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INTRODUCTION GENERALE

Les phénomeénes d’eutrophisation, dont 1’origine est naturelle, sont grandement
accélérés par les activités anthropiques, par I’intermédiaire des rejets en azote et phosphore
principalement. Ces rejets sont liés aux activités industrielles et de transport qui génerent des
pollutions allant de I’agriculture, avec I’utilisation intensive d’engrais, aux activités
domestiques, ou encore aux rejets de stations d’épuration des eaux ou liés a l'assainissement
non collectif. Ces apports excessifs en nutriments sont véhiculés via les eaux de ruissellement
et d’infiltration, puis finissent par s’accumuler dans les €cosystémes fermés que constituent
les lacs notamment. Dans les milieux aquatiques, 1’azote et le phosphore sont les deux
principaux facteurs limitants du développement des organismes photosynthétiques. Lorsqu’ils
sont introduits en exces et en présence de conditions de tempeérature et de luminosité propices,
ils favorisent la prolifération massive des organismes photosynthétiques. Ces développements
anarchiques d’algues et de cyanobactéries voient leur fréquence et leur ampleur augmentées
au cours des derniéres décennies et ce dans de nombreuses régions du globe. La région
Limousin ne fait pas exception a la régle.

Les phénomenes de blooms ont de nombreuses conséquences nefastes sur les
écosystémes aquatiques avec une perte de biodiversité conséquente liee a une sélection des
especes les plus aptes a s'adapter a des conditions particuliéres. Ils constituent également une
géne importante pour les usages récreatifs des ressources touchées. Dans certaines conditions,
les cyanobacteéries sont également susceptibles de libérer des toxines - substances dangereuses
pour la santé humaine - posant ainsi des problémes de santé publique. Dans le cas ou la
ressource en eau est utilisée pour la production d’eau potable, le traitement et son efficacité
sont alors affectés par la présence de ces composés toxiques.

L’autre aspect majeur li¢ aux blooms est la production massive de mati¢re organique.
En effet, le développement des organismes photosynthétiques provoque la libération dans le
milieu d'exsudats organiques liés a l'activité métabolique. Lors de la sénescence de ces
organismes, d'autres composés organiques vont également étre relargués. L'ensemble de ces
molécules est appelé Matiére Organique Algale (MOA). La dynamique de cette matiere
organique ne suit, a priori, pas celle de la Matiere Organique Naturelle (MON) initialement
présente au sein des ressources en eau. Ces composes organiques d'origine algale vont alors
faire partie intégrante du cycle de la MON et contribuer a la modification de ses
caractéristiques, en participant a son enrichissement. Ces modifications qualitatives et
quantitatives vont également affecter les procédés de traitement des eaux et nécessiter une
réadaptation de ces derniers. En effet, I'efficacité des procédés de traitement et en particulier
de I'étape de coagulation-floculation, est largement dépendante des propriétés de la matiere
organique a traiter. Ces changements sont encore méconnus et demandent a étre plus
amplement étudiés. 1l apparait ainsi nécessaire d'établir une “carte d'identité" de la MOA pour
mieux connaitre ses propriétés et son évolution afin d'anticiper les conséquences des apports

-1-



Introduction Générale

générés par les phénomeénes d'eutrophisation sur les ressources. Il sera alors possible, a partir
de ces connaissances, d'optimiser les procédés de traitement.

Cette these s'inscrit dans le cadre du programme de recherche CYAME, financé sur
fonds FEDER. Ce programme vise principalement a évaluer les impacts des blooms algaux et
cyanobactériens sur les caractéristiques de la matiére organique des ressources en eau; a
déterminer des indicateurs pertinents de risque de prolifération phytoplanctonique; et a
déterminer les impacts des modifications induites par les phénomenes d'eutrophisation sur les
performances des procédés de traitement des eaux.

Ce manuscrit se compose de trois parties :

La premiere partie fait la synthése des connaissance bibliographiques sur
l'eutrophisation ainsi que sur les techniques analytiques de caractérisation de matiere
organique. Un état des lieux des connaissances des propriétés de la MOA et de la MON est
également réalisé, en lien avec les performances du procédé de coagulation-floculation.

La seconde partie présente la démarche expérimentale suivie au cours de cette thése.
Elle décrit également les techniques utilisees et les analyses effectuées.

La troisieme partie se décompose en trois chapitres, en relation avec les trois axes de
recherche menés en paralléle au cours de ce travail (Figure 1). Elle présente les résultats
obtenus sous la forme de 6 articles publiés ou rédiges pour soumission.

Le chapitre 1 a pour objectif de mieux comprendre la dynamique de croissance
d'especes d'algues ou de cyanobacteries cultivees en laboratoire (cultures mono-spécifiques)
et ainsi dévaluer I'enrichissement du milieu en MOA qui découle du développement et de la
sénescence des especes. La MOA génerée est caractérisee par différentes techniques
analytiques afin de lui attribuer une "carte d'identité”, soulignant ses différences avec la
MON. Des fractions de MOA sont ainsi extraites selon le caractere hydrophobe
(fractionnement sur résines XAD) puis etudiées par spectroscopie de fluorescence 3D,
spectrométrie de masse (MALDI-TOF-MS) et ultrafiltration. Ces propriétés sont alors
comparées a celles de fractions de MON d'origine eutrophe ou non (Figure 1 a).

Le chapitre 2 étudie la dynamique de la MON dans deux écosystemes ayant des
fonctionnements différents : un systeme lentique hypereutrophe (plan d'eau situé en
Limousin) et un systéme lotique non soumis aux blooms (riviére en amont du plan d'eau), au
travers d'un suivi in-situ de 18 mois sur site expérimental instrumenté. L'objectif de ce
chapitre est d'évaluer la contribution et le devenir de la MOA générée par des phénomeénes de
blooms récurrents ainsi que de confirmer et confronter les données de la littérature avec celles
obtenues au chapitre 1 (Figure 1 b).

Le chapitre 3 aborde I'étude de la réactivité de la MOA et de ses fractions dans les
procédes de traitement des eaux (coagulation-floculation). Les impacts de I'eutrophisation sur
les performances du procédé sont évaluées au travers de la comparaison de la réactivité de
MO d'origines variées (Figure 1 c).
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PARTIE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

. L'eutrophisation

1.1. Généralités

A Torigine, ’eutrophisation était définie comme un phénomene naturel qui conduit
progressivement, a I’échelle des temps géologiques, au comblement des lacs peu profonds et a
la formation de marais puis de prairies et de foréts (Anderson et al., 2002). Ce comblement est
le résultat du processus de vieillissement des lacs qui se produit naturellement sous 1’action
d’un apport en nutriments et en sédiments généré par 1’érosion et le ruissellement (Carpenter
et al., 1998). Ce phénomene peut également étre grandement accéléré par les activites
humaines, auquel cas le comblement intervient en quelques décennies au lieu de plusieurs
centaines voire milliers d’années. Cependant, le terme « eutrophisation » a ensuite été
extrapolé¢ a I’enrichissement en nutriments des cours d’eaux, estuaires et milieux marins,
méme si les conséquences écologiques different (Smayda, 2008). L’eutrophisation correspond
ainsi au processus d’évolution du statut trophique (Tableau I) des plans d’eau, cours d’eaux
ou milieux aquatiques affectés, qui deviennent progressivement eutrophes par une
augmentation excessive de leurs apports en nutriments (Smith et al., 1999), dont I’azote et le
phosphore principalement.

Tableau | : Caractéristiques moyennes des lacs, cours d’eau et milieux marins de différents statuts
trophiques (Smith et al, 1999)

Milieu Stat_ut Ntot Ptot Chl a en suspension DS
trophique | (MgN/L) | (HgP/L) (Mo/L) (m)
Oligotrophe < 350 <10 <35 >4
L acs Mésotrophe | 350-650 10-30 3.5-9 2-4
Eutrophe 650-1200 30-100 9-25 1-2
Hypertrophe > 1200 > 100 > 25 <1
Oligotrophe < 260 <10 <1 >6
Milieu | Mésotrophe 260-350 10-30 1-3 3-6
marin Eutrophe 350-400 30-40 3-5 1.5-3
Hypertrophe > 400 > 40 >5 <15
Milieu Stat_ut Ntot Ptot Chl a en suspension | Chl a benthique
trophique | (ugN/L) | (ugP/L) (Hg/L) (Hg/L)
Cours OI!gotrophe <700 <25 <10 <20
deau Mésotrophe | 700-1500 25-75 10-30 20-70
Eutrophe >1500 > 75 > 30 >70

Chl a : chlorophylle a ; DS : Disque de Secchi
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L'azote et le phosphore sont naturellement des facteurs limitants du développement
des organismes photosynthétiques dans les milieux aquatiques. Lorsqu’ils sont apportés en
quantités importantes dans le milieu par les activités anthropiques, leur abondance provoque
la prolifération des producteurs primaires (algues, cyanobactéries) (Chorus et Bartram, 1999).
La prolifération du phytoplancton provoque l'augmentation de la teneur en chlorophylle a
(Chl a) en suspension dans I'eau car ce pigment est présent au sein des cellules de tous les
organismes photosynthétiques et en particulier du phytoplancton. Il constitue ainsi un
paramétre permettant la quantification de ce dernier. Ensuite, l'augmentation de la quantité de
particules en suspension due a la recrudescence des cellules phytoplanctoniques provoque une
augmentation de la turbidité et donc une réduction de la transparence de l'eau, d'ou une
diminution de la profondeur du Disque de Secchi (DS).

