 168 heures par une solution de

cuivre aux concentrations de 40, 80, 160 et 320 Fg L-t. La phase d'exposition au cuiwe est suivie

d'une phase de relargage qui dure 240 heures. Le protocole expérimental est similaire à celui déjà

(M,))+
Lt

nl{u,.I

A partir des equations précédentes, la concentration moyenne en métal dans I'eau (r r),

exprimee en pg L-r, peut être maintenant calculee:

/ - \  |,r,r=l
(M,),,*, - (M,),,

N

(M ,),,*, - (M "),, _ nl(u ") + (tnt,)l _ o
Lt Lt 

'"2



fr, = [:L.
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développé pour les expériences sur la température, la vitesse du courant et la localisation

cellulaire. Plus de détails sont disponibles ailleurs (Claveri et al.,1994).

Principe de calcul des constantes k1,, h et kz

En théorie, l'évolution du niveau de contamination en métal dans les mousses, noté (Ms)
+ (Mù, pendant les phases d'exposition et de relargage peut être décrite par les cinetiques
présentees à la figure 6-1.

La constante d'adsorption, k1, peut être estimée au début de la phase d'exposition au
métal (ts),lorsque les phénomènes de désorption et d'absorption pzuvent être considérés comme
négligeables. Les equations (6-a) et (6-5) peuvent alors être simplifiees:

(6-l l)

otr Ma\ représe,lrte la conce,ntration moyenne en métal dissous biodisponible dans I'eau entre tp et
ti, L(M)+(M), la variation des concentrations en métaux dans les mousses entre ts d. ti,.

La constante de désorption" k-1, peut être estimee en considérant l'évolution des
concentrations métalliques dans les mousses au début de la phase de relargage, entre t'6 et t'i
(Figure 6-l). En se basant sur les equations (64) et (6-5), k-t peut être calculé à partir de
I'equation suivante:

l ç ,=

k,(M)-ltI<u,>+<u'>l]f t t \ t v r d ,  

I  
f , _ f ,  

) (6-r2)
(î,)

.O (04) représente la concentration moyenne de la fraction biodisponible du métal dissous

présent dans I'eau entre f'o et t'i ) Ms),la conce,ntration moyenne e'n metal qui reste adsorbee sur

les structures surâciques de la paroi cellulaire entre t'o Et t'i et L[Mù+(Mù], la variation de

concentration en métal déterminee dans les mousses ertfre t's et t'i .

(Ms) peut être estimee à partir des conce,ntrations en métal observees dans les mousses,
(M)+Mù.En effeL la concentration en métal adsorbæ, (M), à t'0 est par définition inférieure à

la conceirtration totale en métal det€rminee dans les mousses, M)+Mi\:

tf{u" (M,))+
Lt

1t
l

.l(M,) *(M,)1,,0(M,)ro (6-13)
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tb

Temps

Phase d'exposition Phase de relargage

Figure 6-1: Evolution thérorique des conceirtrations en métaux dens les mousses lors d'une phase
d'expositon au métal suivi d'une phase de relargage.
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En outre, la phase adsorbée dans la paroi cellulaire (M) est considérée, selon les

hypothèses du mdèle comme la seule réversible. La totalité du métal relarguée à l'issue de la

phase de relargage peut alors être considérée comme appartenant à la fraction adsorbée. On peut

alors établir:

(M,)ro (6-14)

En procédant de la même manière pour (Mr)t5 , on obtient une fourchette de valeurs possibles

pou. (rrz"),

I@ ) * (M,)1,,, - [(lrz" I * (M,)1,,, . (r,) .l(t"t ") * (M,)1,, o (6-ls)

Les valeurs limiæs 
" 

(t"), introduites dans l'équation (6-12), permetûent de deduire

une g;amme de valeurs pour È-1. La constante kt etarft connue et les bornes de È-r étant définies,

la valeur probable de k4 et k-2 peut être obtenue en comparant les concentrations moyennes en

métal dans I'eau calculees et observees. Iæs valeurs de k-t et kz retenues sont celles pour

lesquelles la somme des carrés des écarts entre les concentrations calculees et observées est

minimale.

Calcal des constantes cinétiques

Les principales caractéristiques physiques et chimiques du milieu d'exposition sont

résumees dans le tableau 6-1.

L,es concentrations moyennes en Cu dans les quatre unités expérimentales durant la phase

d'exposition sont de 42, 82, 178 et 340 pg Lr. [æs variations temporelles des concentrations

d'exposition sont inferieures à 5 %. Des 4 concentrations d'exposition résultent 4 cinetiçes

d'accumulation du cuiwe par les mousses (Figure 6-2). Après I'arrêt de I'apport de métal, les

concentrations en Cu dans les uniæs expérimentales diminuent pour atteindre, en 3 heures, le

niveau de concentration de I'eau de distribution. La conceirtration moyenne en cuiwe dans le

milieu durant la phase de relargage est de 3 + 2 pg L-t. De la phase de relargage résulte 4

cinétiques (Figure 6-3).

Les trois constantes cinétiques kt, k-t et Èz sont calculees pour chacune des 4 cinétiques

d'accumulation et de relargage. Comme il n'y a pas de corrélation significative entre les

concentrations d'exposition en Cu et les 3 constantes, ces dernières peuvent être moyennees

(Tableau 6-2).

' [(M") + (M,)1,, o 
-l@ 

") * (M,)lr,
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Figure 6-2: Cinetiques d'accumulation du Cu par Rfunchostegium riparioides selon la concentration
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Tableau 6-1: Principales caractéristiques physicorchimiques du
milieu d'exposition

Paramètres Unité Moyenne Ecart-type

pH

Température

Ca

Mg

Na

K

NO:

SOc

cl
HCO3

o c

mgL-r

mgL-r

mgLr

mgL-r

mgLr

m g  L r

mgL"

mg rt

'7.8

to.7

105

l l

5

I

27

4 l

22

27s

1.0

0.6

29

I

I

I

I

3

I

4

66

66

54

54

54

54

54

54

54

54

Tableau 6-2: Valeurs des constantes cinétques pour chacune des 4
cinétiques d'accumulation. Corrélaton (r) entre les concentrations
d'exposition en cuivre durant la phase d'exposition et les valeurs des
constantes cinétiques

Constantes Unité Concentraton d'exposition en Cu (pg L-t) Movenne

t7842

k1

k-1

k2

I g-t h"

h-r

h-r

0.200

0.045

0.009

0.250

0.046

0.010

0.220

0.062

0.008

0.210

0.059

0.008

4.21

o.2l

4.59

0.220

0.053

0.009

VI-3 DrcvuoppEMENT D'uN MoDULE ExpERTMENTAL

VI-3-l lvrnooucnoN

La méthode des transferts, utilisee essentiellement en I'abse,nce d'échantillons
autochtones, présente I'avantage de pouvoir comparer des résultats obte,lrus sur un lot homogène
d'une même esÈce selon un même protocole. Elle foumit une évaluation de la contarnination
metalliçe récente, excluant par exemple les artefacts liés à la persistance d'une fraction
métallique résiduelle dont I'origine serait une contamination du milieu anterieure à l'étude.
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L'application du protocole de lavage (chapitre II-6-1) avant le transfert des échantillons sur les

stations d'étude permet aussi d'extraire une bonne partie des matières exogènes, sources d'erreur,

et de vérifier la qualité du matériel biologique.

Cependant, l'utilisation de cette méthode n'est pas sans inconvénient. Le principal

problème rencontré par les utilisateurs de cette méthode est I'effet négatif des MES, qui, en

s'incrustant entre les mailles des paniers de mousse, sont à la fois responsables d'un effet abrasif

sur les feuilles et d'un cohnatage progressif des paniers, réduisant alors le contact entre Ie milieu

et la mousse. Lewis (I973a et b) a révélé I'importance de ce parametre dans la repartition de

I'espèce Rhynchostegium riparioides le long d'un cours d'eau et de son effet sur la reproduction et

le développement de la plante.

D'un point de vue analytique, I'incrustation des MES dans la plante pose aussi des

problànes lors de la détermination des concentrations métalliques qui peut être entachee d'erreur

lorsque le pourcentage de résidu, critère de propreté de I'organisme (Mouvet, 1986), est trop élevé

(Figure 24, chapitre II). Afin de remédier à ce problème, il est alors conseillé de surveiller l'état

de propreté des paniers durant I'expérience et d'assurer un lavage rigoureux" conseil difficile à

suiwe in situ car il necessiæ plusieurs inûerventions (au lieu de 2, au début et à la fin de

I'exposition). Par ailleurs, un lavage trop vigoureux peut conduire à une déterioration du matériel

biologique. La déærmination du pourcentage de résidu sur des echantillons de mousses transferés

lors d'une expérience où était prise en compte la vitesse du courant montre que, lorsque ces deux

parametres sont mis e,n relation, le risque d'erreur lié aux résidus est d'autant plus grand que la

vitesse du courant de la station où sont collectees les mousses est importante (Frgure 64). Si I'on

considère en plus les résultats obtenus au chapitre [V relatif à I'influeirce de la viæsse du courant

sur I'accumulation des métaux par les mousses, il apparaît que ces deux facteurs, la charge en

MES et la vitesse du courant, ont un effet perturbateur important.

Ces deux facteurs ont gurdé la conception d'un module expérimental, dont l'objectif

principal est de permettre des conditions d'immersion homogène d'une station à l'autre mais aussi

d'oftir un support à des inærventions plus complexes sur la physico+himie de I'eau (ex:

regulation de la température) si le besoin s'en fait ressentir. La conception de ce dispositif

s'inscrit dans un contexte particulier, celui d'une utilisation prévue sur les siæs de production

nucleaires d'EDF. Ceux-ci se caractérisent en effet par une grande amplitude des variables telles

que la température de I'eau, la charge en MES et la vitesse du courant aux stations détudes

généralement suivies (amont et aval des rejets, rejets, stations internes à la centrale).
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W-3-2 PRlicPE

Il s'agit de développer un système pouvant être utilisé in situ et permettant de placer les

mousses dans un environnement où certains paramètres influençant de façon significative les

cinétiques d'accumulation pourront être, sinon maîtrisés, au moins mesurés. Le système doit ainsi

permettre d'obtenir que certaines des conditions d'exposition des mousses soient reproductibles

d'un site à I'autre.

L'objectif premier du système est d'obtenir des conditions hydrodynamiques stables et

d'éliminer autant que possible les matières en suspension. [æ dispositif est constitué de deux

parties principales. La première d'entre elles est constituee d'un décanteur facilitant la

précipitation des matières en suspension. Le décanteur est alimenûe e,n eau de f4on continue par

I'intermediaire d'une pompe dont le débit peut être régulé. La seconde partie, placee à I'aval du

décanteur, est formee d'un bac d'immersion des mousses dans lequel le milieu d'expositiorl

préalablement décanté, est introduit par surverse pour être repris ensuite par une pompe

ceirtrifuge dhomogénéisation selon le même principe que celui développé en laboratoire.

VI-3 -3 CenacreRIsrIeIJES TECHMQIIES

L'alimentation en eau

L'eau est prélevee dans le milieu (cours d'eau, rejet industriel) par une crepine raccordee

par un tuyau à une pompe péristaltiçe à galet dont le débit peut être ajusté entre 0 st 5 I min-'.

Cette pompe placee dans un compartiment étanche sous le décanûeur (Figure 6-5) alimente le

décanteur en continu au débit fixé.

Le décanteur

Le décanteur est composé de deux parties, le systerne de décantation proprement dit et, en

amont, un compartimart réceptionnant l'apport de milieu. Les deux sont séparés par une paroi

ouverûe en fond de bac permettant I'alimentation en eau par le fond et unpêchant les turbulences

provoquees par I'arrivee de I'eau ce qui gênerait I'efficacite de la decantation (Figure 6-5). Læ

principe du décanteur est basé sur les dispositifs d'élimination des matières en suspension utilisés

dans les stations de traiæment de l'eau.

Les particules en suspe,lrsion dans le milieu liquide, soumises à deux forces, la force

gravitaire et la force liee à la viscosité de I'eau, décantent à une vitesse I/5. Dans un décanteur, où

les particules ne sont pas au repos, seules peuve,nt décanter les particules dont la viæsse de
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Viæsse du courant (m s'')

Figure 6-4: Pourcentage de résidu en fonction de la viæsse du courant des stations dans
lesquelles les mousses ont eté transplantees pendant 9 jours.
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sedimentation (Zs) est supérieure à la composante verticale de la vitesse ascensionnelle de l'eau

(V). Cette dernière peut être calculée selon l'équation (6-16):

V q = Q l S (6-16)

avecVs,la vitesse ascensionnelle de I'eau en m h-r, Q,ledébit d'eau en m's-t et S, la surface

solide en contact avec I'eau (m2). Lors du dimensionnement d'un décanteur, Vo est généralement

fixée à une valeur n'excédant pas 2 m h-r, valeur maximale nécessaire pour obtenir un rendement

de décantation d'au moins 50 %. Les restrictions de surface au sol et les gros débits à traiter dans

une station d'epuration ont motivé la conception de décanteurs lamellaires, principe dont est

inspiré le décanteur du module expérimental. Il s'agit dans un espace défini, pour une valeur de

Vo et undébit fixé, d'augmenter le rendement de décantation par I'augmentation de la surface de

contact. Celle+i est obtenue par I'ajout de lames dans le décanteur. Inclinees selon un angle cr.

Les lames ainsi introduites permetûent à la fois d'augmenter la surface de decantation et de

faciliær le glissement par gravite des agrégats de matières en suspension vers le fond du

décanæur. La composanûe de la viæsse ascensionnelle de I'eau devient alors:

Va=Q/ .Sxcos (c r ) (6-17)

Six lames ont éte introduites dans le decanteur et inclinees selon un angle ct de 45o. La

surhce de contact des lames avec le milieu qui est de 0.52 mt ce qui permet en theorie

d'appliquer un débit de 2 I min-t pour une valeur de Vct de 2 m h't et d'obtenir un abattement de

50 % des M.E.S.

Le bac d'immersion

L'eau décantee se déverse, par graviæ, dans le bac d'immersion des mousses par

I'intermediaire d'un reservoir place en fond de bac. Une pompe centrifuge (6 I min-t) assure la

circulation et I'homogéneisation du milieu en prélevant dans le réservoir et en redistribuant I'eau

par une crepine couvrant le fond du bac. Un panier de maille 5 x 5 mm en forme de cube est

entièrement immerge dans le bac assurant ainsi uno immersion compl*e et permanente des

mousses (Figure 6-5).

L' ali me ntation é le ctri que

Elle est assurée par un branchemmt sur le secteur (220 V), les stations EDF se situant

souvent à proximité d'une source électrique.
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Figure 6-5: Schéma^ du module expérimental. o: arrivee d'eau; O:decanteur lamellaire; 6l: bacd'immersion; O:fenêrre; O: débitmetre; q no*ne- p.ri"t"ttiqur; O: pompe centnfuged'homqgenéisation; @: trop-plein; O: lames; b, griUage. 
'- r-
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Néanmoins, deux possibilités ont eté envisagées pour que le module puisse fonctionner

indépendamment d'une source de 220Y. La première consiste à utiliser un circuit 12 V, alimenté

par 4 batteries de 6 V mises en parallèle deux à deux. Une expérience sur le terrain, dont les

résultats ne sont pas détaillés dans ce document, a permis de kster le dispositif. Les 4 batteries

peuvent être rangées dans le coffie de protection sous le décanteur en même temps qu'une pompe

fonctionnant sur 12 V. En comptant sur une capacité de 520 A h-1 (donnee constructeur) et en

tenant compte d'une décharge n'exédant pas 80 o/o, I'autonomie espérée lors de cette expérience

était de 700 heures maximum (consommation de la pompe utilisee 0.5 A h-t). On peut neanmoins

estimer l'autonomie du module en fonctionnement continu à 10 jours, pour des températures

extérieures inferieures 15oC et pour une consommation inferieure à I A hr.

La seconde option, qui n'a pas eté développee, est de fonctionner sur 220 V à partir de

batteries de 6 V, et ce, grâce à I'emploi d'un convertisseur de courant. Cependant, outre les

problèmes de sécurité liés à I'utilisation d'un voltage élevé, I'autonomie se trouve largeme'lrt

amputee par ce systeme et chute à moins de 4 jours. Celle-ci pourrait être neanmoins compensee

à I'aide de deux modules photovoltaiques (50 W-3 A pour I kW m-2, donnee constructeur), st sn

utilisant les pompes de manière discontinue afin de favoriser la recharge des batteries.

Le coffre de protection

L'ensemble des constifuants du module, à l'exception du tuyau de pÉlèvement et de la

crépine, est installé dans un cofte de protection fennant à clé dont le dimensionnemsnt (Long.x

larg. x Haut. = 1100 x 500 x 500 mm) permet le transport par une seule personne (Figure 6-6).