Les apports en azote et en phosphore dans les milieux aquatiques peuvent étre
d’origine naturelle ou anthropique. Les sources naturelles d’apports en ces ¢léments sont :
I’érosion continentale, la décomposition bactérienne et les apports atmosphériques (Van
Hullebusch, 2002). Les sources anthropiques d’apport en nutriments peuvent étre diffuses ou
ponctuelles (Tableau I1). Ces apports sont véhiculés via les eaux souterraines, fluviales ou les
dépbts atmosphériques. Les sources ponctuelles tendent souvent a étre continues et peu
variables dans le temps tandis que les sources diffuses sont plus intermittentes et irréguliéres.
Ainsi, il est plus facile de controler et de mettre en place des systéemes de traitement pour
limiter les rejets d’azote et de phosphore dans le milieu aquatique au niveau des sources
ponctuelles qu’au niveau des sources diffuses (Carpenter et al., 1998 ; Smith et al., 1999).
Cependant, ce sont les sources diffuses qui contribuent le plus a la pollution des ressources en
eaux.

Tableau Il : Sources anthropiques d’apport en nutriments (Carpenter et al., 1998)

Sources ponctuelles Sources diffuses
- rejets de station d’épuration - eaux de ruissellement issues de 1’agriculture
- effluents de sites de stockage de déchets (élevage intensif, irrigation, amendement,...)
- déjections animales - rejets de fosses sceptiques défectueuses
- eaux de ruissellement issues de mines, - eaux de ruissellement des sites miniers
installations pétroliferes, sites industriels abandonnés
- déversement des bassins d’orage des villes | - déposition atmosphérique
(population > 100 000 habitants) - rejets d’exploitation foresticre, de
- eaux de ruissellement issues de chantiers conversion de zones humides
(surface > 2 ha) - rejets urbains (population < 100 000
- débordement des réseaux pluviaux et égouts | habitants)
- eaux de ruissellement issues de chantiers
(surface < 2 ha)

1.2. Occurrence des phénomeénes d'eutrophisation

Les phénomenes d'eutrophisation peuvent étre identifiés soit par leurs causes
(concentration en nutriments excessive, température de l'eau élevée) soit par leurs
conséquences (perte de biodiversité, prolifération du phytoplancton). Ces paramétres étant
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pris en compte lors de la détermination de I'état écologique des ressources en eau, il est ainsi
possible d'estimer approximativement l'ampleur du phénomene en France (Figure 2). En
2009, 55% des masses d'eau de surface avaient un état écologique jugé moyen a mauvais et
sont donc susceptibles d'étre affectées par des phénoménes d'eutrophisation. Les zones
potentiellement les plus touchées sont : la Bretagne, le Sud-Ouest, I'lle-de-France ainsi que les
zones frontaliéres de la Belgique et de I'Allemagne.

Etat écologique

I rés bon état
I 8o état

Etat moyen

Etat médiocre

- Mauvais état

Informations insuffisantes pour attribuer un état

Figure 2 : Etat écologique des ressources en eau en France en 2009 (source: ONEMA, 2009)

En Europe, Asie et Amérigue, environ 40% des lacs sont eutrophes et sujets aux
proliférations algales (Chorus et Bartram 1999). En région Limousin, un rapport émis par le
Ministére de la Santé et des Solidarités (French Ministry of Health, 2009) estime que 78% des
baignades suivies au cours de la période estivale de 2003 a 2008 ont une situation
préoccupante par rapport a une présence plus ou moins importante de cyanobactéries. En
2009, 43% des sites étudiés sont considérés comme eutrophisés. Les blooms de
cyanobactéries et de micro-algues se produisent habituellement dans ces environnements
eutrophes, c’est-a-dire contenant des concentrations élevées en nutriments, plus
particulierement en phosphore, et ou le renouvellement de 1’eau est faible.
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1.3. Blooms algaux et de cyanobactéries

Le terme « bloom » désigne une augmentation significative d’une population donnée,
conduisant a ’apparition d’un pic de biomasse (Zingone et Oksfeldt Enevoldsen, 2000 ; Masé
et Garcés, 2006). L’amplitude du pic dépend de I’espéce considérée mais présente une
variation temporelle et spatiale importante, dépendante des conditions environnementales. Les
blooms algaux peuvent impliquer une grande diversité d’organismes et mettent en jeu des
dynamiques complexes. De méme, dans un rapport de I’AFSSA (AFSSA-AFSSET, 2006) les
efflorescences ou blooms de cyanobactéries sont definies comme « des phases de prolifération
massive se produisant lorsque les conditions environnementales leur sont favorables
(Paragraphe 1.5.). Ces proliférations se caractérisent notamment par :

= |a production, sur une période de temps courte (quelques jours), d’une biomasse
importante

= une forte diminution de la diversité spécifigue dans le compartiment
phytoplanctonique car une ou deux especes deviennent alors tres largement
dominantes ».

Cependant, il est trés difficile de definir un seuil de biomasse au dela duquel il est
possible de considérer 1’apparition d’une prolifération, car ce seuil devrait a la fois tenir
compte du statut trophique de 1’écosystéme aquatique concerné, mais également de
I’évolution temporelle de la biomasse ainsi que de I’espéce considérée. En effet, bien que le
terme « prolifération de cyanobactéries » soit employé dans la réglementation, il n’en existe
pas de définition internationale. Les proliférations de cyanobactéries sont des phénomeénes
dynamiques dont le développement ainsi que la disparition peuvent étre tres rapides. Ainsi, en
I’état actuel des connaissances scientifiques, il n’est pas possible de caractériser les
phénomenes de blooms avec précision, par des valeurs seuils de nombre de cellules ou de
temps de doublement (AFSSA-AFSSET, 2006).

1.4. Souches d'algues et de cyanobactéries

Le terme «algue» désigne des organismes eucaryotes, autotrophes et
photosynthétiques. Les algues sont retrouvées dans tous les écosystémes aquatiques : eaux
douces, milieu marin, glaces et neiges, mais également dans les milieux terrestres des lors
qu'ils sont humides. Environ 20 000 a 40 000 espéces d’algues ont été décrites dans le monde
a ce jour, ce qui représente pres de 18% du régne végétal (Garon-Lardiere, 2004 ; Guiry,
2012). Cependant, le nombre d'espéces d'algues est estimé de 65 000 a plus d'un million
(Guiry, 2012). Les algues présentent des tailles (de 1’ordre de quelques micrometres a
plusieurs métres) et des morphologies (unicellulaires, formation de filaments ou de colonies
ou encore organisations pluricellulaires avec des architectures parfois complexes) trés
diverses. Elles regroupent de nombreux genres qui sont classifiés selon leur contenu en
pigments photosynthétiques :

- algues vertes, contenant de la chlorophylle a et b, des caroténes et xanthophylles, vivent
surtout en eau douces ou saumatres.
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- algues rouges, possédent toutes une structure pluricellulaire et vivent en majorité en milieu
marin. Elles contiennent de la chlorophylle-a, des caroténoides ainsi que des pigments
accessoires phycocyanine, allo-phycocyanine et surtout phycoérythrine (responsable de la
couleur rouge).

- algues brunes, contenant de la chlorophylle a et ¢ ainsi qu’un pigment brun la fucoxanthine
qui masque la présence des autres pigments, vivent en milieu marin, en eau douce ou sur sol
humide.

Les cyanobactéries sont des micro-organismes procaryotes, autotrophes et
photosynthétiques. Elles présentent une paroi cellulaire caractéristique des bactéries Gram-
avec feuillets de peptidoglycane. Elles se caractérisent également par 1’absence de noyau, de
plaste et de mitochondrie. Le nombre d'espéces de cyanobactéries est estimé a pres de 8000
(Guiry, 2012). A ce jour environ 150 genres et plus de 2000 espéces ont été identifiées (Hoek
et al., 1995), dont prés de 40 sont connues pour synthétiser des toxines (Briand et al., 2003).
Les cyanobactéries ont tout d’abord été classifiées en tant que micro-algues du fait de leur
nombreuses caractéristigues communes avec les algues et notamment leur capacité a
synthétiser des pigments photosynthétiques (chlorophylle a et pigments accessoires tels que
phycocyanine, allo-phycocyanine ou phycoérythrine) qui leur conferent une large gamme de
couleur (bleu, vert, rouge). La découverte de fossiles suggere que les cyanobacteries sont
présentes sur Terre depuis au moins 3,5 milliard d’années. Ce sont des micro-organismes
ubiquitaires, retrouvés des régions polaires jusqu’a I’équateur, capables de se développer dans
des milieux trés variés (terrestres ou aquatiques) et de s’adapter a des conditions
environnementales défavorables (températures extrémes, salinité, alcalinité,...). En effet, ils
sont capables de coloniser aussi bien les eaux douces (lacs, riviéres, étangs, estuaires) que le
milieu marin (Anderson et al., 2002). En milieu aquatique, on distingue les cyanobactéries
planctoniques, c’est-a-dire en suspension dans la colonne d’cau, des cyanobactéries
benthiques qui se développent fixées sur les sédiments. Les espéces planctoniques se
développent dans I’ensemble de la colonne d’eau ou a un niveau bien précis. Dans ce cas, les
proliférations sont le plus fréeqguemment observées a la surface ou elles forment des agrégats
flottants appelés « fleurs d’eau », «écumes » ou encore « mousses ». De fagcon moins
fréquente, ces phénomenes peuvent survenir en profondeur (entre 10 et 15m) en fonction des
disponibilités en nutriments et en énergie lumineuse (AFSSA-AFSSET, 2006).