Le cofte est divisé en deux parties, la première, étanche, situee sous le décanteur, permet le

rangement du materiel électrique. Une fenêtre en plexiglass à la verticale du bac d'immersion

permet le passage d'une partie de la lumière solaire. Deux fenêtres laærales grillagees assurent

l'aération du coffie.

VI-4 Eval,uerloN DE LA CONTRIBUTIoN DE REJETS INDUSTRTELS

VI-4-I INTRODUCTION

Les centres de production nucléaire (CPN) sont soumis à un suivi et à une reglementation

très stricte de leurs rejets radioactifs. Par contre, l'importance des rejets métalliques et leur

impact sur le niveau de contamination des cours d'eau utilisés pour le refroidissernent des

centrales est moins connu. Le départeme'nt Environnement de EDF-DER a développé un

progr:lmme visant à une meilleure évaluation de la contamination métallique au droit des CPN.
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Figure 6-6: Module expérimcntal. Vuc d'cnsemblc et détail du nouvcau décantcul' (r,ersion 1995)
constitué de lames ct d'ure stmcture en nid d'abeille.
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Dans le cadre de ce programme, le CREUM a été associé trois fois lors des campagnes des CPN

de Canenom (Mai 1993), de Dampiene (Juillet 1993) et Nogent-sur-Seine (Novembre 1993).

L'objectif est de quantifier I'apport métallique des rejets d'eaux échauffées provenant du circuit

de refroidissement des centrales et d'évaluer leur impact sur le niveau de contamination des cours

d'eau dans lesquels les eaux échauffées sont rejetées.

Pour atteindre cet objectif, 3 méthodes d'évaluation ont eté utilisées:

- I'analyse des concentrations en métaux dans l'eau;

- l'analyse des concentrations en métaux dans des mousses transplantees;

- I'estimation mathématique des teneurs en métaux dans I'eau à l'aide du modèle mathématique.

L'utilisation de ces 3 méthodes en parallèle a également d'autres buts. La connaissance

des concentrations métalliçes dans I'eau doit permettre de vérifier la pertinence de I'information

foumie par l'analyse des mousses et par le calcul mathernatique des concentrations d'exposition.

Ces trois campag1res sont également l'occasion de tesûer le module expérimental mis au point

précédemment tant au niveau de son fonctionnemeirt qu'au niveau des informations qu'il est

susceptible d'apporter. Les tests ont eté effectués exclusivement dans les rejets en parallèle avec

les autres méthodes. Il est en effet indispersable de pouvoir comparer I'information fournie par

un nouveau dispositif à l'information donnee par des méthodes classiçes.

W- 4.2 ROTOCOLE DGERIMENTAL

Sites et stations d'énde

Les trois sites sont le CPN de Cattenom sur la Moselle, le CPN de Dampierre sur la

Loire et le CpN de Nogent sur la Seine. Pour chacun des trois sites, trois stations sont

sélectionne€s, la station amont au niveau de la prise d'eau de la centrale, une station aval installee

à une distance suffisante du rejet afin de garantir le mélange des eaux echauftes aveæ le milieu

récepteur, et une station situee dans l'ouvrage de rejet de la centrale' La duree de chaque

campagne est de 10 jours sauf à Dampierre où elle est de 9 jours. pans le cadre du progriunme

associant EDF-DER au CREUM, seuls les résuttats concemant les rejets sont dweloppés dans ce

chapitre.

Suivi des concentrations métalliques dans l'eau

Sur chacune des stations sélectionnées, un préleveur automatique permet par une

fréquence d'échantillonnage de 2 heures d'obtenir des echantillons moyens sur 24 heures. Le
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dosage des métaux avant et après filtration à 0.45 pm (acétate de cellulose, Sartorius) permet la
détermination des teneurs en métal totar et dissous sur un échantillon moyen de 24 heures.

Suivi des concentrations métalliques dans les mousses

Sur chacune des trois centres de production nucléaire sont implantees, dans des paniers
maillés, des mousses aquatiques de I'espèce Rhynchostegium riparioides collectees pour les trois
qtmpagnes sur le site de Commercy (Meuse). Un échantillon provenant de Commercy esr
conservé au laboratoire en début d'expérience afin de determiner les concentrations en metaux
avant exposition. Les échantillons de mousses dans les rejets sont collectes:
- pour Cattenom après 72, 168 et 240 hzures;
- pour Dampiene après 72,168 et 216 heures:
- pour Nogent après 72,168 et 240 heures.

C ondi ti ons d' uti li s ati on du modu le expé ri menta I

Pour chaque campagne, environ 80 g frais de mousse sont introduits dans le bac
d'immersion. Les échantillons sont collectes:
- pour Cattenom après 24, 48,96, 168 et 240 heures;
- pour Dampierre après 24, 48,72,96, 168 et216 heures;
- pour Nogent après 24, 48, 72, 9G, 168 et 240 heures.

Un préleveur automatique dont la crepine de prélèvement est placee dans le bac
d'immersion permet un echantillonnage journalier de I'eau selon une frequence identique à celle
apphçee pour les autres stations.

L€ débit d'amenee d'eau dans le décanteur est fixé à 0.5 I min-t.

Suivi de la physico-chimie du milieu

Iæ pH" la conductivité, I'oxygène dissous, la température ainsi que les anions et cations
majeurs sont suivis quotidiennement aux trois stations ainsi que dans le module expérimental.

suivi des concentrafions en métattx dans les matières en suspension

Les matières en suspension ont éte collectees dans les rejets de façon ponctuelle par
centrifugation de I'eau pendant 8 heures. Celles-ci ont eté également récoltees en fin d'expérience
dans le décanteur du module expérimental.
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Statistiques

Les différences de valeurs pour ce qui concerne les paramètres physico-chimiques et les

concentrations métalliques d'exposition observées entre le module et le rejet sont mises en

évidence par le test r de Student.

VI-4-3 RESTILTATS

Physico-chimie des reiets

Les trois rejets étudiés ont fait I'objet d'un suivi physico-chimique dont les principaux

résultats sont donnés dans le tableau 6-3.

Tableau 6-3: Principales caractéristiques physicorchimiques (Moyenne
+ ecart-type; n = l0) des eaux de rejet de Cattenom, Dampierre et
Nogent

Paramètres Unité CATTENOM DAMPIERRE NOGENT

Moyenne Ecart Moyenne Ecart Moyenne Ecart

pH

Température

Oz di*o*

Conductivité

Ca

Mg

Na

K

NOr

SO+

cl

COr

HCOr

o c

mgL-r

pS crrr

mgL-l

mg L-r

mgL-t

mg L-r

mgL-r

mgL-t

mgL-r

mgL-t

mgL-r

8.0

2 t .2

8 . 1

2350

250

23

198

t2

20

15r

561

8.5

24.2

E.3

288

36

7

18

)

I

24

20

l4

211

8.3

18.7

10.5

618

136

6

7

J

3

tt2

0.1

2.2

0.8

T7

f

0

2

0

0

22

20258

o.2

1 . 1

0.4

23

2

I

I

I

0

)

I

7

2 l

0 . 1

0.8

0.4

84

l4

I

6

I

7

6

65

l0371

Les paramètres physiques, à savoir le pH, la ternpérature, I'oxygene dissous et la

conductivité, se caractérisent d'abord par une relative stabilité dans le temps au regard des

coefficients de variation qui n'excèdent pas 12 o/o. l-e pH moyen d'exposition s'avère similaire
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entre les trois sites, variant de 8.0 à 8.5. Les différences de température moyenne entre les rejets

sont à I'image des périodes où ont été effectuées les expériences, en début d'été pour les
premières, en automne dans le cas de Nqgent. La composition des rejets se distingue par contre
par leur conductivité qui varient d'un facteur 8 entre les eaux les moins minéralisées de
Dampierre et les plus minéralisées de Cattenom. Cette dernière est particulièrement chargee en
anions et cations. Le phenomene de concentration provoqué par l'évaporation d'une partie des
eaux de refroidissement lors de leur passage dans les aeroréfrigérants n'est pas la seule
explication à cette forte minéralisation. Son origine peut être aussi attribué à la contribution de
rejets salins en arnont de la centrale.

Concentrations en métal total et dissous dans les rejets

Læs trois rejets présentent des concentrations moyennes en Cu et Z\ sous leur forme

dissoute et totale, très contrasûees (Tableau 64).

Tableau 6-4: Concentrations d'exposition (moyenne + ecart-
type) en métal total et dissous (pgL-', n = l0) dans les trois rejets
(Minimum /Mmimum)

Paramètres Cattenom Dampierre Nogent

Cu,o,ut

Cu ai*o*

Znro.t

Znai**

22+4

(rs / 30)
1 3 + 3

(e / |e)

8 7 + 1 3

(67 / 10'l/

3 6 + 5

(2e / 44)

132 + 14

(r r0 / r60)
5 5 È 4

(s0 / 60)

5 9  + 7

(s0 / 70)

11+2

(<10/ I ,

427 + 137

(270 / 7r5)

280 + 54

(r9o / 350)

137 + 56

(8s / 260)

t5+12

(70 / 100)

Par exemple, le rejet de Nogent est 2l fois plus contaminé en Cu dissous que le rejet de

Cattenom. Des trois rejets étudiés, le site de Dampierre présente le niveau de contamination le
plus stable, sachant que sur les deux autres sites, les variations en métal dissous ne depasse,nt pas

20 %. La repartition des métaux sous leur forme dissoute et particulaire est diffërente selon le site

et selon le métal. Le calcul du coefficient de partage (Cp) entre les formes particulaire et dissoute

montrent la prepondérance de la fraction dissoute du cuiwe à Cattenom (Cp : 0.7) et Nogent (Cp
= 0.5) et celle du zinc à Nogent (Cp : 0.6). Seul le site de Dampiene présente une repartition des
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metaux en faveur de la fraction particulaire avec un coefficient de partage de 1.4 et 4.4 pour Cu

et Zn respectivement.

Concentrations en métattx dans les mousses aquatiques transplantées

Exposées à trois milieux dont les teneurs moyennes en métaux sont diftrentes, les

mousses accumulent selon trois cinétiques proportionnelles aux niveaux de contamination

observés (Tableau 6-5).

Tabfeau 6-5: Concentratons en Cu et Zn dans les mousses
transplantées (pg gt p.s.) pendant 240 heures dans les rejets des
3 centrales

Paramètres Temps d'exposition Cattenom Dampierre Nogent

Cuivre

Zinc

0
,12

168

24O (a)

0

72

168

240 (a)

9*

g5*

ll4+

186*

5E*

219*

295*

505*

l l *

383,r'

555*

705*

5 l *

163*

228*

242*

33*

7100*

8800*

10500*

253*

1700*

1750*

1900*

(a): la duree d'exposition des mousses à Dampierre est de 216 heups

Les concenhations initiales en métaux dans des mousses pourtant prélevees au mâne

endroit (site de réference de Commercy) illustrent une nouvelle fois I'influence probable de la

saison sur les concentrations dans les végetaux. En se reportant au calendrier des expériences, on

note en effet que, de concentrations faibles en Cu et Zn observées dans les échantillons collectés

en awil (Expérience de Cattenom) et juillet (Expérience de Dampierre), on passe à des te,neurs de

réference 3 fois (Cu) et 4 fois (Zn) plus élevées en novembre (Expérience de Nogent).

L'exposition des mousses pendant seuleme,nt l0 jours semble suffisante pour que soit atteint un

plateau d'equilibre, qui, cependant, est toujours difficile à identifier in situ. On note cependant

que ce plateau ne semble pas atteint à Catænom alors que c'est le site qui présente les eaux les

moins contaminees, tant en cuiwe qu'en zinc. Les tenzurs moyennes en métaux sont diftrentes

sur les trois siæs et permettent de mettre en évidence la conélation positive e,ntre les quantites de
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métal accumulées par les mousses après I 0 jours et les teneurs en Cu total (r : 0 .97 5), en Cu
dissous (r : 0.994), enZntotal (y : 0.977) et enzn dissous (r : 0.982).

concenfrafions en métaux dans les mafières en suspension centrifugées

Lors des trois expériences, des séries de centrifugation de I'eau des rejets, d'une durée
variant de t à 12 heures, ont permis de récolter des quantités consQuentes de MES, permettant la
déærmination des teneurs en Cu et Zn. Parallèlement aux centrifugations, les teneurs en MES et
leur pourcentage de matières organiques oft eIé suivies ponctuellement par des pÉlwements
ponctuels journaliers. Le tableau 6-6 presente les teneurs moyennes en MES ainsi que la part des
matières organiques. Les pourcentages de matières organiques contenues dans les MES sont
diftrents selon le rejet et sont respectivement de 85, 55 et 27 o/o pour Cattenom, Dampierre et
Nogent.

Les concentrations metalliques déærminées dans les MES centrifugees sont le reflet de la
contamination de la fraction non filtree (fraction particulaire) des échantillons d'eau. Iæs
concentrations en cuivre particulaire (obtenues par soustraction du métal dissous au metal total)
sont respectivement de I l, 77 et 147 pg L-t à Cattenom, Dampierre et Nogent. On retrouve ce
même ordre, du moins au plus contaminé, lorsque le métal est dosé dans les MES centrifugees
(Tableau 6-6).

Tableau 6{: Teneurs métalliques des matières en suspension (M.E.S.)
échantillonnees dans les 3 rejets

Paramètres Unité Cattenom Dampierre Nogent

M.E.S.

Matières organiques

Cu

Zn

mgL-r

mgL-t

pgg-l

pEgl

13.4 +2.9

l l .5 + 2.4

s23

1500

36.4 +7.2

2 0 . 1 +  5 . 5

1750

t277

2t.0 + 10.2

5.6 + 1.4

3700

1300

La contribution de la fraction particulaire de zinc à la concentration totale en métal dans
I'eau est similaire dans les trois rejets, environ 50 pg L-t. Là aussi, le dosage du zinc dans les
MES reflète le même phénomène puisque les teneurs en zinc ne varient que de 1277 à 1500 pgg-l.
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W-4-4 INFORMAIONS OBTENUES PAR L'INTERMEDIAIRE DU MODULE DGERIMENTAL

Conditions d'uti li safion du module

Lors des trois campagnes, la proximité d'une source électrique 220 V nous a permis

d'éviter les problèmes liés à I'autonomie énergétique du dispositif et d'utiliser une pompe

péristahique garantissant un débit dont les fluctuations dans le temps n'ont pas excédé 5 Yo du

débit nominal. L'utilisation du système dans des eaux depourvues de débris grossiers et

faiblement chargees en matières organiques et la présence d'une double crepine à la prise d'eau a

permis d'éviær le colmatage des tuyauteries et raccords. Cependant la charge croissante de MES

décantee peut favoriser l'apparition d'un filrn bactérien ou algal, ainsi que Ia formation de floc

pouvant freiner la circulation de l'eau. Si ce cas n'a pas été observé lors de ces trois cirmpagnes,

une précédente étude visant essentiellement à tester le module avatt rwélé que ce genre de

problème pouvait survenir lorsque I'eau est prélevee dans un milieu riche en débris organiques.

La bonne circulation de I'eau dans le dispositif a éte particulièrem€nt surveillee afin de

garantir un milieu homogène dans le bac d'immersion. La circulation de I'eau a é!e suivie une

prenrière fois en laboratoire sur I'ensemble du dispositif par I'adjonction d'un tracæur coloré. Elle

a été également suivie ponctuellement à deux reprises in situ.20 ml d'eau ont eté prélevés en

cours d'expérience en différents polnts du bac d'immersion à I'aide d'une seringue. L'analyse des

teneurs en métaux dars les échantillons ainsi collectes révèle une disparité des concentrations en

métal total n'excédant pas respectivement 8 et 10 %opour le cuiwe et le zinc.

Condi ti ons d' expos i ti on de s mous s e s

Le suivi des conditions physico-chimiques dans le module (Tableau 6-7) permet de

vérifier si le pompage de I'eau et le temps de séjour de I'eau dans le dispositif modifient ces

conditions par rapport à celles du rejet (Tableau 6-3). Iæ passage de I'eau dans le module

n'affegte ni le pFI, ni la conductivite sur les 3 siæs d'etudes (p > 0.05). Par contre, on observe un

deficit en oxygene à Catûenom et Dampierre (p < 0.01) probablement provoqué par le séjour de

I'eau dans le décanteur. La faible augmentation de la température de I'eau à Dampierre O < 0.01)

n'a pas d'incidence sur les cinétiques d'accumulation d'après les résultats exposes au chapitre III.

Cette augmentation de la température de I'eau dans le bac d'immersion s'explique aisément par

I'epoque de I'annee (Juillet) et Ïimplantation du module, en plein soleil, alors qu'il était protegé

dans les deux autres sites.
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Tableau 6-7: Principales caractéristques physico+himiques des eaux
de rejet de Cattenom, Dampierre et Nogent échantillonnees dans le bac
d'immersion (n: l0).