Dans le cadre de ce travail, seuls les organismes unicellulaires photo-autotrophes seront
étudiés, micro-algues et cyanobactéries, qui composent le phytoplancton (Figure 3).Chacun
de ces deux groupes est subdivisé en différents ordres, qui regroupent les especes en fonction
de leurs caractéristiques. La reproduction du phytoplancton se fait tres majoritairement par
voie asexuée, elle repose sur une simple multiplication végétative ou sur la formation de
spores.
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Phytoplancton :
Micro-organismes unicellulaires photosynthétiques

/\

Algues : Cyanobactéries :
eucaryotes
Chlorophycées : algues vertes coloniales ou procaryotes
isolées, sucre de réserve : amidon
-Chlorella Chroococcales : unicellulaires isolées ou
———> -Scenedesmus coloniales
-Pediastrum

——>  -Microcystis -Merismopedia
-Synechococcus  -Snowella
-Aphanocpsa -Woronichinia

-Dictyosphaerium

Euglenophycées : unicellulaires flagellées
S proche des chlorophycées, sucre de réserve :

paramylon (polymére de glucose)

-Euglena

Oscillatoriales : filamenteuses non
3 hétérocystées (pas de fixation de N,)

-Planktothrix ~ -Oscillatoria

-Limnothrix -Pseudanabaena

Bacillariophycées (diatomées) : squelette en

L . . . Nostocales : filamenteuses avec
3 silice, sucre de réserve : polysaccharide

différentiation de cellules spécialisées

-Asterionella 3 (akinétes (cellules de résistance)
-Melosira hétérocystes), sans ramification
-Anabaena
. . . N . -Aphanizomenon
Dinophycées (Dinoflagellées) : flagellées de "
P ( g ) : flag -Calothrix

————> couleur brune-orangée (caroténoides

abondants), pas d’amidon . .
Stigonematales : filamenteuses avec

différentiation de cellules spécialisées
> (akinétes, hétérocystes), avec ramification
-Fischerella

Chrysophycées : isolées ou coloniales, le
> plus souvent flagellées, plaste de couleur
jaune, pas d’amidon

Figure 3 : Schéma simplifié (non exhaustif) de la classification des organismes photosynthétiques

Les familles d’algues les plus fréquemment retrouvées en eau douce sont les
Chlorelles (telles que Chlorella vulgaris), les Euglénes (telles que Euglena gracilis), ainsi que
les Diatomées (des genres Asterionella, Aulacoseira, Stephanodiscus, Tabellaria ou
Fragilaria par exemple) (Bertru, 2006).

En milieu tempéré, comme c’est le cas en Limousin, les espeéces de cyanobactéries les
plus susceptibles de former des efflorescences sont celles de type Planktothrix rubescens ou
Planktothrix agardhii, qui peuvent former des blooms a des températures faibles (<10°C), des
Nostocales comme Aphanizomenon flos-aquae ou Anabaena flos-aquae ou encore des
Chroococcales comme Microcystis spp. qui forment des blooms massifs en période estivale
ou au début de I’automne (Catherine, 2009). Le Tableau Il présente les caractéristiques de
quelgues genres de cyanobactéries fréquemment retrouvés en région Limousin.

La zone et la période de développement du phytoplancton sont conditionnées par
I’espece considérée et par un certain nombre de parameétres d'influence dont les principaux
sont : la stabilité de la colonne d’eau, la température ainsi que la lumiére et les nutriments
disponibles.
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Tableau 11 : Caractéristiques de quelques genres et espéces fréquemment retrouvés en Limousin (d’apreés
Antoine, 2009)
Genre Espeéce Organisation Production | Fixation N, | Formation
toxines (hétérocystes) | akinétes
Anabaena spiroide Filamenteuse + + +
Aphanizomenon ogglsi-s?%ﬁ?n Filamenteuse + + +
Aphanocapsa Coloniale - ; _
Limnothrix Filamenteuse - - -
Merismodedia Coloniale - - -
Microcystis aeruginosa Coloniale + - -
Oscillatoria Filamenteuse + - -
Plankothrix Filamenteuse + - -
Pseudanabaena Filamenteuse + - -
Snowella Coloniale - - -
Woronichinia naegeliana Coloniale + - -

Toutes les espéces d’un méme genre ne produisent pas forcément de toxines ; la production
de toxines dépend de la présence ou non du géne associé.

I.5. Paramétres d’influence pour la formation des blooms

Les parametres les plus influents pour le développement de blooms algaux et de
cyanobactéries sont : la température de I’eau ; la lumiére ; la quantité et la biodisponibilité des
nutriments ; la dynamique des masses d’eau ; le pH et la pression exercée par les organismes
prédateurs (Andersen et al., 2006 ; Guven et Howard, 2006). De plus, I’influence d’un
paramétre unique ne permet pas a lui seul d’expliquer I’apparition des blooms, car ceux-Ci
résultent de la combinaison de plusieurs des facteurs préecédemment cités (Dokulil et Teubner,
2000). En effet, les blooms résultent d'un phénomene global dans la mesure ou ces paramétres
sont interdépendants.

L’OMS donne 5 facteurs de risque permettant de caractériser la vulnérabilité d’une
ressource. Ces facteurs de risque sont d’ordre : historique, physique, hydraulique, chimique et
biologique. Une ressource peut étre considérée comme a risque si :

= des informations historiques ou des connaissances locales font état de précédents
épisodes de proliférations ;

= latempérature de surface dépasse 18°C et /ou la ressource est stratifiée ;

= le temps de séjour dépasse 5 a 10 jours ;

= les concentrations annuelles moyennes en phosphore, voire en azote, permettent le
développement des cyanobactéries présentes sur le site ;

= des informations issues de suivis biologiques font état du niveau de présence, des
périodes d’apparition et de la persistance des cyanobactéries dans la ressource.

-11 -
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1.5.1. Luminosité

L’accés a la lumicre (durée de I'exposition et intensité lumineuse) est un paramétre
capital pour le contrdle de la dynamique des organismes photosynthétiques (Oberhaus et al.,
2007). Cependant, une trop forte intensité lumineuse peut dégrader 1’appareil
photosynthétique du phytoplancton par photo-inhibition. De nombreuses espéces de
cyanobactéries sont sensibles voire inhibées lors de périodes prolongées de forte intensité
lumineuse. Ainsi, des intensités supérieures a 320 pmol.photon.m?.s™ sont létales pour
beaucoup d’especes. La durée de I’ensoleillement a également une influence cruciale : par
exemple, Aphanizomenon flos-aquae se développe peu en dessous de 10h de lumiere et de
14h d’obscurité (Yamamoto et Nakahara, 2005).

1.5.2. Nutriments

Les blooms de cyanobactéries et d’algues se produisent principalement dans les
milieux eutrophes, c’est-a-dire ou les apports en azote et phosphore sont importants, car ces
éléments sont les deux principaux facteurs limitants pour le développement du phytoplancton
(Chorus et Bartram, 1999). Le phytoplancton utilise principalement le phosphore sous forme
d’orthophosphates (PO4>) et 'azote sous forme d’ammonium (NH,") et de nitrates (NO3)
(Liu et al., 2007). Le carbone n’est pas un ¢élément limitant dans les milieux aquatiques a
cause des échanges permanents avec le CO, atmosphérique. Cependant, le carbone en exces
peut non seulement avoir un impact important sur le développement des especes
phytoplanctoniques mixotrophes, c’est-a-dire qui peuvent utiliser le carbone sous forme
minérale ou organique, mais aussi sur les proliférations bactériennes.

Le ratio Redfield correspondant au ratio carbone:azote:phosphore est de 106:16:1 (en
moles) dans la composition de la matiére organique phytoplanctonique, qui est relativement
constante. Lorsque le ratio azote total sur phosphore total (TN:TP) est inférieur a 16 (exprimé
en moles) I’azote est le facteur limitant pour le développement du phytoplancton tandis que
TN:TP>16 indique que le phosphore est limitant. Dans la majorité des cas 1’azote est le
facteur limitant dans les écosystemes marins et cotiers tandis que le phosphore est le facteur
limitant pour les écosystémes d’eau douce (Anderson et al., 2002).

De nombreux auteurs se sont intéress€s a I’impact du ratio TN:TP sur la domination
des cyanobacteéries ou des algues sur la communauté phytoplanctonique (Havens et al., 2003 ;
Xie et al., 2003 ; Hakanson et al., 2007 ; Kangro et al., 2007 ; Lv et Wu, 2010). Les faibles
ratios semblent fréquemment associés aux blooms de cyanobactéries avec une trés large
domination des espéces capables de fixer 1’azote atmosphérique (Vrede et al., 2009), tandis
que les ratios élevés sont plus couramment liés aux blooms algaux (Smith, 1983). Cependant,
I’influence du ratio TN:TP est controversée et certains auteurs s’accorderaient plutot a dire
que ce ratio ne joue pas de role majeur dans la domination des cyanobactéries et qu’un faible
ratio TN:TP serait plutot la conséquence d’un bloom de cyanobactérie que la cause de son
apparition (Xie et al., 2003). En effet, le facteur le plus important pour le contréle des blooms
de cyanobactéries serait plutét la quantité de phosphore disponible (Xie et al., 2003 ; Kim et
al., 2007).
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La succession des especes formant des blooms au cours de ’année a également une
influence importante. Par exemple, Heisler et al., (2008) rapportent que dans la Baie de
Chesapeake (USA) les nitrates deversés en grande quantité au printemps sont rapidement
assimilés par les diatomées pour former un premier bloom, puis avec la raréfaction des
nutriments ce bloom va dépérir et au moment de I’été, 1’azote est abondamment relargué par
les processus de décomposition sous forme d’ammonium pour supporter le développement
d’un nouveau bloom formé par des flagellés et dinoflagellés. Ceci montre également que les
nutriments continuent a servir de support a la formation des blooms longtemps aprés leur
apport initial dans le milieu, grace a leur recyclage au sein des sédiments. Ainsi, il existe une
sorte d’auto-entretien des blooms. Cependant, tous ces blooms génerent aussi du carbone
organique qui ne suit, a priori, pas les mémes cycles de consommation/relargage que I’azote
et le phosphore. Cet apport en carbone contribuerait plutot a I’enrichissement de I’eau en
matiere organique carbonée.