Paramètres Unité CATTENOM DAMPIERRE NOGENT

Moyenne Ecart Moyenne Ecafl Moyenne Ecart

pH

Température

Oz oi*o*

Conductivité

Ca

Mg

Na

K

NO3

SO+

cl
COr

HCO:

o c

mgL-r

pS cm-r

mgLr

mgL-r

mgL-r

mgL-r

mgL-r

mgL-r

m g L t

mgL-r

mgL-r

7.9

2t.5

6.7

2316

277

26

t79

12

20

l5 l

599

8.5

26.5

7.0

289

0.2

1 .3

0.3

l0

8.3

t7 . l

10.3

609

0 .1

2.8

0.8

22

0 . 1

l . l

0.5

75

9

I

8

I

7

6

19

l0371

Rendement de décantation

Le rendement du décanteur a eE determiné de façon ponctuelle lors des 3 expériences sur
site (Tableau 6-8).

Tableau 6$: Pourcentage d'abattement des matières en suspension
dans le décanteur du module e4perimental (en%ù.

Site Temps d'expositon (hewes)

216192168r209648

Cattenom

Dampierre

Nogent 28

6 11064

4 l

30

64 J )

36

27

46

47
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Excepté à Cattenonr, le pourcentage d'abattement des MES n'a pas eté juqgé sufEsamment

important car non conforme au calcul effectué. Un nouveau système de décantation, basé sur le

même principe que le premier, est en cours de réalisation (figure 6-0. n diftre du premier

simplement par I'ajout d'une structure en nid d'abeille qui dewait faciliter la décantation des

particules les plus fines.

Concentrations en métoux dans I'eau

A la différence des eaux de rejet, le milieu d'exposition des mousses dans le module a

subi préalablement une decantation. Cetûe étape, qui a pu avoir des consequences à la fois sur les

concentrations d'exposition *larepartition du métal sous ses formes particulaires et dissoutes, a

justifié le suivi des concentrations €,îr Cu et Zn dans le bac d'immersion. Iæ tableau 6-9 résume les

concentrations moyennes en Cu et Zn dêterntnéæs dans le module en parallèle avec les teneurs

observees dans les rejets.

Tableau G9: Différences entre les concentratons moyennes en métal (n
=10) déterminees dans les echantillons provenant du module et ceux
provenant directement des rejets.

Site Concentrations en métaux dans I'eau (pg L t)

Cu t rt"l Cu di.*,r. Zn16t^l Zn,li.*,,"

Cattenom

Dampierre

Nogent

Module

Rejet

Signification

Module

Rejet

Signification

Module

Rejet

Signification

20+5

2 2 + 2

n.s.

6 2 + 8

132+ 14

*

357 + 89

427 +137

n.s.

13+3

13+3

n.s.

40+5

55+4
*

243 +42

280 + 54

n.s.

50+13

59+13

n.s.

1 8 + 5

L I  + 2

*

8 0 + 1 9  4 3 + 1 0

8 7 + 1 3  3 6 + 5

n.s. n.s.

102+31  55+20

137 +56 85 + 12

n.s. *

*: p < 0.01; n.s. = diflerence non signilicative
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Cattenom est le seul site où le passage de I'eau de rejet dans le décanteur n'entraîne pas de
modification des concentrations métalliques totales et dissoutes dans I'eau. A Dampierre, seule la
concentration moyenne d'exposition en Zn total n'est pas significativement diftrente entre le
module et le rejet, le passage de I'eau dans le décanteur entraînant une baisse significative des
concentrations en Cu total et dissous ainsi qu'en Zn dissous. A Nogent, la décantation n'a d'effet
que sur le Zn dissous. L'influence du systune de décantation sur la repartition des métaux entre
les formes particulaire et dissoute est montree sur les figures 6-7 pour le cuivre et 6-8 pour le
zinc.

Le passage des eaux de rejet dans le décanteur se traduit toujours par une augmentation
de la fraction dissoute, puisque la décantation concerne avant tout les formes particulaires du
métal. La décantation entraîne égalemeirt dans trois cas sur six une modification des teneurs eir
métal dissous, fraction qui est la plus susceptible d'être accumulee par les mousses.

Concentrations en métaux dans les mousses

Les concentrations dans les mousses immergees dans le module sont determinées par le
CREUM, celles immergees dans les rejets, par I'Institut Pasteur de Lille (IpL).

Les cinétiques d'accumulation du cuiwe par les mousses immergées dans le module sont
diftrentes de celles des mousses immergees dans les rejets. Cette différence, observée
essentiellement à Cattenom et Noge,nt, se traduit après l0 jours d'e4position par une quantité de
metal accumulee par les mousses du module 2 fois inferieure à celle observee dans les mousses
du rejet correspondant (Figure 6-9). Cette différence ne peut cependant pas être attribuee aux
concentrations metalliques d'exposition qui sont similaires entre le module et les rejets de ces deux
sites (Tableau 6-9). Par contre, à Dampierre, le passage de I'eau dans le décanæur entraîne une
modification des conditions d'exposition en cuivre tatal, 2 fois inferieures dans le module. Les

concentrations moyennes d'exposition eir cuiwe dissous sont également significativeme,trt
inferieures dans le module. On observe cependant des cinetiques d'accumulation du cuivre

equivalentes entre Ies mousses provenant du module et celles issues du rejet.

Les concentrations en zinc dans les mousses sont également plus élevees dans les

échantillons collectés dans les rejets de Cattenom et de Nogent que dans les échantillons
provenant du module (Figure 6-10). Si les conceirtations en zinc dans I'eau, total et dissous, ne

sont pas significativement diftrentes entre le module et le relet à Cattenor4 les teneurs

d'exposition en zinc dissous plus importanks dans le rget de Nogent que dans le module peuvent

expliquer en partie les diftrentes cinetiques d'accumulation observees sur ce site. La même
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raison peut être évoquée pour expliquer les difiérentes cinaiques d'accumulation du zinc

observées entre les mousses issues du rejet de Dampierre et celles provenant du module.

Concentrations en métaux dans les matières en suspension décantées

La circulation de l'eau en continu au travers du décanteur a permis de recolter une

quantité suffisante de MES décantee permettant ainsi le dosage du cuivre et du zinc (Tableau 6-

l0). Les concentrations en métaux dans les MES decantees sont toujours supérieures à celles

determinees dans les MES centrifugees (tableau 6-6), à I'exception du zinc à Dampierre où les

concentrations peuvent être considérees comme equivalentes. Les te,neurs en cuivre dans les MES

décantées donne la même succession que celle observee pour les MES centrifugees, avec , du plus

contaminé au moins contaminé :Nogent > Dampierre ) Cattenom.

Tableau 6-10: Caractéristiques et teneurs méulliques des matieres en
suspension (M.E S.) echantillonnees dans le module après l0 jours de
decantation

Paramètres Unité Cattenom Darnpierre Nogent

Cu

Zn

pggr

pg gr

720

2200

1950

l l40

4100

3100

VI4-5 APPLICATION DU MODELE À{ATT{EMATIQI.JE AIIX DONNEES RECI]EILLIES

Défini tion d'une s tratégie d'ëchantillonnage

La frequence des pÉlèvements d'echantillons de mousse lors des exp,ériences sur sites

avait pour objectif le suivi des cinetiques d'accumulafion. Le calcul à partir du modèle de la

concentration en cuiwe dans I'eau s'effectuant selon un mode pas à pas, les prélève,lnents de

mousse effectues pendant les campagnes de mesure sur les siæs nucleaires oftent la possibiliæ de

tester plusieurs stratégies d'echantillonnage.

L'étape préalable à I'utilisation du modèle mathématique est la définition d'une stratégie

d'echantillonnage permettant d'obtenir des résultats calculés en accord avec les Ésultats

observés. La définition de cette strategie d'echantillonnage est basee sur les résultaæ obtenus sur

les mousses transplantees dans les rejets de Cattenom et Dampiene et dont les concentrations en

cuiwe ont étB déærminees par I'IPL. Les frequences de prélèvement de mousses appliquees lors

de ces dzux expériences permettent de tester 7 simulations diftrentes, i.e. 7 strategies
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E Fraction particulaire

EFraction dissoute

r00%

80%

60%

40o/o

20%

0%

Module Rejet Module Rejet Module Rejet

Cattenom DamPierre Nogent

Figure 6-7: Répartition du cuivre entre les formes particulaires et dissoutes dans les rejets de
Cattenom, Dampierre et Nogent.

El Fraction particulaire

BFraction dissoute

t00%

80%

60Yo

4ÙYo

20%

0%

Module Rejet Module Rejet Module Rejet

Cattenom Dampierre Nogent

Figure 6-8: Répartition du zinc entre les formes particulaires et dissoutes dans les rejets de
Cattenom, Dampierre et Nogent.
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d'échantillonnage, auxquelles correspondent pour chacune d'elles une estimation calculec de la

concentration en cuirrye dans I'eau (Tableau 6-l l). La différence entre la valeur calculee et la

valeur observée est testée en considérant la première conrme une valeur théorique et la seconde

comme la valeur observee décrite par sa moyenne et sa distribution (écaft-qpe).

Tableau 6-11: Différences entre Ies concentrations en Cu
dissous observees dans les rejets de Cattenom (11.8 + 2.7 pg
Lr; et de Dampierre (55.0 + 4.1 ttg L-') et les valeurs
correspondantes calculées (Cu."1".;pg L-'), obtenues en
appliquant les 7 simulatons.

Simulations Prélèvement utilisea CATTENOM

Cu*r" Signification Cuol" Signification

DAMPIERFE

I

2

J

4

5

n.s.
**

**

*:Ë

n.s.

n.s.

n.s.

6

240b

72 - t68 -240b

l6E - 240b

72 - 240b

72 - t68

168

72

13.6

18.9

21.9

t7 .5

13.5

10.0

Lt.7

57.0

75.0

90.4

74.8

69.8

52.0

57.3

n.s.
**

:f r[

* *

rt*

:r

n.s.
{r = p ( 0.01 ; n.s. : différence non significative
a: L'échantillon témoin collecté à t = 0 est toujours compris dans les calculs
b: Dans le cas de Dampierre, le dernier echantillon est collecté après 216 heures au lieu de 240 heures.

Plusieurs simulations (nol, 5, 6 er 7 pour Cattenom et nol et 7 pour Dampiene)

fournissent chacune une estimation de la concentration en cuiwe dans I'eau qui n'est pas

significativement différente des concentrations en cuivre dissous observees. Parmi ces difiérentes

simulations,seulelasimulationnol,comportantdeuxprélèvernentsàt=0etàf:240heures,

est la mizux adaptée. En effet, cett€ stratégie d'échantillonnage ne comprend çe deux

prélèvemeirts, ce qui dans I'optique d'une utilisation in situ, est un avantage. Par ailleurs, le

risque d'erreur étant d'autant plus grand çe les echantillons sont collectes au début de la phase

d'expositiorç periode durant laquelle les concentrations e,n cuiwe dans les mousses augmente'lrt

rapidement avec le t€mps, une strategie d'échantillonnage comportant l'échantillon prélevé après

240 heures minimise le risque de ce genre d'erreurs.

Application du modèle mathémotique et de la stratégie d'ëchantillonrtage

La strategie d'échantillonn4ge étant établie, le modèle peut être appliqué à d'autres

données iszues des expériences de Nogent et des travaux sur I'influence du Égime d'écoulement
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en laboratoire (Chapitre IV-2) et in sitzt (Chapitre IV-3) L'application du modèle aux données

obtenues sur le site de Nogent est loin de foumir une estimation aussi représentative de la

contamination en cuivre du reJst que les résultats obtenus dans les deux autres sites (Tableau 6-

12\.

Tableau 6-12: Application à différentes experiences de la
stratégie d'echantillonnage choisie poul. le calcul des
concentratons en Cu dissous dans I'eau (pg L-').

Expérience Variables de catcul Signification

(pg gt) (pg gl) (heures)

Cu 
"a"(pg L-')

I4

57

E04

39

58

28

45

77

Cu ou"
(pg L-')

Cattenom rejet

Dampiene rejet

Nogent rejet

Cattenom module

Dampierre module

Nogent module

ANDLAU (St. 2)

ANDLAU (St. 4)

Chapitre IV-2 @ac A)

Chapitre tV-2 (Bac B)

Chapitre IV-2 @ac C)

n.s.

n.s.

*

*

:C

:*

*

rl

*

6

5 l

413

C u à t o  C u à t r tr

240

2t6

240

240

216

240

480

480

2t6

216

216

356

564

947

9

l l

J J

26

26

9

9

9

7

10

27

186

705

10500

70

626

5401

852

1243

1 3 + 3

5 5 + 4

280 + 54

1 3 + 3

4 0 * 5

243 + 42

2 5 + 1 3

2 5 + 1 8

40+2

3 7 + l

3 7  * I

* : p < 0.01 ; n.s. : diftrence non significative

Alors que le modèle fournit une estimation de la conce,ntration en cuiwe présante dans

I'eau proche des teneurs en cuivre dissous observées à Cattenom et Dampierre, la concentration

estimee par le modèle à Nogent est 3 fois supérieure à la concentration reellement observee.

L'application du modèle aux données issues du module n'est satisfaisante que dans le cas

de Dampierre, la concentration en cuivre étant sous-estimee à Cattenom et surestimee à Nogent.

Dans ce dernier cas, on remarque cependant que l'écart entre la concentration calculee et la teneur

observee en cuiwe dissous n'est plus que d'un facteur 1.7.
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Le modèle est également appliqué aux résultats fournis par I'expérience exposée au

chapitre [V. Pour ce qui conceme I'expérience de laboratoire, I'estimation la plus fiable est donnee

en considérant les résultats obtenus dans le bac alimenté par un débit de 0.5 L min-' (temps de

renouvellement de 35 minutes), résultat qui n'a rien de surprenant puisque ce débit correspond à

celui employé lors de I'expérience de calibration du modèle. Plus intéressant sont les résultats

foumis par I'expérience de terrain (chapitre fV-3). Ceux-ci montrent que I'on obtient une

estimation de la contamination en cuivre plus proche de la teneur en cuivre dissous observee en

prenant en considération les donnees obtenues dans les mousses immergees dans la station où le

courant est le plus faible (station 2). L'effet de la vitesse du courant sur I'accumulation du cuivre

par les mousses entraîne par contre une surestimation de la concentration en métal dissous par le

modèle (station 4).

VI-s DrscusstoN

Les bryophytes aquatiques et les matières en suspension comme traceurs complémentaires de la

pollution par les métaux

Iæs trois sites d'études offient à la fois des conditions physico-chimiçes et des tÊneurs

métalliques d'exposition contrastees. Dans un prernier tefirps, ces conditions diftrentes

permettent de montrer la fiabilite de la reponse des mousses aquatiques çi accumulent d'autant

plus le métal que le milieu est contaminé. Les quantiæs de métal accumulees par les bryophyæs

implantees dans les rejets donnent en effet une representation du niveau de contamination en

adequation avec les résultats fournis par la détermination des conceirtrations métalliques dans

I'eau. Dans le même temps, la détermination des concerÉrations métalliques dans les matières en

suspension centrifugees révèle que co support analytique donne une image de la contamination

représentative de la fraction particulaire du métal présent dans I'eau.

Le calcul du facæur de pollution (Concentration en métal observee dans le support

analytique / concentration de réfere,nce) permet d'exprimer la graviæ de la contamination observée

sur les 3 sites. Ce calcul permet ensuite de définir le niveau de contamination selon une grille de

qualite (tableau 6-13) basee sur la grille proposee par Mouvet (1986) et qui ofte I'avantage de

réunir en un même outil d'évaluation les deux indicateurs que sont les bryophytes et les sédiments.

En prenant en compte à la fois les résultats obtenus dans les mousses 6tr dens les matières

en suspe,nsion, on note que le classement des diftrents sites n'est genéralement pas affecæ par

I'origine des donnees, le rejet ou le module, et ce, malgré les différences de concentrations

observees e,lrtre le rejet et le module (Frgure 6-l l). Il existe cependant deux exceptions. A
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Cattenonq les résultats des mousses du module entraînent un déclassement du niveau de

contamination en cuiwe par rapport à I'estimation que fournissent les mousses du rejet. A

Nogent, ce sont les matières en suspension du module, plus fortement chargées en Zry qi

provoquent le déclassement de N2 en N3. Dans tous les cas de figure, la prise en compte des

résultats fournis par les matières en suspension entraîne une estimation de la gravite de la

contamination toujours plus importante que lorsque I'on considère I'estimation fournie par les

mousses. Cette remarque ne signifie pas forcément que les matières en suspension sont un traceur

de la contamination plus sensible que les mousses aquatiques mais que ces deux supports

fournissent une indication diftrente et complémentaire sur l'aat de contamination du milieu.