En plus de la quantité totale de nutriments disponibles, la composition de I’apport en
nutriments a également une grande influence sur la formation des blooms (Anderson et al.,
2002 ; Heisler et al., 2008). En effet, la croissance du phytoplancton ne dépend pas seulement
de la présence suffisante de nutriments essentiels tels que le carbone sous forme de COy,
1’azote ou le phosphore (et la silice pour les diatomées). Elle dépend également de la présence
de certains ions majeurs tels que Na*, K*, Mg, Ca**, CI', et SO4* (& des concentrations de
quelques milligrammes par litre dans les eaux de riviere) et de certains éléments métalliques
sous forme de micronutriments comme le fer, le manganeése, le zinc, le cobalt, le cuivre et le
molybdéne (Lukac et Aegerter, 1993 ; Andersen et al., 2006). Ces éléments métalliques sont
retrouvés en moyenne dans les eaux de riviére a des concentrations d’environ 40ug/L pour le
fer, 8ug/L pour le manganéese, 30ug/L pour le zinc, 0,2ug/L pour le cobalt, 2ug/L pour le
cuivre et 0,5ug/L pour le molybdene (Martin et Meybeck, 1979).

Le fer est impliqué dans le transport des électrons pour la photosynthese et participe
¢galement avec le molybdéne au métabolisme de 1’azote (Rueter et Petersen, 1987) ; le zinc
est quant a lui fortement impliqué dans la croissance et la production de toxines (Lukac et
Aegerter, 1993). Certains de ces élements métalliques sont toxiques a forte concentration
comme le cuivre qui a longtemps été utilisé dans les eaux pour le traitement des algues ou
encore le zinc et le cobalt. Le fer, le manganése ou le molybdene peuvent notamment se
trouver sous formes d’hydroxydes ou d’oxydes insolubles qui les rendent indisponibles pour
le phytoplancton et peuvent constituer des facteurs limitants pour la croissance de ces micro-
organismes (Andersen, 2005). Ainsi, les facteurs influencant la spéciation des éléments
métalliques et donc leur biodisponibilité comme le pH, I’alcalinité ou la concentration en
ligands, jouent aussi un role important pour le développement des organismes
photosynthétiques.

1.5.3. Température

Les taux de croissance les plus élevés sont généralement atteints a des températures
voisines de 25°C chez la plupart des cyanobactéries et autour de 20°C pour les algues (voire
méme 15°C pour les diatomées) (Yamamoto et Nakahara, 2005 ; Reynolds, 2006 ; Billen et
Garnier, 2009). Ceci explique pourquoi les blooms de cyanobactéries se forment en été - la
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période la plus propice étant de mai a septembre, dans les zones tempérées tandis que la
domination des algues vertes est principalement observable pendant I’hiver et le printemps
(Yamamoto et Nakahara, 2005). Selon Kanoshina et al., (2003), les blooms de cyanobactéries
peuvent se former lorsque la température dépasse 16°C. Cependant, les optimums de
température varient d’une espéce a I'autre, ainsi les espéces thermophiles de Synecococus
présentent un optimum de croissance entre 35 et 45°C et peuvent se développer jusqu’a 70°C
tandis que certaines especes de Planktothrix peuvent former des efflorescences a des
températures voisines de 10°C (Yeprémian et al., 2007). Les cyanobactéries peuvent
également se développer sur une large plage de températures. Yamamoto et Nakahara, (2005)
ont ainsi montré qu'Aphanizomenon flos-aquae peut se développer a partir de 11°C bien que
son optimum de température se situe plutét autour de 20 a 25°C. Certaines études ont
¢galement suggéré qu’une hausse des températures liée au réchauffement climatique pourrait
jouer un réle crucial dans I’expansion géographique et ’accumulation de biomasse générée
par les blooms (Anderson et al., 2002 ; Paerl et Huisman, 2009 ; Granéli et al., 2011).

Le développement de blooms de cyanobactéries est favorise par un temps chaud et
calme tandis qu’un temps froid et agité favorise plutot le développement des algues
(Kanoshina et al., 2003). Cette forte dépendance vis-a-vis de la température suggére qu’un été
précoce est trés important pour I’inoculum, a partir duquel le développement des populations
s'opére. Ainsi, un printemps chaud et un été précoce induisent une migration rapide des
cellules et un pourcentage de germination plus élevé des cellules de résistance (Karlsson-
Elfgren et al., 2004), ce qui peut expliquer les variations d’ampleur du phénomeéne et le
moment d’apparition différent selon les années. Selon Kanoshina et al., (2003), la température
de I’eau semble étre le parameétre influencant la formation des blooms tandis que la
stratification de I’eau parait étre le paramétre influencant I’intensité du bloom a I’échelle de
I’espece.

1.5.4. Stabilité de la colonne d’eau

La dynamique des masses d’eau est un des parametres ayant le plus d’influence sur la
répartition spatiale des communautés phytoplanctoniques au sein des écosystemes lacustres
(Hedger et al., 2004). Cette dynamique est influencée par les conditions climatiques et varie
au cours de I’année avec une succession de brassages de la colonne d’eau en automne et au
printemps, et de stratifications thermiques en hiver et en été (Figure 4). Cependant, seule la
stratification thermique de 1’été est favorable a la prolifération d’algues et de cyanobactéries.
Les conditions d'ensoleillement influencent rapidement la température de la couche d'eau
superficielle (épilimnion) contrairement aux masses d'eau situées plus en profondeur
(hypolimnion), du fait d'une forte inertie thermique et de I'absence de brassage. 1l se crée alors
une différence de densité entre ces masses d'eau liée a cette différence de température. Ces
couches d'eau superposées ne se mélangent plus, créant une stratification thermique mais
également chimique. Cette derniere est liée d'une part aux nutriments, qui se trouvent
généralement a proximité des sédiments tandis qu'ils sont rapidement consommés en surface
par les producteurs primaires, et d'autre part a I'oxygéne apporté par les échanges a l'interface
eau/air et produit par le phytoplancton qui se développe en surface, tandis qu'il est consommé
en profondeur par les bactéries hétérotrophes.
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Les conditions climatiques et notamment le vent, les fortes pluies ou le rayonnement
solaire sont susceptibles d’induire des mouvements de masses d’eau. Ces mouvements vont
modifier les échanges de nutriments entre la colonne d’eau et les sédiments par brassage des
eaux. En effet, la température de I’eau permet a elle seule d’expliquer prés de 70% des
variations saisonnieres de relargage de phosphore par les sédiments (Jensen et Andersen,
1992). Les phénomenes de brassage ont donc un impact important pour le développement du
phytoplancton, car les deux ressources essentielles (nutriments et lumiére) se trouvent aux
deux extrémités de la colonne d'eau. Ainsi, lorsque le brassage devient insuffisant, les micro-
organismes capables de constituer des réserves de nutriments et de faire varier leur position au
sein de la colonne d’eau pour I’accés a la lumiére, comme les cyanobactéries, possédent un
sérieux avantage compétitif sur les autres espéces phytoplanctoniques.

Brassage des eaux : Stratification thermique :
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Figure 4 : Brassage des eaux et stratification thermique d’un lac profond tempéré
1.5.5. pH

Le pH des milieux aquatiques est fortement influencé par ’activité photosynthétique.
Pour les systemes lacustres, il peut varier entre 6 et 10 selon le statut trophique. Le pH a
tendance a augmenter pendant les périodes de forte production primaire lorsque la
concentration en CO, diminue sous I’effet de sa consommation par le phytoplancton et
d’échanges relativement lents avec le CO, atmosphérique. De plus, lors de la photosynthése,
la consommation d’ions H" va également contribuer a I’augmentation du pH. Ainsi, la mesure
du pH est un bon indicateur des phases d’activité biologique et de I’intensité de ’activité
photosynthétique. De plus, la consommation et I'assimilation de I'azote sous forme de nitrates
induit également un diminution du pH (Granum et Myklestad, 2002). Le pH peut également
influencer la composition de la communauté algale et bactérienne dans le milieu. Ainsi,
lorsque le pH est compris entre 8 et 10, les cyanobactéries sont dominantes tandis que certains
types d’algues sont inhibés a de telles conditions de pH. Yamamoto et Nakahara, (2005) ont
montré que Aphanizomenon flos-aquae ne peut pas se développer a pH<7,1 (optimum de
croissance autour de pH 8).
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1.5.6. Pression exercée par les organismes prédateurs

Les blooms ne sont pas exclusivement régulés par des parametres physiques ou
chimiques mais ils sont également contr6lés par des parameétres biologiques. En effet, la
pression exercée par les organismes prédateurs sur le phytoplancton joue un grand réle dans la
régulation de ses populations (Smayda, 2008). Cependant, contrairement aux algues, les
cyanobactéries sont peu soumises a la prédation du fait de leur organisation cellulaire et de
leur capacité & produire des toxines. La formation de filaments (Anabaena, Planktothrix par
exemple) ou de colonies englobées dans un mucilage commun (ex. Microcystis) les rend
difficile a consommer notamment par les organismes filtreurs, du fait de la taille importante
des structures obtenues. Enfin, bien que le role des cyantoxines ne soit pas clairement
déterminé, celles-ci peuvent avoir un impact sur la mortalité des organismes prédateurs.

1.6. Avantages compétitifs

Le phytoplancton présente un grand nombre de morphologies et de caractéristiques
fonctionnelles qui constituent autant d'adaptations aux différents paramétres d'influence
(Tableau V).

Les micro-organismes photo-autotrophes doivent faire face a de nombreux
changements qualitatifs et quantitatifs au niveau de la lumiere disponible pour leur
métabolisme. En effet, celle-ci varie en fonction de la latitude, de I’alternance jour/nuit, du
cycle des saisons, de la présence d’arbres en bord de riviere qui limitent ’accés a la lumiére
ou encore des conditions climatiques. De plus, le milieu aquatique introduit de nouveaux
parametres qui vont influer sur ’intensité ou les longueurs d’onde disponibles tels que : la
transparence du milieu, I’effet d’ombrage et de dispersion induit par les matieres en
suspension ou encore I’inclinaison des radiations incidentes donnant lieu a une réflexion de la
lumiere incidente a la surface de 1’eau (Pelmont, 1993). Ainsi, la distribution des algues au
sein de la colonne d’eau varie selon la profondeur avec la raréfaction de certaines longueurs
d’onde disponibles pour I’activité photosynthétique (Farineau et Morot-Gaudry, 2006) tandis
que les cyanobactéries sont capables d'adapter leur appareil photosynthétique en fonction de
I'éclairement (adaptation chromatique). Les cyanobactéries peuvent augmenter leur contenu
en phycoérythrine ou en phycocyanine en fonction des conditions. Ceci constitue donc un
avantage dans les milieux troubles comme c’est le cas pour les milieux eutrophes. Elles
peuvent également ajuster leur position dans la colonne d'eau (vésicules de gaz) pour
bénéficier des conditions de luminosité optimales et donc bénéficier de 1’avantage d’une
productivité photosynthétique accrue.