L'exemple du zinc dans les mousses et les matieres en suspension collectees dans les rejets illustre

bien leur complémentarité (Frgure 6-11). Le facteur de pollution du zinc dans les matières en

suspension est similaire sur les trois sites. Ce résultat est sans surprise lorsque l'on considère

I'estimation de la fraction du zinc particulaire fournie par le dosage du métal dans I'eau et égale

sur les 3 siæs à environ 50 pg L-t. Le facteur de pollution du zinc dans les mousses est par contre

diftrent conrme le sont les concentrations d'exposition en zinc dissous.

Tabteau G13: Concenfiations de réference (pg gt) et facteur
limites de pollution pour les mousses et le sédiment (Agence de
I'Eau).

Concentrations de référence Facteurs limites de polluton

Ce résultat montre que les bryophytes aquatiques et les matières en suspension sont deux

traceurs diftrents et compléme,ntaires, le premier, indicateur de la fraction de métal disponible

pour la biomasse dont la determination de la concentration en métal dissous semble être un bon

descripteur, le second indicateur de la contamination de la phase particulaire du métal présent

dans I'eau. Cette complémentarite est valorisee lorsque le module expérimental est utilisé. En

effet, le fonctionne,lnent en continu du système de decantation offie, par opposition au

prélèvement ponctuel par centrifugation, un échantillon de matières en suspension représentatif de

la contamination moyenne du milieu durant la période d'exposition. Ainsi, le principe d'une

décantation en continu des matières en zuspension ofte deux avafitages.Il donne probablement

une image plus fiable de la contamination de la phase particulaire du métal présent dans I'eau et
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intermittent comme les rejets d'effluents radioactifs des centres de

Utilisation du module expérimental en parallèle avec la méthode des trans.ferts

L'emploi du module expérimental en parallèle avec la méthode des transferts permet aussi

de comparer les informations fournies par les deux methodes et de juger de la représentativité des

conditions d'exposition des mousses dans le module et des résultats obtenus par rapport à ce qui a

eté obtenu lors du suivi des rejets. Les quantites de métal accumulees par les mousses du module

sont souvelrt diffërentes de celles accumulees par les mousses implantees directement dans les

rejets. Ces différences entraînent une estimation de la gravite de la contamination différentes selon

que I'on considère les résultats fournis par I'un ou I'autre des lots de mousse. Cependant, la

gamme de valeurs des différentes classes Nl, N2 et N3 est trop large pour mettre en évidence les

différe,nces importantes observees entre les concenhations métalliques accumulees par les

mousses du module et celles issues du rejet. Or, si ces diftrenc.es ne se ressentent pas lorsqu'on

applique la grille de qualite, elles risquent de se faire resse,ntir lors de I'application du modèle

mathématique. [æs diftrences les plus importantes à considérer ar priorité dans ce chapitre sont

celles observees entre les concenhations métalliques, principalemeirt le cuiwe, observées dans les

mousses du module et celles determinees dans les echantillons directement collectés dans les

rejets. Ces diftérences peuvent prove,nir :

- des concerûrations d'exposition en métal diftrentes dans certains cas entre le module et le rejet ;
- des variations analytiques inter-laboratoires incontournables lorsqu'au moins deux laboratoires

ont eté sollicités pour les analyses ;
- des diftrences de protocole entre ces laboratoires en amont de la phase analytique ;
- avoir aussi pour origine des conditions d'immersion diftrentes des mousses provemnt du

module et celles implantees dans le rejet.

Lhlpothèse selon laquelle les differe,nces observees e,ntre les quantiæs accumulees par les

mousses du module et du rejet sont imputables à une difference des concentrations d'exposition

dans I'eau a éte abandonnee. Cetûe hypothese n'est en effet pas valable à Catteirom où aucune

différence significative n'a eté observee entre les t€neurs d'exposition en métal dans le module et

le rejet. Pourtant, les conceirtrations en cuiwe dans les mousses après l0 jours d'immersion sont

plus de deux fois supérieures dans l'échantillon collecûe dans le rejet et analysé par I'IPL que

dans celui prélevé dans le module et analysé par le CRELJM. Iors de cette première campagne,

un lot supplémentaire de mousses a éte implanté dans le rejet, prélevé et analysé par le CREUM.

La concentration en cuiwe dans I'echantillon collecté après l0 jours dans ce lot, de 80 + 2 pg gr,

est similaire à celle det€rminee par le même laboratoire dans les mousses du module. Elle

confirme ainsi le facæur 2 existant entre I'estimation des concentrations e,n cuiwe fournie par le

rget
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CREUM st I'IPL. Cette observation suggère I'existence d'une ou plusieurs sources de divergence

dans le protocole analyique de I'un des deux laboratoire chargés des analyses.

Après concertation et comparaison des résultats de dosage en SAA, l'éventualité d'une

erreur liée à la determination des concentrations métalliques dans les minéralisats a eté

abandonnee. L'étude d'intercalibration comprenant 14 laboratoires (Agence de l'eau, 1994) révèle

que la variation interlaboratoire pour le cuivre varie de 17 à39 7o selon le degré de contamination

de l'échantillon. Même en gardant à l'esprit que ce pourcentage n'est que la moyenne des sources

de variations rencontrées entre 14 laboratoires et qu'il pzut être supérieur lorsque seulement deux

laboratoires sont pris en compte, il ne suffit pas à expliquer les différences enregistrees. Cette

étude montre aussi que l'étape de minéralisation ne contribue pas de facon significative à

augme,lrter la variabilite de la mesure. Par contre, les étapes anterieures à la minéralisation, de

l'échantillonnage au lavage de léchantillon, peuvent être à I'origine d'une part importante de la

variabilite. Or, I'une des différences de protocole entre le CRELJM et I'IPL porte sur I'une de ces

étapes, le lavage en laboratoire çi n'est pas appliqué par I'IPL. Cette différence de protocole pzut

alors contribuer à I'explication des écarts de conceirtration observes entre les deux laboratoires.

Ainsi, I'application des deux protocoles de lavage sur un même échantillon de mousse permet

d'évaluer I'effet du lavage sur les conceirtrations en cuiwe et elr zinc (Tableau 6'14').

Tableau 6-14: Concentrations en Cu et Zn dans le même lot de
mousses ayant subi diftrents protocoles de lavage.

Protocole de lavage Métal dans les mousses (pg gt)

in situ au laboratoire Cuiwe Zinc

IPL

CRETJM

non

oui

oul

oui

6403 +197

5401 + 135

1601 + 94

1356 + 89

De ce tableau ressort très clairem€nt I'impact du protocole de lavage employe par le

CREIIM sur les concentrations finales en Cu eT Zn darrs les mousses aquatiques. Le fait que les

conce,lrtrations métalliques soient systematiquernent inférieures lorsque le protocole du CRELJM

est appliqué s'explique dans un premier temps par I'extraction plus effEcace des corps etrangers,

organiques et minéraux, susceptibles, eux aussi d'être contaminés. De plus, le lavage des

échantillons par de l'eau déminéralisee sous pression pourrait entraîner une perte de métal

appartenant à la fraction intercellulaire. On a eir effet renrarqué lors des travaux sur les

diftrentes ft:actions de métal accumulees par les mousses que la fraction intercellulaire pouvait

être facilem€nt desorUee par une eau minéralisee à pH 6 (Chapitre V). Cetûe hlpothèse n'a
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c€pendant jamais eté vérifiee lors de la mise au point du protocole de lavage. Elle pourrait être

néanmoins I'une des principales causes expliquant les diftrences de résultats entre les deux

laboratoires. Suite à ces observations. un nouvel échantillon de mousse a eté fourni aux deux

laboratoires qui ont alors appliqué le même protocole de lavage. Les concentrations en cuiwe

dans cst échantillon sont encore difiérentes selon le laboratoire d'analyse. Cependant, l'écart de

concentration n'est plus que de 22 % .

Les résultats obtenus au chapitre IV relatif à I'influence des conditions hydrodynamiques

sur les cinetiques d'accumulation des métaux permettent d'évoquer une autre source potentielle de

variabiliæ. A Catûenom et Nogent les concentrations sn cuiwe dans les mousses du rejet sont

environ 2 fois plus élevees que dans les mousses du module tandis qu'à Dampierre, elles sont

similaires, voire plus élevees dans les mousses du module. Or, ce demier siæ diffère des deux

autres par les conditions d'immersion des mousses dans le rejet. Celui+i est en effet constitué d'un

canal reliant la centrale à la Loire. Le courant y est faible (inferieur à 0.1 m sr) par rapport au

déversoir des rejets de Cattenom et Nogent où le courant peut être estimé suffrieur à I m s-r. En

plus des problèmes analytiques rencontrés, les concentrations supérieures en cuiwe observees

dans les mousses des rejets de Cattenom et Nogent pourraient être, au moins en partie, attribuees

au regime d'écoulement rapide de l'eau. Cette observation signifie égalerne,nt que les conditions

d'immersion dans le module, identiques sur les trois sites, sont plutôt caractéristiques d'un regime

d'écoulemeirt leirt, comme celui observé à Dampierre, seul site où les résultats du module et du

rejet sont comparables.

L'étude des concentrations en Zndans les mousses analysées par les deux laboratoires ne

pose pas les mêmes problànes. En considérant les résultag obteirus à Catte,nom, on rernarque en

effet que les cinetiques d'accumulation du Zn par les dzux lots de mousses immergees dans le

rejet sont du même ordre de grandeur durant les premières heures d'exposition. Cependant, les

concentrations en Zn dans les mousses du rejet deviennent plus imporantes après 7 jours que

dans les mousses du module. Le mâne phe,nomene est observé à Nogent. Les mêmes hypothèses

precédemment évoquees pour le cuiwe pzuvent expliquer les différences de quantités de zinc

accumulees par les mousses. Dampierre est une nouvelle fois le seul site où les mousses ont au

moins autant accumulé dans le module que dans le rejet. Contrairement au cuivre, les mousses du

module ont même accumulé sgnificativement plus de métal que les mousses du rejet. Ce résultat

peut apparaître suqprenant dans un premier temps si I'on considère que les concentrations

déterminees dans les mousses du rejet par I'IPL sont surestimees. Dans ce cas particulier, on

remarque que les concefltrations d'exposition en zinc dissous sont pratiquement deux fois

supérieures dans le module ce qui explique les concentrations supérieures dans les mousses issues

du dispositif expérimental.
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Les écarts de concentrations métalliques observées entre les mousses issues du module et

celles provenant des rejets peuvent avoir plusieurs explications. Cette multiplicité des causes

éventuelles ne facilite pas la mise en évidence des effets induits par l'immersion des mousses dans

le module. Il est cependant probable que toutes les raisons invoquees précédemment ont induit des

erreurs, qui en s'ajoutant, donnent des résultats qui varient dans le pire des cas de plus d'un

facteur 2 eirfire le module et le rejet.

Utili sation du modèle mothémati que

L'application du modèle aux diverses donnees de laboratoire et de t€rrain montre les

limites actuelles de I'utilisation de cet outil. L'influence significative du regime d'écoulement de

I'eau sur les cinétiques d'accumulation des métaux par les mousses a probable'lnent des

répercussions sur les estimations produites par le modèle qui n'integre pas ce parametre.

L'application du modèle aux données issues du module devrait permettre de s'elr aftanchir.

CependarÉ, les résultats obtenus tant avec le module qu'avec le modèle tendent à montrer que ces

deux outils sont ptutôt représentatifs d'une situation où le régime d'ecoulement est lent. Le module

fournit en effet une estimation toujours inférieure à la contamination reelle à CatÛenom et Nogent,

deux sites où le régime d'ecoulement de I'eau est lotique. L'application du modèle aux données

provenant de I'Andlau donne une estimation proche de lateneur en cuiwe dissous uniquement à la

station 2, où le rqgime d'écoulemexrt est lent. Cependant, même si la conceirtration calculee à Ia

station 2 est la plus proche de la teneur en cuiwe dissous réllement observée, elle reste

significativement plus élevee. La raison de cette surestimation de la contamination peut être

I'environnement physico+himique rencontré lors de cett€ étude, tres diftrent des conditions

observees lors de I'expérie,nce de calibration. En effet le modèle n'intègre pas les paramètres de

spéciation qui vont conditionner la disponibilite du metal pour la mousse. La frible minéralisation

de I'Andlau, notamment les fribles t€xreurs e,n cations, a pu favoriser l'accumulation des metaux,

ceux-ci n'étant pas ou psu en competition avec les cations pour la fixation sur les sites d'échange

de la paroi cellulaire. L'importance de la composition ionique du milieu a eté mise eir évidence par

plusieurs auteurs. Ainsi, Say et Whitton (1983) ont montré çe I'accumulation des métaux par

Fontinalis antipyretica pouvait être conélee négativeme,lrt à I'alcalinité totale, paramètre

fortement lié à la teneur en Ca dans le milizu. Pickering et Puia (1969) relate I'effet inhibiteur de

ce cation sur I'accumulation du zinc par Fontinolis antipyretico tandis que Sommer et rilinkler

(1982) constatent, sur la même espèce, qu'une quantite d'autant plus importante de calcium dans

le milieu freine l'effet inhibiæur du caûnium sur la photosynthese'

Tout e,n confirmant I'efFet du calcium et du magnésium , des expériences de laboratoire et

de terrain mettent aussi en évidence une réduction significative de la disponibilité du métal pour

les mousses causee par I'augme,ntation des teireurs en matières organiques dans le milieu (Wehr et
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Whitton, 1983a ; Wehr et al, 1987} Ce parametre pourrait avoir joué un rôle important lors des

études menees sur les trois rejets. En effet, le pourcentage de matières organiques contenues dans

les matières en suspension est respectivement de 85, 55 çt 27 Vo ponr Cattenom, Dampierre et

Nogent. Or, c'est à Nogent que les mousses ont le plus accumulé. La raison principale est la

teneur d'exposition élevée en cuivre dans le milieu. Mais les fribles teneurs en matières

organiques observees à Nogent comparees aux deux autres sites a pu favoriser une plus grande

disponibilité du cuivre pour les mousses.

De ces trois expériences sur sites, il ressort entre autres que la composition ionique et les

teneurs en matières organiques sont deux parametres dont les prochaines etudes me,nees par EDF

devrait tenir compte. Læs résultats permettraient ainsi de mieux cerner leur influence et

d'eirvisager, le cas écheant, leur integration dans le modèle mathématique.
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VII-f Scunpre DEcRrvANt I,'ACCUMULATIoN ET LE RELARGAGE DES
METATX PAR LES BRYOPHYTES AQUATIQUES

VII- I . I PR.ESET'I"TATIoN

La resultante de l'exposition des bryophytes aquatiques à un métal est une cinetique

d'accumulation rapide durant les premières heures d'exposition puis qui tend progressivement vers

un état d'equilibre. Cette cinetique, facile à obsenrer, n'est cependant que la consequence de

phénomenes complexes d'echanges, de transferts et de stockage du métal qui se produisent entre

Ie milieu et I'organisme. La description de ces phenomè,nes se restreint le plus souvent à un

échange physico-chimique des métaux à I'inærface entre le milieu et la paroi cellulaire. Les

caracæristiques de cette paroi font que ce phenomène est sans aucun doute Ie mecanisme

principal expliquant la forte capaciæ des bryophytes à accumuler les métaux. L'examen de la

Iitterature et les résultats des expériences des chapitres precedents permetknt de proposer une

vision plus detaillee des différents mécanismes entrant en jeu lors de I'accumulation ou du

relargage d'un métal même si certains mécanismes reste,nt à confirmer.

Les travaur sur la distinction de diftrenæs fracûons métalliques accumulees par les

bryophyæs détailles au chapitre V, confortes par les résultats par Brown et Bates (1990) et Bates

(1992) ont permis de distinguer trois compartiments. [æs deux premiers, I'apoplasme et les sites

d'échanges de la paroi, correspondent à la fraction extracellulaire du metal accumulé, principale

fraction concernee lors du relargage. Cette fraction, appelee aussi fiaction réversible (Fr*')

regroupe la fraction intercellulaire (F) representant les métaux présents dans I'apoplasme et la

fraction echangeable (F") représentant les métaux complexés avec les siæs d'echanges de la paroi.

Iæ troisième compartiment identifié est le milizu intracellulaire. La fraction métallique ou tout du

moins une partie de celle-ci correspondant à une localisation intracellulaire du métal est la

fraction Fr.

Les trois compartiments et leurs fractions correspondarûes sont representes figure 7-L. A

ces 3 compartiments s'ajoute un quatrierne, le milieu d'exposition, caracterise par la concentration
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en métal dans I'eau (Cm), factetr principal conditionnant I'accumulation du métal par la mousse

(e.g. Wehr et Whitton, 1983a).