Différentes stratégies d'adaptation au manque de nutriments existent. Les especes
phytoplanctoniques sont photo-autotrophes, cependant, certaines d’entre elles (par ex.
Euglena gracilis) possédent un métabolisme particulier qui leur permet également d’utiliser
les nutriments sous forme organique qui sont abondants dans les milieux eutrophes, ce sont
des espéces mixotrophes (Liu et al., 2007 ; Burkholder et al., 2008; Heisler et al., 2008). En
outre, environ un tiers des especes de cyanobactéries sont capables de fixer ’azote
atmosphérique via la formation de cellules spécialisées, les hétérocystes (Oberholster et al.,
2004). Les cyanobactéries sont également capables d'ajuster leur position au sein de la
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colonne d'eau gréce a la présence de vésicules de gaz, qui leur permettent de réguler leur
densité par rapport celle de I'eau. Elles peuvent ainsi migrer en surface pour un meilleur accés
a la lumiére ou en profondeur ou les nutriments sont généralement abondants pres des
sédiments. De plus, certaines espéces sont capables de constituer des réserves internes de
nutriments qui seront consommees lorsque les conditions deviennent défavorables. Ces
caracteristiques particuliéres de leur métabolisme permettent aux espéces qui les possedent
d’avoir un sérieux avantage compétitif lorsque les nutriments se raréfient.

Il existe trois formes d’organisation structurelle possibles : unicellulaire, coloniale ou
filamenteuse. La formation de colonies pouvant étre enrobées dans un mucilage commun
(substance visqueuse composée de polysaccharides) ou de filaments permet de limiter la
pression due aux organismes prédateurs du fait de la taille importante de la structure obtenue.
La compétition due aux autres organismes photosynthétiques peut également étre limitée par
effet d’ombrage induit par la formation d’écume en surface (Hense et Beckmann, 2006). En
effet, les especes présentes en quantité trés importante a la surface de I’eau lors des blooms
réduisent fortement la pénétration de la lumiére et limitent ainsi la disponibilité de I’énergie
lumineuse pour les autres espéces.

Afin d'assurer leur survie lorsque les conditions deviennent difficiles, certaines
especes sont capables de former des cellules de résistance (spores ou akinetes).

Le métabolisme des algues et cyanobactéries conduit a la production de nombreux
composes chimiques. Cette production peut :

= soit étre dépendante de I’expression des genes et les molécules produites sont
essentielles au fonctionnement de 1’organisme auquel cas elles sont appelées
métabolites primaires,

= soit étre dépendante du niveau de stress génére par les facteurs environnementaux
auquel cas les molécules produites sont appelées métabolites secondaires.

Les cyanobactéries et micro-algues sont ainsi capables de produire des composés
allelophatiques (meétabolites secondaires) ayant des effets inhibiteurs sur les micro-organismes
prédateurs mais également sur les compétiteurs (Granéli et al., 2008). Ces composés semblent
jouer un grand réle dans la succession des especes ainsi que dans la formation et la disparition
des blooms (Vardi et al., 2002). Les cyanobactéries sont aussi connues pour synthétiser
d’autres métabolites, les cyanotoxines, dont la véritable fonction n'est pas encore bien
déterminée (métabolites primaires ou secondaires) et qui agiraient comme une défense
chimique contre les organismes prédateurs ou auraient un effet contre la compétition avec les
algues (Briand et al., 2003 ; Hense et Beckmann, 2006). Leflaive et Ten-Hage, (2007)
considérent que seules les cyanobactéries produisent des toxines en eau douce, dont les plus
connues sont les microcystines. Cependant, il en existe trois catégories : les hépatotoxines,
neurotoxines et dermatotoxines (Briand et al., 2003). La capacité a excréter des sidérophores
joue également un grand réle dans la domination des cyanobactéries. En effet, ces composes,
synthétisés en conditions de carence, sont capables de modifier la spéciation chimique d’un
élément pour le remobiliser et augmenter ainsi sa biodisponibilité (le fer par exemple) ou
encore pour réduire sa toxicité (le cuivre par exemple) (Rueter et Petersen, 1987).
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Les cyanobactéries possédent ainsi de nombreux avantages compétitifs par rapport aux
autres organismes phytoplanctoniques, qui font d'elles de formidables compétitrices. Dans les
années futures, le réchauffement climatique pourrait avoir pour conséquences de renforcer la
domination des cyanobactéries et d'augmenter la fréquence, la persistance et I'intensité des
blooms (Paerl et al., 2011). Il est ainsi crucial de mieux comprendre les mécanismes a
I'origine des blooms ainsi que les conséquences de ces proliférations sur la qualité des eaux.

-18-




Partie 1. Synthése bibliographique

Tableau I1V: Adaptations des algues et cyanobactéries aux différents parametres d'influence

Parametres

Adaptation

d'influence Algues Cyanobactéries Reférences
Température - Optimum de température - Optimum de température généralement plus élevés (= 25°C) Yamamoto et Nakahara,
P généralement plus faibles (= 20°C) P P g b (2005) ; Reynolds (2006)
- Adaptation chromatique : changement de la sensibilité chromatique
. . . en fonction des longueurs d'onde disponibles (production de Tandeau De Marsac, (1977) ;
- Distribution des especes varie en ) . . P
o rofondeur selon I'équipement de la phycoery?hrme ou phycocyanlng), avantage en eaux_troubles Stomp et al., (2004) ; Farineau
Luminosité (F:)ellule en piaments assimilateurs et - Protection contre les UV : mécanismes de réparation de I'ADN et Morot-Gaudry (2006) ;
les lon ueSrg d'onde disponibles - Migration verticale (régulation de la flottabilité grace a des vésicules Sommaruga et al., (2009) ;
g P de gaz) : adaptation de la position dans la colonne d'eau : meilleur acces Kehoe, (2010)
a la lumiére en surface
- Mixotrophie possible
- Fixation de I'azote atmosphérique grace a des cellules spécialisées Reynolds et al., (1987); Rueter
(hétérocystes) : I'azote n'est pas un facteur limitant et Petersen (1987); Ibelings et
. . . - Réserves internes : C (glycogéne), N (cyanophycine), P al., (1991); Pelmont, (1993);
- Mixotrophie possible i ; . . ; S AN . .
. . . ) - Migration verticale (régulation de la flottabilité grace a des vésicules Walsby et al., (1997); Adams
Nutriments - Réserves internes : carbone } . " SRR \
(amidon) de gaz) ._adaptatlon de la position dans la colonne d'eau : meilleur accés | et Duggan, (1999) Oberholster
aux nutriments pres des sédiments et al., (2004); Burkholder et
-Production de sidérophores : molécules permettant la modification de al., (2008) ; Kaplan-Levy et
la spéciation chimique d'un élément pour augmenter sa biodisponibilité al., (2010);
(ex. le fer) ou réduire sa toxicité (ex. le cuivre)
Stabilité de Ia Tolérance au brassage des eaux : Faible tolérance au brassage des eaux : nécessite une stabilité de la

colonne d'eau

taux de croissance élevés (a 20°C et
saturation lumineuse, 0,8 & 1,9 jour™)

colonne d'eau car faibles taux de croissance (a 20°C et saturation
lumineuse, 0,3 & 1,4 jour™)

Chorus et Bartram (1999)

- Composés allélopathiques

- Toxines/composés allélopathiques

Paerl et al., (2001);

Prédation - Organisation structurelle : - Organisation structurelle : coloniale englobée dans un mucilage ou .
; . . o ] . Ghadouani et al., (2003)
coloniale ou filamenteuse filamenteuse, difficile a consommer par les prédateurs
pH -Tolérance aux pH élevés (8-10) Yamamoto et Nakahara (2005)
Conditions - Cellules de résistance : spores Adams et Dugan (1999);

défavorables

(Dinophycées, diatomées,
chrysophycées)

- Cellules de résistance : akinétes (Nostocales, Stigonematales)

Baker et Bellifemine, (2000);
Andersen, (2005)

Competition

- Composés allélophatiques
- Ecume en surface : effet d'ombrage

- Composés allélophatiques
- Toxines
- Formation d'écume en surface : effet d'ombrage

Hense et Beckmann (2006);
Leflaive et Ten-Hage, (2007);
Granéli et al., (2008)
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1.7. Cycle de vie du phytoplancton

1.7.1. Culture en laboratoire (réacteur fermé)

Au laboratoire, la culture d’algues ou de cyanobactéries en batch est caractérisée par
une phase de latence correspondant au temps nécessaire a I’adaptation de la souche a son
environnement. Ensuite, cette phase est suivie d’une période de croissance rapide appelée
phase exponentielle ou la souche se multiplie activement et atteint une vitesse de division
maximale et constante. Lorsque les nutriments viennent a manquer a cause de la
surpopulation dans le milieu, un ralentissement de la croissance s’opére, c’est le début de la
phase stationnaire. Enfin, lorsque les nutriments et les réserves intracellulaires des cellules
sont épuisés, la population décline, ¢’est la sénescence (Figure 5).

Nombre de cellules
expriméen logarithme

Phase Sénescence

stationnaire

Phase
exponentielle

Phase de

Temps
latence

Figure 5 : Courbe théorique de croissance d’une culture d’algue ou de cyanobactérie en laboratoire

1.7.2. Cycle de vie en milieu naturel

Le cycle de vie des algues et cyanobactéries in situ est relativement complexe, dépend
de I’espece considérée et se caractérise par une alternance de phases de repos (notamment
sous forme de spores ou de colonies benthiques, fixées aux sédiments) et d’activité (sous
forme de cellules végétatives). La germination correspond au processus par lequel les
cellules au repos (akinetes) deviennent actives (excystement). Le recrutement est la phase
pendant laquelle les cellules quittent les sédiments et retournent en suspension au sein de la
colonne d’eau (Rengefors et al., 2004). Cependant, les périodes de blooms sont les plus
couramment étudiées et donc les plus documentées méme s’il est maintenant couramment
admis que les phases de repos jouent un role important dans la formation des blooms (Head et
al., 1999 ; Hense et Beckmann, 2006).

=  Processus de germination

Les spores « dormantes » au sein des sédiments constituent un inoculum pour la
période de croissance suivante. En effet, il existe une relation entre 1’importance des blooms
d’été, la formation d’akinétes et la formation de blooms au cours de ’année suivante (Hense
et Beckmann, 2006). Les facteurs influencant le processus de germination des spores
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semblent étre la présence de nutriments, de lumiere et la température (Rengefors et al., 2004 ;
Karlsson-Elfgren et al., 2004). Cependant, I’impact de ces facteurs ainsi que I’influence de la
salinité ou de la dessiccation varient selon les especes de méme que les besoins en lumiére en
termes d’intensité ou de longueurs d’onde disponibles (Huber, 1985 ; Baker et Bellifemine,
2000).

= Processus de recrutement

Les sédiments peu profonds semblent étre la plus grande réserve d’inoculum pour les
blooms de phytoplancton. En effet, méme si les zones plus profondes présentent
potentiellement une réserve d’inoculum aussi importante que les zones littorales, le
recrutement ne s’opere pas a partir de ces zones ou les conditions environnementales ne sont
pas favorables. Des études menées en laboratoire et a 1’échelle du site ont montré que la
présence de lumiére, le brassage des sédiments et des températures élevées (conditions
retrouvées en zones peu profondes) sont les facteurs les plus importants du déclenchement du
processus de recrutement (Rengefors et al., 2004 ; Karlsson-Elfgren et al., 2004). Le brassage
des sédiments (remise en suspension par procédés physiques ou par activité des organismes
vivants) permet aux cellules enfouies trop profondément d’étre a nouveau exposées a la
lumiere, a la surface des sediments. De plus, le brassage permet le relargage dans 1’eau de
nutriments essentiels pour la croissance du phytoplancton, ce qui peut donc contribuer a
stimuler le processus de recrutement (Rengefors et al., 2004).

» Cycle de vie des especes phytoplanctoniques ne formant pas de spores (Figure 6) :
exemple de Microcystis aeruginosa d’apres Latour, (2002)

Au printemps, une partie des colonies benthiques quitte les sédiments ou elles ont
passé I’hiver pour constituer un inoculum qui se retrouve ensuite dans la colonne d’eau, c’est
la phase de recrutement. Les cellules remontent ensuite progressivement a la surface sous
I’action combinée de la synthése de vésicules de gaz et de la consommation de leurs réserves
de nutriments qui provoquent une diminution de leur densité intracellulaire. Ces cellules
forment les premicres colonies planctoniques. Ensuite, avec I’apparition de conditions stables
en été (stratification thermique et chimique) (Figure 4), les colonies planctoniques se
développent et peuvent conduire a la formation d’efflorescences. En automne, Ia
concentration des colonies planctoniques diminue sous I’action de la dégradation des
conditions climatiques (baisse des températures et brassage des masses d’eau) au profit d’une
augmentation du nombre de colonies benthiques, c’est la sédimentation. Ces colonies
benthiques survivraient a I’hiver (conditions défavorables : faibles températures, absence de
lumiere) au sein des sédiments grace a une modification de leur métabolisme. Ainsi le passage
d’un métabolisme autotrophe photosynthétique a un métabolisme hétérotrophe ou a la
fermentation de leurs réserves glucidiques internes constituerait le principal facteur de cette
survie.
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Figure 6: Cycle de vie de Microcystis aeruginosa

» Cycle de vie des especes phytoplactoniques formant des spores (Figure 7) :
exemple des cyanobactéries de I’ordre des Nostocales (ex. Anabaena) et
Stigonematales d’aprés Hense et Beckmann, (2006)

Lorsque les conditions deviennent favorables au printemps, les akinétes se
transforment en cellules végétatives (germination) et le processus de migration des cellules au
sein de la colonne d’cau débute, il s’agit de la phase de recrutement. La formation de
vesicules de gaz permet a celles-ci de remonter progressivement a la surface ou 1’énergie
lumineuse devient accessible pour réaliser la photosynthése. Les cellules végétatives se
développent alors jusqu’a épuisement de I’azote disponible. La diminution de 1’azote
intracellulaire induit ensuite un processus de différenciation cellulaire sous la forme
d’hétérocystes. Ces cellules spécialisées, situées a intervalles réguliers ou bien a ’extrémité
de la colonie fixent I’azote pour le filament tout entier, permettant a celui-ci de continuer a se
développer. A la fin de I’été, la baisse des températures et de I’intensité lumineuse ainsi que la
limitation des nutriments (azote et phosphore) conduisent au ralentissement des divisions
cellulaires puis a la différenciation de certaines cellules en akinéetes. Leur densité élevée leur
permet de regagner facilement les sédiments riches en nutriments ou ils vont pouvoir
reconstituer leurs réserves durant I’hiver et le printemps suivant. Enfin, une fois que les
conditions seront redevenues favorables, le processus de recrutement recommencera et
conduira au début d’un nouveau cycle.
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Figure 7: Cycle de vie des cyanobactéries de I’ordre des Nostocales et Stigonematales

1.8. Conséquences : effets indésirables des proliférations générées par

I’eutrophisation

Les phénomenes d’eutrophisation ont de nombreuses conséquences négatives sur le
milieu et les écosystémes aquatiques. L’effet le plus visible est la prolifération d'algues ou de
cyanobactéries appelée "bloom", qui provoque notamment des changements d'especes
dominantes au sein de la communauté phytoplanctonique et une dégradation des qualités
organoleptiques de I’eau (couleur, odeur). Les cyanobactéries peuvent en effet produire des
métabolites secondaires odorants ou potentiellement toxiques pour les autres organismes
(Graham et al., 2010). Ces proliférations ont également pour conséquence une augmentation
de la turbidité due a l'augmentation de la quantité de particules en suspension, ce qui réduit la
transparence de l'eau et donc la pénétration de la lumiere. La lumiére n'est alors plus
disponible pour I'activité photosynthétique qu'au niveau de la surface et la profondeur de la
zone anoxique augmente. A la mort des producteurs primaires, 1’abondance de matiere
organique générée entraine la prolifération des organismes décomposeurs (bactéries,
champignons) qui vont minéraliser la matiere organique et consommer, pour leur
métabolisme, 1’oxygene dissous dans 1’eau au détriment des nombreux autres organismes
vivant dans le milieu (zooplancton, poissons). Les proliférations de phytoplancton provoquent
une augmentation du pH et une anoxie de la colonne d’eau qui conduit a la mort d’autres
espéces vivant dans le milieu (poissons, algues, invertébrés...), d’ou une perte conséquente de
biodiversité aquatique et une modification profonde des réseaux trophiques (Zingone et
Oksfeldt Enevoldsen, 2000).

Les proliférations d’algues et de cyanobactéries ont ainsi de nombreux effets néfastes
sur I’environnement et le milieu aquatique, sur les autres organismes vivants dans le milieu
mais elles ont également des impacts sur les usages de 1’eau (Tableau V). Les phénomenes de
bloom peuvent conduire a deux types de problématiques, I’'une associée a une forte
production de biomasse, et I’autre associée a la production de toxines qui peut résulter d’une
trés faible concentration en organismes producteurs (Masé et Garcés, 2006).

-23-



Partie 1. Synthése bibliographique

Tableau V : Effets indésirables induits par les proliférations d’algues et de cyanobactéries (AFSSA-
AFSSET, 2006)

Sur I’environnement et le cadre de vie :
» modification de I’aspect de la ressource par une coloration inhabituelle (bleue, rouge ou
verte), des irisations en surface et/ou des masses d’écume se déplagant au gré des vents ;
» nuisance olfactive lors de la décomposition de la prolifération.

Sur les organismes du milieu :
* perturbation de la biodiversité de 1’écosystéme aquatique ;
« perturbation des réseaux trophiques aquatiques car les cyanobactéries sont peu ou pas
consommeées par le zooplancton et leur prolifération s’effectue le plus souvent au détriment
du développement des autres micro-organismes photosynthétiques (compétition pour les
nutriments et la lumiére) ;
« mortalités de poissons, par intoxication ou diminution de la teneur en oxygene de I’eau,
» mortalités d’oiseaux, par intoxication directe ou via leur alimentation (mollusques,
poissons,...), (*)
* intoxication d’animaux domestiques ou sauvages par abreuvement a proximité d’écumes
toxiques (Briand et al. 2003) (*).