Le métal dans I'eau (Cù peut se diviser en deux fractions. La première est la

concentration en métal directement disponible pour la mousse (Cmd\, c'est-àdire

bioaccumulable, et dont une estimation approximative peut être donnée par la détermination de la

concentration en métal dissous dans I'eau. La seconde correspond à la fraction de métal qui n'est

pas directement disponible pour la mousse (Cmù.

L'accumulation de la fraction disponible pour la mousse (Cmà présente dans le milieu se

fait par diffiision passive selon le gradient de concentration qui s'établit entre le milieu st le

premier compartiment de I'organisme en contact, I'apoplasme. Ce premier phénomene peut être

décrit par la première loi de Fick employee comme modèle de diffirsion des polluants dans les

planks (Madsen et al.,1993; Wolf er al.,l99l):

(drwdt)/A: D(dc/dx)

où M G) est la masse transportee à travers la surface A (cm2) dans le temps t (heures) et

proportionnelle au coefficient specifique de diffirsion D du polluant et au gradient de

concentration dC mais inversement proportionnel à I'epaisseur de la couche de diffirsion dX

existant à finterface des 2 compartiments.

Cette loi introduit lhypothèse d'une couche de diffusion à I'interhce entre le milieu et la

mousse. Le flux d'élernents au travers de cette couche depend en grande partie du gradient de

concentration dC exisant entre le milieu (C*à et I'apoplasme (fraction fi). Plus ce gradient est

fort, i.e. C*d>>, {, plus le flux €ntrant est important et rapide. C'est effectivem€ril ce que I'on

observe au début d'une cinetique d'accumulation lorsque la mousse non contaminee est

brutalement exposee à un milieu contaminé. L'existe,nce d'une couche de diffusion founrit aussi

une explication relative à I'effet de la viæsse du courant sur les cinetiques d'accumulation des

métaux constaté au cbapitre IV. En effet, une augme,ntation de la vitesse du courant tend à

diminuer I'epaisseur de la couche de diffirsion avec pour consequence, selon I'equation de Fich

une augmentation du flux entrant (Madsen et al., 1993). Par ailleurs, cetÊ hypothèse sur

I'importance du parametre viæsse de courant tend à confirmer la remarque de Proctor (1990) qui

explique la préférence des bryophytes aquatiques pour les facies lotiques par leur necessiæ à se

trouver en contact avec un flux maximal de nutriments.

La paroi cellulaire a eté divisee en deux compartiments distincts, I'apoplasme comprenant

la fraction métallique 4 et les structures surfaciques d'adsorption de la fraction Fr. Cette
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distinction de la paroi en deux compartiments a déjà eté employee par divers auteurs cités par

Haynes (1980). Les auteurs considèrent un espace libre où la concentration de l'élément (4)

dépend du gradient de concentration et un espace englobant les structures surfaciçes où la

concentration de l'élément (F") dépend, outre du gradient de concentration, des propriétes de

l'élément, notamment sa valence électronique, et son affinité pour les sites d'adsorption. Dans les

faits, cette distinction est probablement trop simpliste. La paroi cellulaire est en effet constituee

d'une ossature cellulosique englobant plusieurs macromolécules complexes (hémicellulose,

pectines, proteines) formant un maillage où les espaces libres sont nombreux (Haynes, 1980).

L'augmentation de la concentration en métal dans I'apoplasme @) a pour consfuuence

la création d'un nouveau gradient de concentration entre ce compartimurt et les structures

surfaciques d'adsorption de la paroi. La fraction métallique associee à ce compartiment est la

fraction echangeable définie au chapitre V. Cependant, la fixation du métal aux sites d'échanges

de la paroi ne depend pas uniqueme,nt du gradient de conceirtration, c'est-àdire de la fraction,Ç

et de la fraction déjà adsorbee, Fe. La fixation dépend aussi de la valence électronique de
l'élânent et de son affinité pow les sites d'echanges. Ainsi, les cations divalents sont accumulés
préferentiellement aux cations monovalents (Brown et Bates, 1990; Welcll 1995).

La résultante de I'ensemble de ces mécanismes est I'augmentation de la fraction F, avec
la création d'un nouveau gradient de concentration entre la paroi et le milieu intracellulaire.

L'existence de ce gradielrt ne suffit cependant pas pour expliçer le flux de l'élémem puisque

I'augmentation de la fraction inhacellulaire du métal necessiæ avant tout le transfert du métal au

travers de la menrbrane plasmique. La membrane plasmique, constituee d'une double couche
phospholipidique rlans laquelle sont inclus des glycolipides, des protéines et des glycoproteines, se

comporte conrme une barrière suni-permeable. Ainsi, des complexes organométalliques lipophiles

peuvent passer la membrane par simple diffirsion. Il exisæ aussi des canaux hydrophiles pour le

transport des ions vers I'intérieur de la cellule selon un gradient électrochimique ou de

concentration (Van Cutsem et Gillet l98l et 1982; Dallinger, 1995; Welch, 1995). Des proteines

transmembranaires, les perméases, permettent une diffirsion âcititee des éléments, essentiellement

les alcalins et alcalino-ærreux (Dallinger, 1995). Cependant, il peut y avoir compétition pour les

sites de ces protéines de transport entre plusieurs éléments présentant le même rayon ionique.

Ainsi, Wells et Brown (1987) évoquent cette hypothèse pour le transport du cadmium par des

mousses terrestres utilisant alors les mêmes sites de transport que le calcium. [,a destination du

métal à I'interieur de la cellule est mal connue. Burton et Peterson (1979) rapportent une quantite

importante de Zn associee aux débris des mitochondries après fractionnement de la cellule.

Jackson et al. (1991) ont montré que la pénétration intraceltulaire du Cd et du Pb induisait la

synthèse de molécules de faible poids moléculaire qui neutralise le métal en le complexant. Iæ

pÉNsage d'éléments dont I'activité n'est pas neutre peut être responsable, elr effet, de reaction
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d'oxydo-réduction nécessitant alors leur oxydation ou leur réduction, rôle joué par ces molécules

(Welch, 1995).

La concentration d'exposition en métal est divisé en deux fractions, la première

directement disponible pour la mousse (Cmd),la seconde indirectement disponible pour la mousse

(Cmà.Cette dernière, qui, à I'origine, n'est pas accumulable par les mousses, peut le devenir

lorsque I'on considère l'éventuelle influence de I'environnement cellulaire sur la spéciation du

métal. La régulation du pH dans le proche eirvironnement cellulaire est un moyen mis en évidence

chez les algues et les végétaux pour prévenir une accumulation excessive de micronutriments ou

de favoriser leur assimilation (Cumming et Taylor, 1990; Maeda et Sakagushi, 1990). Bates

(1992) relate, pour des bryophyæs terrestres, les capacites d'échange cationique réduites lorsque

ces espèces vivent sur des substrats acides comparees aux capacites d'echange cationique des

mêmes especes poussant sur des sols calcaires. La réduction de la capacité d'échange cationique,

par une saturation des siæs d'adsorption par les protons, serait un moyen de prévenir

I'accumulation excessive d'éléments, notamment d'aluminium rendu plus disponible dans un

environnsm€,nt acidifié. Nous avons également évoqué cette hypothèse lors de l'évaluation de la

contamination métallique de cours d'eau acide dans le massif vosgien en utilisant en parallèle des

mousses transférees et des hepatiques autochtones (Claveri et al., sous presse). En effet, les

mousses aquatiques non acclimatees aux conditions du milieu accumulaient d'autant plus

d'aluminium et de plomb que le pH de I'eau deve,nait acide, à I'inverse des hepatiques autochtones.

Contrairement à la mousse transplantee, lhépatiçe employee, Pellia epiphylla adaptee au milizu

acide (Augier, 1966; Bates, 1993), éviæ I'accumulation excessive de ces deux métaux en

maintenant une concentration importante dans les structures surfaciçes. En maîtrisarÉ le pH à la

périphérie de la cellule (pH), en régulant le flux de protorrs au travers de la membrane, la

mousse aurait donc la possibiliæ de réguler la tenzur en métal disponible dans son proche

eirvironnemsrt cellulaire.

Le phenome,ne de relargage peut s'expliquer par I'inversion des différe'lrts gradients de

concentration provoquee à I'origine par la diminution de la concpntration d'exposition en métal

darrs le milieu. A c€tte diminution correspond alon un gradient de concentration eirtre I'apoplasme

et le milizu extérieur erûraînant la fuitc de la fraction Fi. CettÊ, fuite provoque alors le transfert

progressif dans I'apoplasme de la fraction Fe,fixæ aux sites d'æhange, maintenant ainsi pendant

un certain tunps le gradient de concerÉration erÉre le milizu ext€rieur et I'apoplasme. Lhypothèse

d'un transfert pÉliminaire de la fraction F, vers I'apoplasme avant son relargage définitif est

é:tayépar les observations issues du zuM quantitatif des fractions FietFsdurant le relargage. On

a e,n effet remarqué que le relargage concernait e,n premier la fraction F" plutôt que la fraction Fr

alors que le traitement de désorption a montÉ que la fraction Fe &art plus difficilernent

désorbable que la fraction F). Cetæ obserrr:ation tend à confirmer l'existence de deux
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compartiments extracellulaires. L'expérience décrite au chapitre V révèle une faible diminution de

la fraction résiduelle durant la phase de relargage.

Theoriquement, des mousses prealablernent contaminees et placees dans un milieu

exempt de métaux devraient relarguer le métal pour atteindre une concentration dans I'organisme

en équilibre avec le milieu, et retrouver ainsi le niveau de contamination anærizur à l'exposition

au métal. L'évaluation quantitative des diftrentes fractions métalliques à la fin de la phase de

relargage (chapitre V) a montré que la contribution de la fraction F, ùla quantite totale de métal

restant dans la mousse pouvait dépasser 20 %o. La première hypothèse permettant d'expliquer le

relargage seulement partiel du métal prealablement accumulé est la localisation intracellulaire

d'une partie du métal et sa neutralisation dans la vacuole sous forme de précipité (Jackson et al.,

l99l). Il est également possible qu'une partie du métal compris dans la fraction .F',, soit

difEcilement désorbable du fait de la nature des complexes qu'il forme avec les sites d'échange,

complexes suffisamment stables pour emfecher le relargage du métal.

VII-I-2 LES PoMS NoN ENcoRE ECI.AIRcIS

En premier lieu figure la signification de la fraction F", identifiee et quantifiee au

chapitre V, st qui peut afteindre en fin de relargage 20 % de la quantite totale de Cu résiduel. Si

I'observation histologique effætuee en parallèle avec la technique de desorption a mis e,n évideirc,e

une localisation intracellulaire du Cu, rien ne prouve que I'integraliæ de la fraction F,. conespond

à une localisation intrac€llulaire du métal. C'est la raison pour laquelle la fraction F, est

représentée dans la figure 7-l à la fois darc le compartiment intracellulaire et les structures

surfaciques de la paroi.

Si la présence intrac€llulaire d'une fraction du métal accumulee permet d'erpliquer l'effet

mémoire observé à la fin de relargage, il ne semble pas que ce soit une explication suffisante

puisque 80 % du métal se trouve,nt €ncore dans la fraction réversible. Le fait qu'une partie des

métaux se trouve dans la fraction Fe peut constituer un frein à la désorption du métal qui est

relargué plus lentement quTl n'a éæ accumulé au prealable. La stabiliæ des complexes métalliques

formés dans les structures suràciques de la paroi peut constituer un frein au relargage du métal.

Le fait que, contrairem€ilrt à Ia phase d'accumulation, le métal concerné par le phenomàe de

relargage soit complexé, peut expliçer sa desorption plus lente même s'il existe un gradient de

conce,ntration.

Connaissant l'épaisseur de la paroi (environ le quart de I'epaisseur d'une feuille) et

I'affinité des métaux pour les sites d'echange, il devient alors difficile d'expliquer le passage d'une

partie du métal de la fraction .F, vers I'inærieur de la cellule. Le passage au travers de la paroi
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vers la membrane implique soit qu'il y ait un phénomène de migration des métaux grâce au

gradiurt de concentration, soit que c'est la fraction 4 qui est concernee par le transport

transmembranaire. Ce dernier cas n'est cependant pas envisagé dans le schéma simplificateur qui

découpe I'accumulation en 4 compartiments successifs n'incluant pas de contact direct entre

I'apoplasme et la membrane.

Enfi4 ce schéma descripteur n'apparait valable que pour les métaux montrant nettement

une cinétique d'accumulation et une cinétique de relarg4ge (ex: C4 Cu, Zn). Le scherna ne permet

pas d'expliquer I'absence ou le très faible relargage observé pour certains éléments comme le

chrome ou le plomb. Les propriétes intrinseques des métaux et la composition des siæs

d'échanges ont probablement un rôle comme le suggèrent Nieboer et Richardson (1980) qui

proposent ure classification des éléments selon leur tendance à former des espèces ioniques ou

des complexes métalliques avec liaison covalente. Ces aspects nbnt cependant pas eté encore

suffisamment pris en compt€ pour fournir une explication satisfaisante sur le comportement

diftrent des métaux lors de I'accumulation et du relargage par les mousses.

Vll-z Iurrcnnrs ET LrMrrEs DE L'EMpLor DE LA METHoDE DEs
TRANSFERTS

Yll-2-1,: Il'[poRTANcE DES cARAcrERrsrrer]ES pHysIeuES ET cHIMettES DE r/, srAroN DE

TRANSFERT

En voulant appliquer la méthode des transferts dans un contexûe physico-chimique aussi

particulier que celui des rejets d'eau échaufte d'une centrale nucléaire, la question principale était

de savoir si le transfert d'un echantillon d'un site non contaminé où les bryophytes poussent

naturellement, donc dans des conditions frvorables à leur survie, dans un milieu physiquement et

chimiquement différent pouvait entraîner des consequences sur les cinétiques d'accumulation des

métaux. L'examen de la litærature relative à I'application de la méthode des transferts ne fait

quasiment jamais mention des consequences du transfert des mousses dans un milieu différent de

celui d'origine. D'ailleurs, la methodologie proposee (Mouvet, 1986; Kelly et al., 1987) n'inclut

pas d'étape prâlable d'acclimatation de I'organisme à ces nouvelles conditions d'orposition. Les

consfruences d'un trarnfert n'ont eté evaluees que par Lopez et al. (L994) qui ont suivi la

degradation des pigments chlorophylliens chez Fontinalis antipyretica transplantee dans divers

siæs plus ou moins contaminés par les métaux. [æs auteurs montrent que lors des premiers jours

du transfert, les mousses subissent un stress marqué qui s'atténue avec le t€rnps. [.a question est

de savoir si cette dégradation de l'état physiologique de I'organisme n'entraîne pas aussi une

alûeration de ses capaciæs à accumuler les métaux. Beaugelin-Seiller (1994) a ainsi mis e,n
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évidence I'accumulation moindre du 60Co par un lot de Platyhypnidium riparioides pr&lablement

conservé 45 jours dans un milieu non contaminé comparee à I'accumulation d'un lot de la même

espèce fraîchement collecté in situ.

Le plus souvent, il est fait appel à la methode des transferts uniquement lorsque le site

d'étude ne présente pas d'échantillons auûochtones. C'est une des raisons qui explique le faible

nombre de travaux consacres à la comparaison de I'information fournie par les mousses

autochtones et les mousses transplantées. t a dét€rmination des concentrations e,lr Cr dans des

échantillons de Fontinalis antipyretica autochtones et transférees pendant 3 I jours dans la rivière

Amblève révèle des teneurs en métal 4 fois supérieures dans les echantillons autochtones

(Mouvet, 1984b). L'emploi en parallèle de I'espèce Cinclidotus nigricans transplanke dans le

bassin de la Meurttre et de I'espece Fontinalis antipyretica autochtone montre également que cette

dernière a accumulé plus de Cr, Ni, Pb a Zn que les échantillons transffres 2l jours (Mersch a

Johanssoq 1993). Dans ce dernier exernple, la variabilite inærspecifique n'est pas suffisante pour

expliquer les diftrences de concentrations observees entre les lots autoclrtones et les lots

transplantes. Le æmps d'exposition doit aussi être pris en compûe. En effet, les concentrations

observees dans les échantillons autochtones sont le reflet d'une contamination historique du cours

d'eau du fait des cinétiques d'accumulation et de relargage successives, de I'effet mémoire observé

lors du rclargage et de la possible formation de précipité d'oxyde métallique à la surfrce des

feuilles (Wehr et al., 1987). Iæs concentrations €,!r métal observées dans les echantillons

transftrés ne sont que le reflet de la contamination du milieu durant la duree d'exposition de la

mousse. De cette diftrence de temps d'integration dæoule une signification diftrente de

I'information recueillie par ces dzux méthodes. Il devient alors opportun de s'interroger sur la

validiæ de I'utlisation des transferts, dans le cadre d'un suivi de bassin employant des mousses

autochtones, uniquement cornme substitut palliant I'absence d'echantillon sur certaines stations, et

de considérer I'e,lnploi des mousses autochtones et l'emploi des transferts conrme deux méthodes

différentes.