Sur les usages anthropiques de ’eau :
* coloration, odeur et texture de I’eau pouvant décourager voire interdire la baignade ;
« troubles cutanés ou des muqueuses suite a des baignades dans des eaux affectées par des
efflorescences ;
* perturbation du fonctionnement des procédés de traitement des eaux :colmatage des filtres
ou des membranes, consommation accrue en réactifs de traitement et generation de sous-
produits de désinfection, déreglement des réactions de floculation par suite des changements
rapides de pH des eaux entrant dans la filiére ;
» dégradation, par la présence de métabolites odorants, de la qualité organoleptique des eaux
d’alimentation mal traitées ;
* induction de risques sanitaires par ingestion, inhalation ou exposition par dialyse si les
toxines sont mal éliminées (*);

(*) Cas particulier des cyanobactéries

Afin de limiter les risques liés aux usages d’eaux sujettes aux proliférations de
cyanobactéries, il existe des recommandations émanant de I’OMS mais aussi un certain
nombre de textes réglementaires. Ainsi I’OMS a proposé des valeurs guides associées a
différents niveaux de risques sanitaires, pour la gestion des eaux a usage récréatif mais
¢galement pour la production d’eau potable ou elle a retenu la valeur guide de Ipg/L en
microcystines-LR totales (WHO, 2003). En effet, une attention toute particuliére est accordée
aux microcystines car elles sont le plus souvent impliquées dans les empoisonnements
humains ou animaux. Elles peuvent non seulement étre a 1’origine d’empoisonnements aigus
mais il semblerait aussi qu’elles soient des promoteurs de cancer du foie par exposition
chronique a faible dose dans les eaux de boisson (Nishiwaki-Matsushima et al., 1992 ; Zhou
et al., 2002).

La réglementation européenne n’intégre pas de volet spécifique associé au risque de
prolifération de cyanobactéries. La législation francaise a donc di établir ses propres
recommandations pour remédier a ce vide juridique, au travers de la publication de circulaires
de la Direction Générale de la Santé (circulaires DGS/SD7A 2003/270(34), 2004/365(35),
2005/304(36)) pour la surveillance des eaux de baignade (Annexe 1) et de I’Arrété du 11
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Janvier 2007 pour les eaux destinées a la consommation humaine, qui étend les
recommandations de 'OMS, a savoir la valeur limite de 1pug/L en microcystines totales
(correspondant a la somme de toutes les microcystines détectées et quantifiées).

Une autre conséquence encore mal connue des phénoménes de blooms est
I'accumulation de matiére organique. En effet, parmi les molécules excrétées par les algues et
cyanobactéries, les déchets issus de Iactivité métabolique comme les protéines ou
polysaccharides peuvent étre retrouvés dans le milieu aquatique et contribuer a accroitre la
charge organique du milieu. Cette matiere organique générée par l'activité métabolique du
phytoplancton est appelée Matiere Organique Algale (MOA).

Il1. Matiére Organique

I1.1. Généralités

La Matiere Organique (MO) est une composante ubiquiste des milieux terrestres,
aquatiques et anthropiques mais dont 1’origine et la composition restent propres a chaque
environnement. Ainsi, la répartition des différentes fractions de la MO varie significativement
selon D'origine de I’échantillon (Imai et al., 2001) et il est possible de définir des
caractéristiques propres a chaque milieu. La matiere organique est constituée d’une
architecture basée sur un assemblage d’atomes de C, H, O, N, P et S. Lorsqu’elle est générée
dans un milieu naturel, elle est principalement issue de I’activité métabolique des micro-
organismes et regroupe un vaste ensemble de composés qu’il est impossible de définir par une
méthode analytique unique. La matiére organique est une matrice en constante évolution,
particulierement complexe et difficile a étudier du fait de sa tres forte reactivité.

11.2. Caractérisation de la matiére organique

La caractérisation avancée de la matiere organique consiste a déterminer des
informations sur la structure ou les fonctions chimiques constitutives des molécules analysées
ainsi que sur les propriétés physiques (taille des molécules,...) ou chimiques (polarité,
hydrophobicité) des eléments qui la composent (Labanowski, 2004). Il existe de nombreuses
techniques pour caractériser la matiére organique (Tableau VI), qu’il est souvent nécessaire de
combiner afin d’obtenir des informations complémentaires. En effet, méme si les outils
analytiques utilisés pour caractériser la matiére organique sont les mémes que ceux utilisés
pour déterminer la structure des composés organiques seuls, ils ne permettent cependant pas
de deéfinir avec précision la structure de la matiére organique. lls permettent uniquement
d’accéder a des informations globales, qui en les combinant, permettent d’élaborer des
modeles structuraux ou de définir I’origine de la matiére organique. L’ objectif principal de la
caractérisation de la MO, dans une perspective de production d’eau potable a 1’échelle
industrielle, consiste a comprendre et a prédire la réactivité de celle-ci ou de ses fractions
constitutives vis-a-vis d’un procédé de traitement spécifique (Croué, 2004). Dans le cadre de
ce travail, la caractérisation de MO vise a déterminer des caractéristiques spécifiques a la
matiére organique générée par l'activité du phytoplancton afin d'appréhender les conséquences
des apports liés aux phénomenes d'eutrophisation sur les caractéristiques de la MO naturelle.
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Tableau VI : Méthodes de caractérisation de la matiére organique : techniques et objectifs, adapté d’aprés Labanowski, (2004)

Techniques

Objectifs

Références

Pivokonsky et al., (2006)

Estimation .
Cllgmgtatlialbea?: (ng%nguotg?szgﬁsu?ggg - Evaluation quantitative de la matiére organique ZHOeTg)e;rson etal, (2008 &
g Hong et al., (2008)
Carbone Organique Dissous - Informations sur la quantité de COD minéralisée par les micro-organismes Servais et al., (1987)
Biodégradable (CODB) hétérotrophes Labanowski et Feuillade,
Caractére (2009)
biodégradable van der Kooij et al.,

Carbone Organique Assimilable

- Estimation de la proportion de carbone organique facilement assimilable par les

(1982); Labanowski et

Détermination
d’éléments de
structure/
groupements
fonctionnels

(COA) micro-organismes Feuillade, (2009)
Analysigt%;?qmugos't'on - Informations sur ’origine de la matiére organique (allochtone/autochtone) Hiradate et al., (2004)

Electrophoreése capillaire (EC)

- Caracteérisation des substances humiques

Parlanti et al., (2002)

Fluorescence 3D

- Informations sur la structure moléculaire de la matiére organique dissoute et des
SH
- Informations sur la réactivité avec les métaux

Parlanti et al., (2002)
Ziegmann et al., (2010)

Pyrolyse GC/MS

- Informations sur les origines et la formation de la MO
- Identification au niveau structural

Navalon et al., (2010)

Spectroscopie UV-Visible
Absorbance UV (254nm)

- Identification guantitative des composés organiques (200-800nm)
- Mise en évidence de composés organiques aromatigques

Leenheer et Croué,
(2003);
Wang et al., (2009)

Analyse élémentaire (C, H, O,

- Informations sur les teneurs atomiques en divers éléments

Jouraiphy et al., (2008;

N, P, S) Maurice et al., (2002)
. . - Etude de la Matiére Organique (AH et AF) Maurice et al., (2002)
Résonance Magnétique . o e . .
L - Information qualitative sur les différents groupements carbonés Croué, (2004)
Nucléaire (RMN)

- Distinction entre les carbones aromatiques et aliphatiques

Navalon et al., (2010)

Spectroscopie photo-
électronique a rayons X

- Analyse de spéciation
- Détermination de la nature des liaisons
- Quantification de groupements fonctionnels

Monteil-Rivera et al.,
(2000) ; Mercier et al.,
(2002)

Spectrométrie de masse

- Caractérisation de la structure chimique des molécules par fragmentation

Mugo et Bottaro, (2004)
Navalon et al., (2010)
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Technigues

Objectifs

Références

Détermination
d’éléments de
structure/
groupements
fonctionnels

Infrarouge a transformée de
Fourrier (FTIR)

- Etude des groupements fonctionnels de la matiére organique

Maurice et al., (2002)
Croué, (2004)

Thermo-Gravimétrie et
Différential (TG), Scanning
Calorimetry (DSC)

- Mise en évidence de pics spécifiques de la matiere organique

Esteves et Duarte, (1999)

Fractionnement
selon des
propriétés
chimiques

Chromatographie Liquide Haute
Performance (HPLC)

- Séparation des différentes classes de matiere organique dissoute
- Séparation des SH en fonction de leur polarité

Parlanti et al., (2002)
Navalon et al., (2010)

Fractionnement selon le
caractéere hydrophobe

- Quantification et identification des AH, AF et du carbone organique hydrophile

Henderson et al., (2008)
Labanowski et Feuillade
(2009)

Détermination
de propriétés
physiques

Chromatographie d’Exclusion
Stérique a Haute Performance
(HPSEC)

- Détermination des masses moléculaires moyennes

Maurice et al., (2002)
Wang et al., (2009)

Chromatographie a perméation
de gel

- Etude du poids moléculaire apparent

Seo et al., (2007)

Ultrafiltration (UF)

- Fractionnement selon le poids moléculaire apparent

Lagier et al., (2000)
Labanowski et Feuillade,
2009)

Les techniques utilisées pour la caractérisation des matieres organiques au cours de ce travail figurent en italique.
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11.2.1. Spectrométrie de masse (MALDI-TOF)

» Principe de I'analyse et paramétres d'influence

La spectrométrie de masse est une technique qui permet de déterminer la masse
moléculaire des composés présents dans I'échantillon (Shinozuka et al., 2004) et de
caracteriser la structure chimique des molécules par fragmentation. Elle est couramment
utilisée pour I'étude en milieu complexe de biomolécules telles que peptides, protéines,
polysaccharides ou polymeéres de synthese (Kaufmann, 1995 ; Kimura et al., 2012). Lors de
I'analyse, les molécules sont ionisés a l'aide d'une source, puis les ions produits sont triés en
fonction de leur masse et de leur charge (obtention d'un spectre de masse qui peut permettre
I'identification du composé initial).