Le transfert d'un échantillon de mousse dans un cours d'eau présentant des

caracûeristiques physiques et chimiques diffëre,ntes de son milieu d'origine peut egalement affecær

I'accumulation des métaux. En se plaçant dans des conditions extrêmes de pFI, nous avons pu

évaluer I'effet de ce paramètre sur I'accumulation des métaux à la fois par des hépatiques

autochtones et des mousses transplantées (Claveri et al., sous presse).

Qu'elles soient autochtones ou trandérees, les bryophytes accumulent d'autant moins

I'aluminium et le manganèse que le pH de I'eau est acide (Tableau 7-l). On remarque cependant que les

concentrations en métal chutent beaucoup plus rlans les hépatques autochtones que dans les mousses

transferées. L'acidification du milieu n'affecte pas de la même façon les capacités d'accumulation des
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deux especes. Ce comportement accumulateur différent de ces deux espèces a pour conséquence

une estimation de la contamination métallique différente, notamment sur le site présentant un pH

moyen de 4.6, où les mousses transferées accumulent 3 fois plus de Al et 18 fois plus de Mn que

les hépatiques. Dans le cas du plomb, si I'estimation de la contamination que donnent les 2

espèces est similaire sur la station d'etude présentant le pH le moins acide, les concentrations en

Pb dans les mousses transplantees sur le siæ le plus acide sont 38 fois supérieures à celles

observées dans les hépatiques échantillonnees dans le même cours d'eau. Avec une concentration

de 5 pg g-t dans I'hepatique autochtone, la situation peut être jugee satisfaisante puisque cette

concentration est plus faible que le niveau de réference fixé à 19 pg g-t. Dans le cas précis de

cette étude, I'emploi de la æchnique des transferts permet de mettre en évidence que les conditions

du milieu frvorise une accumulation importante de plomb, observation que ne permet pas

I'echantillonnage de bryophyæs autochûones. En suivant les conce,ntrations métalliques dans des

bryophyæs autochtones et transferees dans des conditions extrêmes, où en l'absence d'une forte

minéralisation, le pH devient le paramètre de speciation prepondéranl cette etude a montré

I'influence non seulement de ce parametre mais aussi la reponse diftrente selon I'espèce, son

origine (autochtone ou transferee) et Ie métal considéré.

Tableau 7-1: Concentratons en metaux (pg g t) dans I'hépatique
autochtone Pellia epiphylla et la mousse transplantée
Hygrohypnum ochraceum dans 3 cours d'eau de pH différent
dans le massif vosgien.

pH moyen Especes Concentraton en métal dans les bryophytes
(pg gt p.s.)

IVTN PbAI

4.6 + 0.3

4.8 + 0.3

5.4 t 0.4

Hygrohypnum sp.

Pellia epiphylla

Hygrohypnum sp.

Pellia epiphylla

Hygrohypnum sp.

Pellia epiphvlla

10143

3272

t0t22

429',r

1322E

16500

803

45

886

90

1102

rt64

189

l

9 l

30

4 L

32

L'exemple des Vosges montre que I'utilisation de la méthode des transferts de mousse

nécessiæ la prise en compte, ou tout du moins I'estimation de I'influence de certains parametres

du milieu susceptibles d'avoir des variæions importantes, notamm€nt le pH. Lors de l'évaluation

de la contamination et de la contribution des rejets d'eau echauffée des centrales nucléaires, notre



200

attention s'est portée sur deux autres paramètres caractéristiques de ce contexte particulier, la

température et le regime d'ecoulement de I'eau. La température de I'eau peut varier selon les

stations où sont implantées les mousses (en amont et en aval du rejet ou directement dans le rejet).

Or il est établi que la température de l'eau est I'un des rares facteurs du milieu restreignant la

distribution des bryophytes aquatiques car celles-ci supportent difficilement des températures

excédant 30 "C (Glime et Vitt, 1984), température susceptible d'être rencontree sur les sites
EDF. Ce facteur physique du milieu a donc des implications sur la physiologie des bryophytes.

L'étude des cinétiques d'accumulation du Cu par des mousses exposees à ce métal à diftrenûes

ternpératures a montré I'effet inhibiteur d'une augmentation de ce paramètre sur l'activité

photosynthetique. Par contre, l'alæration physiologique entraînee par I'accroissement de la
tempérafure de l'eau n'a pas eu d'effet sur I'ampleur des cinetiques d'accumulation et de
relargage du Cu. Dans le cadre du programme de surveillance EDF, ce resultat montre que ce
parametre peut être néglige.

L'emploi des bryophytes dans des conditions hydrodynamiques poteirtiellernent

différentes nous a également ame,né à évaluer I'effet de la viæsse du courant sur I'ampleur des
cinetiques d'accumulation des métaux. L'expérience in situ (Chapitre IV-3) a montré que

l'accumulation du Cr, du Cu et du Zn est d'autant plus importanûe que la vitesse du courant à la

station d'implantation des mousses est grande. Wehr et Whitton (1983b) évoque l'effet du débit
sur I'accumulation du Pb par les mousses. Les auteurs suggèrent néanmoins que ce n'est pas

directement le debit qui influe sur I'accumulation du méal mais les modifications de la physico-

chimie du milieu que ces variations engendrent. Pourtanf les mousses transplantées sur I'Andlau
présantant des concentrations en métal différentes sont issues de 3 stations d'étude situees à
quelques mètres I'une de I'autre sur la même rivière, sont implantees et collectées eir même ùemps

et sorû exposées à des concentrations en métal dissous similaires. S'il est effectivement possible

que le débit influe sur la disponibilite du métal pour la mousse, cette expérie,nce à laquelle

s'ajoute celle effectuee en laboratoire (chapitre IV-2) montre que les mousses n'ont pas éte
sensibles uniquement à la concenhation d'exposition mais aussi au flux de métal.

Cett€ mise eir évidence de I'influence du paramètre vitesse de courant sur I'accumulation

des métaux par les mousses n'implique pas directement qu'il doit être pris en compt€ lors d'une

étude utilisant les bryophyæs aquatiques cornme traceurs de la contamination. En effet, ce facæur

pourrait être considéré, au même titre que d'autres parametres comme le pH ou la minéralisation,

cornme un des facæurs régissant la disponibilité du métal par la mousse. La réponse que foumit

la bryophyte par la quantite de métal accumulée integre alors I'influence de cB facteur du milieu.

L'influence de ce facteur peut probablement êre minimisee si I'on considère premièremeirt que la

présence des mousses est généralement associee au courant rapide et deuxièmement, que

I'echantillonnage in situ est effectué de fuon rigoureuse, c'est-àdire dans la zane de plus fort
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courant (où I'on est sûr de ne pas être dans la zone de battement des eaux). Dans ce cas, le

prélèvement d'échantillons autochtones doit naturellement se restreindre à des stations présentant

une garnme de vitesse de courant peu contrastee. Cette rernarque signifie néanmoins que

l'échantillonnage de mousses autochtones revêt une grande importance. André et Lascombe

(1987) avaient relevé une hetérogénéiæ des concentrations métalliques dans des mousses

prélevees sur une même station selon un profil vertical et transversal, sans toutefois associer cette

haérogénéité à la vitesse du courant.

Ia prise en compte de ce parametre est par contre impérative lorsque la méthode des

transferts est utilisee, le choix des stations d'implantation des paniers maillés devenant primordial.

Ce choix est d'autant plus important que, d'une part la methode des transferts est couramment

employee pour pallier I'absence de mousses autochtones, c'est-àdire souvent dans des stations à

courant lartiçe, et d'autre part, er,lls méthode est souvent utilisee pour la comparaison du niveau

de contamination de différenæs stations d'un même cours d'eau. La comparaison de ces différents

points necessite alors une homogénéité dEs vitesses de courant observees. Iæ problème se pose

notaûme,lrt lors de l'évaluation de la contribution des rejets de centrale nucleaire à la

contamination du milieu récepteur. Les staûions amont et aval au rejet où sont implantees les

bryophyæs ne présentent pas les mêmes caracæristiques hydrodynamiques que le rejet.

WI-2-2 AvavTaces ET INCONVENIENTS DE LEMPLOI DE I-A METHODE DES TRA}.ISFERTS

L'emploi sysæmatique de la méthode des transferts durant ce travail permet de dégager

brièvement les avantages et les inconvénients de la méthode par rapport à I'utilisation

d' echantillons autochtones.

Avantages

- Maîtrise de la qualite biologique de I'echantillon choisi pour le transfert (sélection des touffes,

élimination des matières exogènes)

- Connaissance des conce,ntrations métalliques de I'echantillon à la condition de bien connaître le

siæ de réference

- Elimination de la variation interspecifique par la sélection d'une seule espece lors de la collecæ

- Attribution certaine des quantités de métal accumulées par la mousse à la contamination du

milieu durant la periode d'exposition de l'échantillon. Pas de risque de contamination historique

diffi cilement inærprétable

- Choix des stations d'etudes theoriquement illimité

- Période d'inægration de la contamination connue.
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Inconvénients

- Difficulté de trouver et surtout de maintenir I'lulrtégnto, d'une station de référence

- Difficulté d'échantillonnage (crue, population en faible quantité et de mauvaise qualité)

- Nécessité d'au moins deux interventions sur le site (pose + prélèvement)

- Risque d'encrassement et de colmatage des paniers de mousses
- Risque de vandalisme
- lnfluence de certains paramètres phy'sico-chimiques sur I'accumulation (pH, vitesse du courant)

- Période d'integration de la contamination limitee dans le temps.

VII-3 Ixrnnnrs ET LIMITES AcruELLEs DE L'AppLIcATIoN DU MoDELE
MATHEMATIQUE ET DE L'EMPLOI DU MODULE EXPERIMENTAL

La conception du module experimental et l'élaboration d'un modèle matlrématique

decrivant les echanges de métal à I'inærface eau-mousse offient de nouvelles perspectives

d'utilisation de la methode des transferts. L'emploi sur une station d'étude de ces deux outils

fournit simultanement plusieurs informations relatives à la contamination métallique du milieu.

L'utilisation des mousses aquatiques transplantees dans des conditions hydrodynamiques

reproductibles d'un site à I'autre grâce au module experimental permst d'obtenir dans un premier

ûemps une estimation du niveau de contamination métallique du milieu. Celle-ci peut être

inærpréæe de deux frcon diftrentes, soit par l'emploi de la grille de qualité, soit par l'application

du modèle mathématique. Ce dernier permet de passer d'une estimation saniquantitative, c'est-à-

dire la grille de qualite, à une estimation quantitative de la pollution en fournissant, à partir des

conce,ntrations métalliques observees dans la mousse, une valeur de la concentration moyenne en

métal dissous dans I'eau.

Le module expérimental frit I'objet actuellement d'une procédure de mise sous brevet par

EDF, titulaire de droit, sous le no9403204 et le nom de Module d'Inægration de la Micropollution

(Mno.

Dans le même temps, le systeme de décantation foumit à la fin de la periode de

fonctionnement du module une quantite de matières e,n suspension suffisanûe pour la

determination des concentrations métalliques. Contrairement à d'autres méthodes de prélèvement

ponctuel, les concentrations métalliques de l'échantillon collecûe sont représentatives de la

contamination moyenne de la phase particulaire durant la duree de fonctionnement du module.



203

L'emploi simultané de ces deux outils offie ainsi une nouvelle méthode intégratrice de la

contamination métallique de la phase circulante d'un cours d'eau sn fournissant une première

approche de la spéciation du metal sous ses formes particulaires et dissoutes. La capacité

d'intégration dans le temps de la méthode peut s'avérer intéressante dans le cas de pollutions

discontinues. L'avantage d'utiliser les bryopfutes aquatiques dans ces cas-là se retrouve aussi

dans I'emploi du sysæme de décantation des matières en suspusion. En décantant de façon

continue les matières en suspensiorq un pic de pollution cornme le rejet ponctuel d'effluents

radioactifs aura plus de chance d'être détecæ que si d'autres méthodes de prélèvement ponctuel

sont employees.

En plaçant les mousses aquatiques dans des conditions physiçes d'exposition stables,

reproductibles d'un site à I'autre, le module expérimental permet une utilisation plus fiable du

modèle mathématique. Il permet notamment de s'aftanchir de l'influence de la vitesse du courarû

et de mainænir les mousses en contact avec le milieu sans risque de colmatage et d'abrasion

comme cela est observé lorsqu'est ernployec la methode des transferts. De plus, le module

expérimentat offie un support à la fois pour le suivi en co'ntinu de paramètres du milieu et pour la

régulation éventuelle de paranwtres dont l'influence sur I'accumulation des metaux par les

bryophytes se sera révélee significative, cornme c'est le cas par exemple pour la vitesse du

courant.

Le développement de cette méthode n'a pas pour objet de remplacer la technique des

transferts mais ofte plutôt une alærnative inûeressante dans le cadre du contrôle d'effluents

industriels et de l'évaluation de leur contribution à la contamination du milieu recepteur.

Le module exp,érimental n'a pas éte conçu à I'origine pour être utilisé en routine dans un

réseau de mesure tel que le Reseau Næional de Bassin. Son coût et la lourdzur de sa mise en

oeuwe comparés à I'emploi de la ûechnique faisant appel aux mousses autochtones ou

transplantees ne plaident p:!s en sa âveur dans ce type d'étude. De plus, nous n'avons pas, à ce

jour, résolu le problè,rne de I'autonomie énergétique du sysæme.

Le module est c€,p€ndant une alûernative interessanûe lors d'études plus ponctuelles. Ses

inconvénients deviennent alors des avantages lorsqu'on considère les informations qu'il permet

d'obænir. Par exemple, I'echantillon de matières en suspension récolæ dans le décanæur est

probablement plus représentatif de la contamination nroyenne de la phase particuliaire qu'un

simple prélèvement ponctuel. Il se pose neanmoins le problème de la validiæ de l'echantillonnage

ainsi effectué et Wr voie de consfuuence de la signification de I'estimation de la contamination

des matières €Nr suspension décanæes. Le niveau de contamination €ri métal de la phase

particulaire est en partie fonction de sa granulometrie. Or, les matières en suspension décantees

par le système precédemment decrit ne sont pas forcement representatives des matières en
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suspension obtenues par centrifugation par exemple. La décantation, dont I'efficacité peut être

très variable car dépendante de la nature des matières en suspension, ne garantit pas une

sédimentation de toutes les classes granulometriques, notamment les plus fines. La validation de

I'information foumie par l'intermédiaire du systeme de décantation a nécessité alors une étude

d'intercalibration avec les autres méthodes de prélèvements de matières en suspension. Celle-ci

vient d'être effectuée sur le site de Nogent-sur-Seine en mars et juin 1995. Trois techniques de

prélèvements ont eté comparees:
- la centrifugation en continu (méthode l);
- la décantation par I'intermédiaire du module (méthode 2);
- les trappes à sédiments (méthode 3).

Les premiers résultats de cette étude montrent que les méthodes I et 2 fournissent des matières en

suspension conûe,nant des quantiæs similaires de cuiwe et de zinc, quantites plus élevees que

celles obtenues par les trappes à sédiments (Vazelle, communication personnelle). La

déærmination des specûes granulométriques révèlent également que c€s deux méthodes

permettent de recolter des particules de tailles semblables, inferieures à ce que founnissent les

trappes. L'etude révèle néanmoins que la cennifugation reste plus efficace pour la collecæ des

particules les plus fines, 20 %o des MES recoltees sont constituecs de particules inferieures à 1

Fm contre 8 o/o seulement lorsqu'est employe le système de décantation.

L'importance accordee à I'influence du régime d'écoulemeirt amène à se demander si les

mousses introduiæs dans le bac d'immersion sont dans des condirtions hydrodynamiques

optimales. L'application du modèle mathématique aux résultats obte,nus sur les 3 siæs nucleaires

et sur l'Andlau tend à montrer que les conditions choisies pour le module sont plutôt

représentatives d'un régime d'ecouleme,nt lentique. Iæ choix du régime d'ecoulement dans le

module a eté délibérément calqué sur les conditions choisies lors de I'expérience de calibræion en

laboratoire. Les constanæs cinétiques calculees lors de cette expérience de calibration decriraient

les echanges de métaux erûre les mousses et le milizu dans un cont€xûe où le régime d'écoulement

de l'eau est lent. Cette observation ne plaide pas €Nr faveur d'une application du modèle sur

n'importe quelle donnee car celui-ci, dans sa conceptioq ne prend pas en compte I'influence de la

vitesse du courant. Par contre, elle renforce I'idee selon laquelle le module est nécessaire pour une

évaluation plus fiable de la contamination car il permet de s'aftanchir de I'influence de la vitesse

du courant.

La démarche, qui consiste à réguler un paramètre influant de façon significative sur

I'accumulation du métal, pourrait être également envisagee pour des parametres ou groupes de

parametres autres que la vitesse du courant dont l'effet srgnificatif sur les cinétiques

d'accumulation des métaux awa ete au prealable identifié et quantifié. L'emploi en parallèle du

module et du modèle ofte alors deux niveaux d'intervention lorsqu'un facteur contribue de façon
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significative à la relation quantitative décrite par le modèle reliant les concentrations d'exposition

en métal à la concentration métallique observee dans la mousse. Soit, l'inæwention porte

directement sur le modèle en introduisant une nouvelle variable décrivant I'influence du facteur

sélectionné, soit l'intervention porte sur le module par I'installation d'un systeme de regulation de

ce paramètre. Si ce dernier choix peut être facilement applicable dans le cas où le parametre

identifié est facilement maîtrisable comme par exemple I'oxygène dissous ou I'intsnsit€ lumineuse,

deux parametres qui n'ont pas encore eté testés, la régulation de facteurs liés à la spéciation du

milieu risque d'entraîner une complication du système qui, finalement, perdrait un de ses atouts

majeurs, à savoir la simplicité de sa conception et de sa mise en oeuvre.

Dans le cont€xt€ du suivi et du contrôle de rejets identifiés conrme c'est le cas pour les rejets des

centrales électronucleaires, une autre solution consiste à adaptnr Ie modèle aux specificiæs de

chaque site d'etude. Il s'agit dans un premier temps d'effectuer un suivi tel qu'il a eté envis4gé lors

des trois expériences sur sites decriæs précédemment. Connaissant les conce,lrtrations d'exposition

dans le milieu et les concentrations en metal dans les mousses après expositiorq les constant€s

cinétiques prealablement calculees à partir de I'expérience de calibration peuve,nt alors être

ajustees tenant compte ainsi des caractéristiques physico-chimiques du milieu susceptibles

d'influencer les echanges de metaux entre I'eau et les mousses. Cet éalonnage du modèle à un siæ

d'étude précis permet ensuite son application en routine en accsptant I'hypothèse selon laquelle la

physico-chimie du milizu ne varie pas dans des proportions suffisantes pour errtraîner une

modification de la relation quantitative reliant les concentrations d'exposition en métal aux

conceirtrations accumulées par les mousses.
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Conclusion

L'emploi des bryophltes aquatiques tant en France qu'à l'étranger, dans le cadre de

réseaux de surveillance ou d'études ponctuelles, montre I'intérêt porté à ces organismes traceurs

de la contamination métallique des eaux continentales.

Le programme ffigagê par EDF et les conditions specifiques dans lesquelles l'utilisation

des bryophyæs est envisagee (transfert d'échantillons directement dans les rejets d'eaux

échauftes) a permis d'éclaircir plusieurs poinæ restes jusque là en suspens et d'élaborer une

nouvelle méthodologie profitant au mieux des potentialiæs de cet indicateur'

Les diftrentes expériences de laboratoire ont permis de proposer une description des

diftrentes étapes interve,nant lors du proc€ssus d'accumulation qui ne peut se réduire à un simple

échange physico+himique entre la paroi cellulaire et le milieu environnant. L'organisme a ainsi

éæ divisé sn trois compartiments successifs : I'apoplasme, les stmctures d'echanges de la paroi et

le milieu intracellulaire. L'accumulation du métal s'effectue selon une succession de gradients de

concentration qui s'établissent entre les tois compartimeirts lorsque la conceirtration dans le

milieu environnant augmente. Le passage et le flux de métal d'un compartiment à I'autre sont

fonction e,n premier lieu de I'existence d'un gradient de conceirtration mais sont aussi assujettis

aux mécanismes physico-chimiques et biologiques mis en jeu lors du transfert de l'élément d'un

compartiment à I'autre. Ainsi, le flux d'éléme,nt fansitant du milieu extérieur vers I'apoplasme

serait tributaire de l'épaisseur de la couche de diffirsion séparant ces deux compartiments,

epaisseur variable car de,pendant notamm€,îrt de la vitesse du courant. La fixation des métaux sur

les sites d'échanges va dépendre entre autres de I'affiniæ respective des éléments et des siæs de

fi:<atioq et probablement de la presence d'ions competiæurs. Le gndient de conceirtration seul

n'est pas suffisant pour justifier la présence de métal dans la cellule puisque le transfert de

Iélâne,nt dans ce compartiment necessiæ le passage de la membrane plasmique mettant alors en

jeu des procÊssus biologiques. La quantification d'une fraction métallique accumulee de frçon

quasi irréversible et localisee à I'interieur de la cellule montre que le métal n'est pas accumulé

uniquemurt au niveau extracellulaire mais qu'une fraction penètre I'inærieur de la cellule. Cett€

observation permet d'expliquer, au moins en partie, I'efiet mémoire observé chez les organismes

préalablement exposés au métal et qui conservent par la suiæ une trace de cette contamination eir

ne relarguant pas la totalit€ du métal accumulé.

La prise e,n compte de la viæsse du courant a montré que ce paramètre a une influence

sur I'accumulation des métaux. Iæs expériences de laboratoire et de t€rrain révèlent que la
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concentration en metal accumulé par la mousse n'est pas uniquement fonction de

d'exposition mais peut être également influencée par le flux de métal. Outre sa

considération dans la description de I'accumulation des métaux par les bryophytes, la mise en

évidence de I'influence de ce paramètre a des conséquences au niveau méthodologique, surtout

lorsque la méthode des transferts est employee. Les résultats obtenus montrent que ce parametre

doit impérativement être pris en compte lors de I'emploi de la méthode des transferts. Cette

remarque est aussi valable lorsqu'on fait appel aux mousses autochtones, même si les

conséquences au niveau méthodologique sont probablement moins prononcées. En effe! si I'on

considère d'une part, la préference des bryophytes pour les courarts rapides et d'autre par! un

echantillonnage rigoureux dans la veine du courant, I'influenc€ de la viæsse du courant devient

moindre, les stations prospectees se restreignant à une gamme de vitesse beaucoup moins large.

L'adaptation de la méthodologie au contexte particulier que constitue un rejet industriel

tel que les effluents d'une centrale élecûonucleaire et la volonte dbptimiser I'information fournie

par cet indicateur ont abouti à l'élaboration de deux outils.

Le premier est un dispositif expérimental utilisable in situ appelé Module d'Integration de

la Micropollution (MIM) dont le premier interêt est de placer les bryophyæs aquatiques dans des

conditions d'immersion reproductibles d'un site à I'autre. Constitué d'un bac d'immersion dans

lequel est introduit en continu et à débit constant I'eau de rivière prealablement debanassee de la

majorité de ces matières en suspension grâc,e à un décanteur, ce dispositif ofte deux avantages. Il

permet à la fois de s'aftanchir de I'influence de Ia vitesse du courant en maintenant un debit fixe

et de proteger les bryophytes des effets néfasùes des matières en suspension (abrasion et

colmatage) gâr,e au système de decantation. Le second interêt est l'obtention grâce au decanteur

d'une quantité suffisante de matières en suspension pour permsttre la determination des

concentrations métalliques. Contraireme,rt aux méttrodes de prélèvement ponctuel, les

concentrations en métal dans Ïéchantillon récolté sont représentatives de la contamination

moyenne des matières e,n suspe,nsion durant la période de fonctionnement du dispositif. L'intérêt et

la validité de I'information foumie par les matières en suspension decarfi€es sont actuellement

évalués dans le cadre d'une étude d'intercalibration des mÉthodes dechantillonnage des matières

en suspension menee par EDF et le Groupe De Recherche sur la Seine (GDR Seine).

[æ second outil est un modele mathématique, élaboré par P. Ciffioy (EDF-DER) à partir

d'expériences de calibration menées au CREUM, qui permet de simuler les echanges de métaux

entre le milieu et I'organisme. La conception de ce modèlc permet de foumir une estimation de la

concentration moyenne d'exposition en métal dissous présent dans le milieu à partir des

concentrations dét€rminees dans des échantillons de mousses exposees pe,ndant plusieurs jours.

la teneur

prise en
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L'emploi simultané de ces deux outils offie une nouvelle méthodologie basee sur

I'utilisation des qualités d'indicateur des bryophytes aquatiques. Cstte méthode fournit, grâcÆ à

deux méthodes d'intégration complémentaires, une estimation de la contamination métallique des

deux principaux compartiments du milieu aquatique, l'eau et les matières en suspension, c'est-à-

dire le futur sédiment. L'utilisation des mousses aquatiques permet d'avoir à la fois une évaluation

de la fraction métallique disponible pour la biomasse et de fournir par I'intermédiaire du modèle,

une estimation quantitative de la contamination de I'eau. Cette méthode peut s'avérer une

alternative intéressanæ à I'emploi des deux méthodes classiques furélevements de mousses

autochtones et transferts de mousses), notamment dans le cadre d'études ponctuelles et localisees

comme ce fut le cas lors des campagnes EDF visant à évaluer la contribution des rejets de

centrale à la pollution du milieu récepteur. Les potentialités de ces deux outils, qui font I'objet

d'un depôt de brevet (INPI no 9403204 i EDF) dewaient se révéler au travers de conve,ntions

d'étude liant EDF aux Agences de l'Eau.
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Annexe A
( UI

Tableau A-1: Evolution au cours du temps des concentrations en Cu dans les mousses (moyenne * écart-tpe,
n:3) immergees à différentes températures dans les bacs témoins et contaminés

Temps
(heures)

Cu dans les mousses (pg g-' p.s.)

Lot témoin Lot contaminé

7"C 17 0c 29 "c 7 " C 17 "c 29 "C

0

24

48

96

144

2t6

288

312

360

s28

23  +5

2 l  +3

l8+2

20+ |

20  +2

l8+  I

2 l  +2

19+3

l7+5

2 3  + 3

1 8 +  I

1 9  + 2

20t2

t 8 +  I

1 8 + l

1 9 +  I

1 8 + l

2 3  + 1

22+2

20+3

19  +2

19+1

l8+  I

24+ 4

18+3

23  +2

19+3

20+ l

20+2

23+5

l15 *5

148 + 12

233 +7

281r25

305 + 18

340 + 30

254+60

175 + 16

23  +3

I39 + 14

t77 + l0

222 + 13

25t +20

301+27

330 + 60

280 + 33

202+ 17

153 + l0

2 0 + 3

1 0 6 + 9

144 +9

1 9 5 + 3

235 + 19

303 + 49

3lo +26

271+32

175 + t6

1 3 8 + 8

Tableau A-2: Evolution au cours du temps de I'activité photosynthétique (moyenne + ecart-type, n=3) des
mousses aquatiques immergees ,lans les bacs témoins et contaminés à diftrentes températures.

Temps
(heures)

Activité photosynthetique (pg Li mgt minr;

Lot témoin Lot contaminé

7"C l7 0c 29 "c 7"C t7 "C 29 "c

0

72

144

216

288

360

528

15.9 + 1.6

12.9 +0.7

13.7 + 0.1

l l .8  + 4.4

12.6 + 0.1

10.7 +2.8

10.3 + 0.8

18.7 + 2.O

16.2 + 1.5

16.0 +2.2

t5.3 +2.2

10.3 + 2.3

7.4 + 1.3

5.8 + 0.9

14.9 + 3.0

13.2 + 1.6

10.4 + 0.4

10.3 +2.2

6.8 + 1.1

4.4+ 1.2

3.9 + 0.7

n.m.

16.4 + 1.8

12.3 +2.2

n.m.

10.7  +  1 .5

9 . 1 +  1 . 0

16.3 + 1.2

t5.9 + 1.2

14.2 +O.5

11.8 + 0.4

9.3 + l . l

8 . 1+  l . l

u . 9 +  t . 0

l l . 1 +  3 . 8

6 . 4 + 0 . 9

3.0 + 1.2

0.4 + 0.5

-1.7 +0.4

n.m.: nonmesure
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Annexe B
( itre:,I

Tableau B-1: Evolution des concentrations en Cr dans I'eau (pg L-') et les mousses (pg gt) durant la phase
d'exposition selon le temps de renouvellement des bacs. ExpÉrience en laboratoire (Chapitre IV-2).

BacA Bac B Bac C

0

I

2

)

4

5

6

7

8

9

27.1

24.1

23.6

22.5

24.9

24.3

24.5

24.9

24.1

23.2

22.4

22.0

23.6

23.6

22.0

22.4

to.z
15.0

15 .5

15 .5

16.3

16.5

t4.6

16.0

3 +  0

919 + 137

1471 + 97

2022+ 60

2539 + 179

3351 + 180

3573 + 173

4681 + 391

5553 + 677

5470 + 627

3 +  0

528t 67

833 + 2l

1294+ 75

1553 + 27

1848 + 133

2337 + 154

28r'.5 +292

2662 + 166

3171 + 251

3 +  0

192+ 17

3 5 3 +  9

546+ 16

668+ 46

854 + l16

962 + 129

l l 5 5  +  1 7

1470* 43

1580+ 59

Tableau B-2: Evolution des concentratons en Cu dans I'eau (pg L-t) et les mousses (pg gt) durant la phase
d'exposition selon le temps de renowellement des bacs. Expérience en laboratoire (Chapitre IV-2).

Bac A BacB Bac C

34.8

35.7

37.6

37.5

38.6

37.8

35.6

35.5

9 +  0

406 + 53

455 +39

575 + 16

632+ 18

782+24

734 + t4

862 + 53

915 + 63

947 +61

9 +  0

184+ 2 l

255+ 3

349 + 16

375 +20

4t9 + l7

480 +21

516 + 45

485 + 16

564 +37

9 +  0

9 3 +  5

t60+ 4

2t l+ 3

233 * 17

276 +23

274+ 9

312 +  l3

354r 16

356 + l0

36.8

35.4

38.2

37.6

36.8

38.4

37.1

35.5

37.4

38.3

43.1

39.2

40.9

40.1

40.3

42.2



225

Tableau B-3: Evolution des concentrations en Zn dans I'eau (pg L-1) et les mousses (pg g-t) durant la phase
d'exposition selon le temps de renouvellement des bacs. Expérience en laboratoire (Chapitre IV-2).

Jours Bac A Bac B Bac C Bac C

Eau Mousse Eau Mousse Eau Mousse

0

I

2

J

4

)

6

8

9

122

l l 3

123

tt2

1 1 8

144

t08

l l 9

442 +26

485 + 66

491 + 53

510 +  20

518 +27

589 +24

522 *34

612 + 35

607 +22

600 + 66

442 +26

413 +  33

455 +78

438+26

416+39

457 +24

480 +27

442*43

409 +14

466 + 55

1 1 9

l l 3

123

tr7
n4
tt2

106

105

442 +26

116 321 +27

l l0 377 +24

t06 400 + 20

109 368 + 49

108 404 * 5l

104 360 + 3

100 408 + 3l
-  415+42

lu 385 + 35
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Tableau B-7: Evolution des concentrations en Cr total et dissous (fraction filtree zur 0.45 pm) aux stations 1,
2,3 el.4 zur I'Andlau (pg L-t). Etude ir? sltz (Chapitre IV-3).

Stationl Station 2 Station 4

Total Dissous

0

I

2

J

4

5

6

7

8

9

l0

l l

t2

1 3

t4

1 5

l6

t 7

l 8

1 9

20

4.7

9.2

7.0

8.5

8.3

J . J

q.q

2.3

t .7

2.0

2.7

3.4

3 . 1

2.3

2.9

2.5

J . J

0.7

0.8

0.7

0.6

0.7

0.7

0.3

4.4

1 . 8

1 . 9

4.7

l . l

1 . 3

1 .2

l . l

0.9

0.8

t .2

0.9

0.9

1 .0

0.8

1 .5

0.9

0.7

3,2

1 .0

<0.2

0.2

0.2

0.2

<0.2

0.6

0.4

0.5

0.3

0.7

0.8

0.4

0.5

0.5

0.2

1 .2

0.3

<0.2

o.2

<0.2

<o.2 < 0.2

<o.2 <0.2

< 0.2 < 0.2

0.7

0.4

0.4

0.4

0.6

0.8

0.8

0.9

0.3

0.3

0.3

0.5

Tableau B-8: Evoluton des concentrations en Cr dans les mousses (moyenne + écat-qpe, n = 3; pg g r)

autochtones (Autocht.) et transplantees (Transpt.) aux stations 1,2,3 et 4 zur I'Andlau (Chapitre IV-3).

Temps
d'exposition

(iours)

Station I Station 2 Station 3 Station 4

Transpl. Transpl. Autocht. Transpl Transpl. Autocht.

0

5

8

l 3

l 6

20

4.6  +0 .5

2.9 + 0.3

2 .3  +O.4

1.9  +  0 .3

1.9 + 0.2

2 .6  +  1 .1

2.8 + 0.1 4.6 + 0.5

4.3 + 1.3

4.1 + 0.0

4.5 + 0.9

3.2 + 0.4

1.4 t  0.3 3.8 + 0.4

I18.9 + 10.8 4.6 + 0.5

26.6 +2.1

38.0 + 5.5

14.6 +7.6

l 1 . l  +  3 . 4

67.2+10.9  l3 . t  +0 .1

4.6 + 0.5 307.8 + 50.3

50.0 + 12.0

10.4 + 4.3

5.4 + 0.3

11.5  +  0 .3

24.9 + 0.3 56.3 *2.9
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Tableau B-9: Evolution des concentrations en Cu total et dissous (fraction filtrée zur 0.45 pm) aux stations l,
2,3 et4 sur I'Andlau (pg L''). Etude in sitr (Chapitre IV-3).

Station I Station 2 Station 4

0

I

2

J

4

5

6

7

8

9

t0

1 l

t 2

l 3

t4

l 5

l6

17

l 8

19

20

< 1 0

< 1 0

< 1 0

< 1 0

59

154

152

256

32

397

262

76

tl2

9 l

54

93

107

96

96

175

14

63

78

54

l 9

23

3 1

l l

4

6l

54

1 5

34

28

l 9

25

l8

l 5

24

25

26

l 8

24

l 8

42

32

6 l

83

9

218

58

l6

5 t

27

t2

25

27

29

57

65

29

l2

29

20

26

l 8

37

8

4

89

40

l 5

32

2 l

9

25

l6

t 7

35

5 t

l 8

8

t7

l6

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

Tableau B-10: Evolution des concentrations en Cu dans les mousses (moyenne * écart-t]?e, n = 3; pg g-')
autochtones (Autocht.) et transplantées Clranspl.) aux stations 1,2,3 et4 sur I'Andlau (Chapitre IV-3).

Temps
d'exposition

0ours)

Station I Station 2 Station 3 Station 4

Transpl. Transpl. Transpl. Autocht.

0

)

8

l 3

l6

20

26+4

2 t  + 2

l 7 + 0

l 7 + 0

1 5 + l

l 8 + 2

1 7 + l

9 +  I

2 6 +  4  l l 5 8 +  l 5 l

1 5 3 +  8

533 +21
'134 + |

6 l l  + 6 6

852+14 l2 l7  +32

26+4

703 +74

1045 + 39

984+ 116

ll57 + 4

1233 +23

26+4 1608+26

432 +65

1038 + 43

1050 + 39

l3 l3  +  35

1 2 4 3 + 5 3  l l 9 l + 1 8
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Tabfeau B-11: Evolution des concentraûons en Zn total et dissous (fraction filtrée sur 0.a5 pm) aux statons I,
2, 3 er 4 sur I'Andlau (pg L-'). Etude ir sitr (Chapitre IV-3).

Stationl Station 2 Station 4

Total Total Total

0

I

2

J

4

5

6

7

8

9

l0

l l

t2

l 3

t4

l 5

l6

t 7

l 8

l 9

20

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

< 1 0< 1 0

l 8

1 8

27

140

34

93

5 t

33

20

38

2 l

l 7

J J

29

28

23

54

l9

27

23

1 8

7

8

9

t 6

1 8

l l

l 6

t 3

2 l

t 7

9

l0

6

9

8

22

l0

l3

l4

34

32

t2

60

40

105

26

l l

l 3

l 0

9

l2

l3

1 7

22

l 3

8

9

l l

t4

l 3

10

8

5

l 5

2 l

l 4

9

8

8

7

6

9

l 5

l l

4

7

9

9

Tableau B-12: Evolution des concentratons en Zn dans les mousses (moyenne + ecart-type, n = 3; pg g')
autochtones (Autocht.) et transplantees (Transpl.) aux stations 1,2,3 et4 sur l'Andlau (Chapitre IV-3).

Ternps
d'exposition

fiorus)

Station I Station 2 Station 3 Station 4

Transpl. Autocht. Transpl. Autocht.

0

5

8

1 3

l 6

20

1 5 9 + 4

1 3 8 + 5

1 3 9 + 5

185  *  l 0

159  +  15

l 5 l + 5

1 5 8 + 2 1 5 9 + 4

1 7 9 * 8

1 9 6 + 9

1 9 0 + 3

196 +7

201+2

265 + 45 159+4

233 + 15

216 + 17

182 + 16

218+2

248+ 13

159 +4 129 +9

157 + l0

2t7 +27

1 9 3 + 8

228+ l l

2U)+l t23+3167 +10 224 + 17



231

AnnexeC
(Chapi

Tableau C-1: Concentrations en cuiwe résiduel (moyenne * écart-tpe; n=3) après I'application des
différents tmitements en absence et en présence de désorbant.

Traitement Cu dans les mousses (pg g-' p.s.)

Lot peu contaminé (FC) Lot contaminé (FC)

Sans désorbant Avec désorbant Sans désorbant Avec désorbant

A*

B*

c*
D*

E**

F+*

G*+

H**

F*

Jrr

K*r

L*.

9 3 + l l

9 5 + 8

9 3 + l l

9 5 + 8

185 + 50

t85 + 50

149 +25

166 + 19

185 + 50

1 6 6 + 8

185 + 50

1 6 6 + 8

4 0 + 3

3 3  + 2

l 9 + 2

1 6 +  I

66 +4

2 0 + l

8 7 + 8

ttz + t7

137 +9

1 3 9 + 9

151 +  13

153 t2l

1387 + 330

1327 + 150

1387 + 330

1327 + 150

l89l + 189

l89l + 189

1692 + 398

1757 +145

l89l + 189

1794 +295

l89l + 189

1794 +295

258 + 125

205 +61

3 3 + 4

3 l + 5

683 + 133

42+5

837 + 140

1081 + 109

1566 + 181

1449 * t4

1480 + 49

1509 + 57

f: concentratons initiales en Cu de 109 et 1576 Fg g' pour les lots PC et FC respectivement
**: concentrations initiales en Cu de 205 et2057 lrg g' pour les lots PC et FC respectivement

Tableau C-2: Evolution des concentratons en cuiwe dans les mouss€s immergees dans le bac témoin
pendant 2l joun et dans les mousses immergees pendant 2l jours dans le bac contaminé par le cuivre
pendant 7 jours.

Temps d'immersion
(heures)

Cu dans les mousses (pg g-t p.s.)

Iot temoin
(Moyeme + éctrt-type)

Int contaminé
(Molmne + écaft-type)

0

I

J

)

7

8

9

l 3

l 5

2 l

1 6 +  I

2 7  + 2

3 5 + 3

4 5 + 8

4 9  + 3

5 l + 1 0

6 0 + 3

5 5 + 5

6 l + 1 0

69+6

1 6 + l

292+32

401 + 14

633 + 68

638 + 78

415 + 39

367 *13

2 U + 1 9

2 5 9 + 5

2t6 + t2
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Tableau C-3 Evolution des concentrations en cuivre dans les mousses
pendant 35 jours et dans les mousses immergées pendant 35 jours dans
pendant 2l joun (n: 3).

imrnergees dans le bac témoin
le bac contaminé par le cuivre

Temps d'immersion
(heures)

Cu dans les mousses (pg g-' p.s )

Lot témoin
(Moyenne + ecart-type)

Lot contaminé
(Moyenne * écart-type)

0

I

2

4

l0

l 5

2 l

23

24

26

29

35

3 2  + 2

3 4 + 1

4 9  + 6

5 2  + 4

5 9  + 6

6 2 + 5

6 8 + 6

6 9 +  I

7 6 + 8

7 9 + t l

72 t15

8 7  + 6

9 0 * 9

32+2

147 + tl

285 +44

366 + 19

471+22

584 + 80

677 *91

725 * 42

536 + 98

499 +36

486 + 13

3 5 3 + 8

293 +24

Tableau C-4: Evolution des concentrations résiduelles en cuivre (moyenne + écart-type; n = 3) dans les
mousses immergées 35 jours dans lgs bacs témoin et contaminé après les traitements de désorption en
absence et en presence de 5 mM L-r d'EDTA.

Temps (heures) Cu dans les mousses (pg g-t p.s.)

Lot témoin Lot contaminé

Sans EDTA AvecEDTA Sans EDTA Avec EDTA

0

l0

2 l

35

3 0 + 3

43t2

5 0 +  I

6 0  * 7

1 6 * l

21+6

24+4

3 l  + 7

3 0 + 3

302 + 38

387 + 84

126 +28

1 6 È  I

6 3 + 5

l 0 l + 6

68+  l 0
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Tableau C-5: Evolution des concentrations résiduelles en cuivre (moyenne * ecart-type; n : 3) dans les
mousses immergees 2l jours dans.les bacs témoin et contaminé après les traitements de désorption en
absence et en présence de 5 mM L-' d'EDTA.

Temps (heures) Cu dans les mousses (pg g-t p.s.)

Lot témoin Lot contaminé

Sans EDTA Avec EDTA SansEDTA AvecEDTA

0

7

2 l

1 8 + 3

3 4 * l

42+ |

1 4 + 0

1 7  + 2

2 0  + 2

l 8 + 3

240 +28

86+ 13

1 4 + 0

5 0 +  1 8

4 3  + 2

Tableau C{: Activité photoqynthétique moyenne (n = 3) des lots de mousses immergés 35 jours dans
les bacs témoin et contaminé par le cuiwe, exprimée en pg CO2 L-r min I mg I

Ternps d'immersion
(heures)

Activite photosynthétique

Lot tânoin
(Moyenne + écart-type)

Lot contaminé
(Moyenne + ecart-t)"e)

0

2l

35

2 l . l  +  1 . 8

10.4 + 1.1

12.5 + 4.8

2 l . l  +  1 . 8

14.6 + 1.7

13.0  +  1 .3

Tableau C-7: Activité photosynthétique moyenne (n = 3) des lots de mousses immergés 2l jours dans
lesbacs témoin et contaminé par le cuirne, exprimée en pg CO2 L-r minr mgr

Temps d'immersion
(heures)

Activité photosynthetique

Lot tânoin
(Moyenne + ec$t-type)

Lot contaminé
(Moyenne + ecaxt-type)

0

7

2 l

22.2 + 3.7

I 1 . 8  +  1 . 4

12.5 +3.2

22.2+3.7

10.9 +2.3

14.2 +0.7
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Annexe D
Chanitre VI

Tableau D-1: Concentrations en Cu dans les mousses (pg g-') durant la phase d'exposition. Expérience
de calibration (Chapitre VI-2).

Temps d'exposition
(heures)

Concentrations d'exposition en Cu
dans l'eau (pg L')

340t788242

0

5

l 5

24

48

96

168

2 7 +  3

6 6 +  8

l l 0 +  8

147 + 17

216+22

273 +20

393 + 28

2 7 +  3

127 r12

224 + l1

258+40

359 + 19

535 t 32

652 + 63

2 7 +  3

206+ 3l

365 + 48

443+ 57

616+ 42

967 + 95

l lM +  132

2 7 +  3

362 + ll8

740+ 96

t0l8 + 174

1485 + 165

1802 + 118

2392+321

Tableau D-2: Concentrations en Cu dans les mousses (pg gt) prealablement exposées au Cu durant la
phase de relargage. Experience de calibration (Chapitre VI-2).

Temps d'exposition
(heures)

Concentrations prealables d'exposition en
Cu dans I'eau (pg L-')

3401788242

0

6

24

72

240

393 +28

327 +28

239+27

224 +24

120 + l0

652+63

) ) )  +  ) l

465 +47

322+27

240+28

ltu+t32

983 + 97

7591 72

555 + 77

331 + 65

2392+321

1808 + l7 l

1363 + 156

1048 + I 13

723+ U
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Tableau D-3: Concentrations en métal dans les mouss€s implantees dans le rejet de Cattenom (donnees
CRELJM et IPL*) et dans le module (données CRELJM) (Chapitre VI4).

Temps
d'exposition
(heures)

Cu dans les mousses
(pg g-')

Zn dans les mousses
(t g g-t)

Module Rejet Rejet* Module Rejet Rejet*

0

24

48

72

96

168

240

7 + 1

2 9  + 2

3 0  + 2

4 6  + 3

6 0  + 7

7 0 t 4

7 + l

3 3  + 4

44 +2

6 l  + 2

5 5 + 1

8 0 + 2

89

132

98

2r2
180

179

89

136

132

197

254

285

58

219

295

505

85

tt4

186

Tableau D-4: Concentratons en métal dans les mousses implantees dans le rejet de Dampierre (donnees
CREIJM et IPL+) et dans le module (donne.es CREUM) (Chapitre VI4).

Temps
d'exposition
(heures)

Cu dans les mousses
(trg g'')

Zn dans les mousses
(pe g')

Module Rejet Rejet* Module Rejet Rejet*

0

24

48

72

96

168

216

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

5 l

163

l 0 +  I

2 1 8 +  6

268+ 9

377+ 4

436+ 13

493 + t7

626+26

1 l 5 5 +  3

233 + t0

224+ 9

3 l l  +  1 2

349 +20

340 +26

420 +23

383

f ) )

705

228

242
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Tableau D-5: Concentrations en métal dans les mousses (pg g-t) implantées dans le rejet de Nogent sur
Seine (données CREUM et IPL*) et dans Ie module (données CREUM) (Chapitre VI-4).

Temps
d'exposition
(heues)

Cu dans les rnousses
(t g g-t)

Zn dans les mousses
(pg g-')

Module Rejet Rejet* Module Rejet Rejet*

0

24

48

72

96

168

240

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

7100

8800

10500

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2s3

1700

1750

1900

2 7 +  I

t437 + 63

2336+ 55

3337 + t22

3875 + 93

4674+ 56

5401 + 335

J J l55L 2

732+20

1009 + 54

1135 *77

1220 *40

1356 + 15

1356 + 89
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Annexe F

Abstract

The widespread occurrence of aquatic bryophytes and their abilrty to accumulate metals

make them useful as environmental monitors. The laboratory and field experiments performed in

this work and the results reported in the liærature enable a detailed description of the successive

steps occurred during the accumulation of trace metals by the aquatic moss to be proposed.

ln order to optimisizod the ability of these organism to reflect the mean water

contamination level, a new methodology is developed. First, a mathematical model describurg the

o<change process of metals between mosses and water is proposed. Based on a previous

laboratory experiment, trc use of the model in field experiments provides a quantitative

assessme,nt of the dissolved metal concentration in the water. Secondly, an experimental pilog

which can be used in field studies, is developed. The system provided on one hand stable and

reproductible physical conditions of exposure for the moss, and on other han4 a sufficie,lrt

quantlty of suspended matter for the determination of the particulate matt€r metal contamination.

The suspended rnatter are obtained through a decantation s'stern from which the first objective

wurs to protect the organisms from abrasion and siltation.

Key words : Aquatic bryophytes - Tracp metals - biomonitoring - Cellular location - Current

velocity - Inægrative pollution methodology
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Résumé ,

Par leur grande capacité à accumuler les métaux, les bryophl,tes aquatiques founlint

une indication sur le niveau de contamination du milieu. La localisation cellulaire au méùl pr

des méthodes c;himiçes et histolqgiques permet de decrire les diftrentes etap€s ùr pron

daccumulation des métaux. Trois fractions maalliques sont ainsi distinguees conesporih I

ûois compartiments cellulaires. Le passage et le flux de métal d'un compartiment àlfùÊr

dépeirdeint de I'existence d'un gradient de concentration et sont assujettis aux mécanismes ptydoo

chimiques et biolqgiques mis en jeu lors drr transfert de lélément. Si le passage du r4Éd I

travers de la mernbrane est effecti4 il n'est pas attribué à un phenomene d'absorption actr thÊ

variæion de la température de I'eau, farteur primordial influençant l'état physiologiçu ô

. l'organisme, n'a en effet aucune conséquence sur l'accumulation du cuiwe. L'etude de I'irpæ

du regime d'ecoulement de l'eau sur les cinetiçes d'accumulation des métaux morttrent F h

bryophytes n'accumulent pas uniquane,nt en fonction de la concentration d'exposition eil ltd

mais aussi en fonction du flux de metal. Ce parametre nécessiæ d'être pris en compt€ à;b b

dans le schéma decrivant le mécanisme d'accumulation et dans la m*lrodologie. '

L'optimisation de la matrode faisant appel aux bryophytes pour l'évaluatiol è b

contamination a abouti à l'élaboration de dzux outils : un modèle mætrématique decriræ b

echanges de cuiwe à I'inærface eau-bryophytes et un module experimental exploitable in r/tfi.lt

concepion de ces deux outils offient de nouvelles perspectives d'utilisaton de cet o6nrir.

L'emploi de ces outils sur une station d'etude fournit simultanément plusieurs infcinirr

relatives au degré de contamination du milieu.
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