Le MALDI-TOF est un spectrometre de masse couplant une source d'ionisation laser
assistée par une matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation, MALDI) et un
analyseur a temps de vol (Time of Flight, TOF). Les spectres de masses obtenus sont
caractéristiques des molécules contenues dans I'échantillon et peuvent étre utilisés comme
signature pour identifier des MO de méme origine ou de structures similaires (Haberhauer et
al., 1999). Le MALDI-TOF présente une bonne sensibilité et I'analyseur TOF permet I'étude
d'une large gamme de rapports masse/charge (m/z jusqua 500 000). Cette technique est
tolérante par rapport aux impuretés et a la présence de sels. Elle permet d'obtenir des espéces
mono-chargeées, ce qui rend l'interprétation des spectres de masse plus aisée. Le recours a une
matrice permet également une désorption/ionisation "douce”, c'est-a-dire que les molécules
présentes dans I'échantillon a analyser sont peu fragmentées. Par contre les signaux obtenus
sont dépendants de la complexité et surtout de la préparation de I'échantillon a analyser
(Garden et Sweedler, 2000 ; Qiao et al., 2009). En effet, la formation de cristaux hétérogenes
analyte-matrice rend variable l'allure des spectres obtenus. En I'absence de matrice (Laser
Desorption lonization, LDI), le risque de fragmentation des molécules augmente, rendant
difficile l'obtention de pics de haut poids moléculaires (généralement m/z > 800). Par contre
cette technique permet l'analyse des molécules de petites tailles (100-600 m/z) contrairement
au MALDI. En effet, l'utilisation d'une matrice génere des pics parasites compris dans la
gamme 0-600 m/z qui rendent difficile I'interprétation des spectres dans cette zone mais
protege les molécules de haut poids moléculaires de la fragmentation. Les modes MALDI et
LDI apparaissent donc complémentaires pour l'analyse des molécules organiques dont les
poids moléculaires sont compris dans une large gamme de masses.

» Application a I'étude des substances humiques

L'utilisation du MALDI-TOF pour la caractérisation des substances humiques est
encore relativement peu fréquente car techniqguement lourde a mettre en place. En effet,
l'obtention d'un spectre de masse exploitable nécessite de multiples optimisations (Annexe 2)
Cependant, un certain nombre d'auteurs se sont intéressés a cette technique notamment pour
déterminer les masses moléculaires des composes présents dans le mélange avec une plus
grande précision comparativement a d'autres techniques comme l'ultrafiltration ou la
chromatographie d'exclusion stérique. Novotny et al., (1995); Brown et Rice, (2000); Mugo et
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Bottaro, (2004) et Pefia-Méndez et al., (2005) ont ainsi pu mettre en évidence I'abondance de
composés de masses moléculaires relativement faibles (500-3000 Da), étayant le concept du
modele "supramoléculaire” des SH (Piccolo 2001 et 2002).

GajdoSova et al., (2003) et Mugo et Bottaro (2004) ont analysé des substances
humiques extraites de sol ou de la Suwannee River fournies par I'International Humic
Substances Society (IHSS). Ces deux études ont montré que bien qu'ayant une origine
différente, certains pics de masse sont communs aux deux types de MO, confirmant ainsi la
présence de structures communes a tout type de MO. Ces structures peuvent résulter d'une
"base" commune (protéines, polysaccharides par exemple) ou de processus évolutifs
(humification) conduisant a une homogénéisation structurale. Ils ont également mis en
évidence une structure quasi-polymérique avec la répétition de motifs (deltas de masses entre
pics successifs) de masses bien déterminées.

11.2.2. Spectroscopie de fluorescence 3D

Dans les milieux aquatiques, de nombreux composes organiques dissous possedent la
propriété d'émettre un signal de fluorescence, c'est-a-dire que lorsqu'ils sont excités par
absorption d'un rayonnement a une longueur d'onde Aex, ils retrouvent leur niveau d'énergie
fondamental par émission d'un rayonnement a une longueur d'onde Aem supérieure a la
longueur d'onde d'excitation. La fluorescence dépend de la structure des molécules et elle est
trés souvent associée a la présence d'un systéme électronique m d'une molécule insaturée.
Ainsi, dans les eaux naturelles, on estime qu'environ 70% de la Matiére Organique Dissoute
(principalement les composés humiques) peut émettre un signal de fluorescence (Laane et
Koole, 1982). La Matiére Organique Naturelle est composée de molécules trés héterogenes
qui fluorescent dans des régions spectrales differentes. La spectroscopie de fluorescence 3D a
largement été utilisée pour la caractérisation de MON et pour l'étude de phénomeénes de
transformation, de degradation ou d'interactions entre métaux ou micropolluants et
constituants organiques car elle permet d'observer I'ensemble d'une région spectrale. Elle
posseéde notamment l'avantage de ne pas necessiter de traitement préalable de I'échantillon et
permet d'obtenir des informations globales sur les caractéristiques des molécules présentes
ainsi que leur abondance relative au sein de I'échantillon. Cette technique simple et rapide ne
nécessite qu'un petit volume d'échantillon a une faible concentration (<20mg/L) (Coble, 1996;
Chen et al., 2003).

Les spectres de fluorescence 3D, que l'on appelle matrices d'excitation-émission,
constituent une représentation de l'intensité de fluorescence en fonction des longueurs d'onde
d'excitation et d'émission. Un exemple de matrice d'excitation-émission est donné Figure 8,
pour l'eau ultra-pure. La position des maxima d'intensité varie en fonction de l'origine des
échantillons ainsi que de la nature et de la structure des fluorophores présents. Cependant,
I'identification de ces fluorophores est difficile car certains parametres tels que pH, force
ionique ou température vont influer sur I'émission de fluorescence (Patel-Sorrentino et al.,
2002 ; Baker, 2005). De plus, les effets de solvant (diffusions de Rayleigh et de Raman) ou
d'extinction de fluorescence (effet de filtre interne lorsque les échantillons sont concentrés)
peuvent entrer en compétition avec I'émission de fluorescence et ainsi perturber les spectres.
Une limitation a cette technique est ainsi l'aspect quantitatif : il est particulierement difficile
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de quantifier les fluorophores présents du fait de ces nombreux paramétres. Au sein de la
MON, il existe principalement deux types de composés fluorescents, les composés de types
humiques et ceux de types protéiques, dont les bandes de fluorescence ont été décrites dans la
littérature (Coble, 1996 ; Parlanti et al., 2000 ; Chen et al., 2003) et qui permettent de
caractériser la matiere organique dissoute (Figure 8).

Excitation {nrm)

Type Acides
Humiques

icrobiensi
dicigel: 1

Emission (m)
Protéines aromatiques Type | : || Protéines aromatiques Type Il :
Type Tyrosine Type Tryptophane

Figure 8 : Matrice d'excitation-émission de I'eau ultra-pure : position des marqueurs de fluorescence
d'apres Chen et al., (2003)

Un autre intérét de cette technique est la possibilité de caractériser I'état d’humification
du systeme et de renseigner sur le caractere biodégradable. En effet, Zsolnay et al., (1999) ont
défini un Indice d'Humification (HIX), qui permet d'évaluer de degré de maturation de la
matiére organique dissoute. Cet indice a d'abord éte utilisé pour caractériser les sols, il a
ensuite eté appliqué aux eaux du milieu naturel. L'indice HIX est déterminé pour une
longueur d'onde d'excitation de 254 nm, par I'Equation 1.

Equation 1: Indice d*humification (HIX) (d*aprés Zsolnay et al., 1999)
480nm

j Iﬂemdﬂem
HlX — 435nm

345nm

I |ﬂemdﬂem

300nm

Des valeurs de HIX élevées traduisent une présence accrue de molécules émettant a de
grandes longueurs d'onde, qui sont des molécules a forts poids moléculaires ayant un rapport
C/H élevé et qui sont indicatrices d'un degré d’humification avancé. Le Tableau VII présente
les valeurs d'indice HIX en fonction de l'origine de I'échantillon.
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Tableau VII : Synthése des valeurs de HIX reportées dans la littérature en fonction de I'origine de la MO

Origine de la MO HIX Référence

Charbon > 50 Birdwell et Engel, (2010)
A Eﬁ‘rjf);g: 20 - 50 Birdwell et Engel, (2010)
Birdwell et Engel, (2010)

Tourbe, sols 10-30 Zaccone et al., (2011)

AF (eaux de surface) 12-16 Zsolnay et al., (1999)
Eau interstitielle sédiments 5-20 Birdwell et Engel, (2010)

Fumier 20 Kalbitz et al., (2003)

Sol minéral 8 Zsolnay et al., (1999)

Eau de riviere 6-12 (selon les saisons) Vacher, (2004);
10-16 Huguet et al., (2009)

Végétaux (épicéa, hétre,

0,7-4,7 fortement
biodégradale

Kalbitz et al., (2003)

mars) 14-16,3 faiblement
biodégradable
Eau de source <5 Birdwell et Engel, (2010)
eau souterraine
Activité microbienne <2 Birdwell et Engel, (2010)
Tryptone 0,05 Birdwell et Engel, (2010)

McKnight et al., (2001) ont défini un autre indice, appelé Indice de Fluorescence (FI),
qui correspond au ratio de I'intensité de fluorescence émise a 450nm sur celle émise a 500nm,
pour une longueur d'onde d'excitation de 370nm (Equation 2). Cet indice renseigne sur le
degré d'aromaticité de la matiére organique dissoute et permet de déterminer l'origine de la
matiére organique. En effet, des valeurs supérieures a 1,9 traduisent une matiere organique
issue de l'activité bactérienne tandis que des valeurs inférieures a 1,4 montrent une origine
allochtone (McKnight et al., 2001). Le Tableau VIII présente les valeurs d'indice FI en
fonction de l'origine de I'échantillon.

Equation 2: Indice de Fluorescence (FI) (d'aprés McKnight et al., 2001)

|Aem = 450nm

FI =

|Aem = 500nm

Ces techniques d'analyse structurale permettent d'obtenir des informations globales qui
restent insuffisantes pour prédire I'évolution d'un systeme par exemple. Cependant, elles
peuvent étre couplées a des techniques de fractionnement afin d'obtenir des informations plus
précises sur les caractéristiques des composes organiques présents au sein d'une méme famille
de molécules.
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Tableau VIII : Synthese des valeurs de FI reportées dans la littérature en fonction de I'origine de la MO

Origine de la MO Fl Référence
Charbon 10-172 Birdwell et Engel, (2010)
AH Eaux de 1,0-1,3 Birdwell et Engel, (2010)
surface
Tourbe, sols 08-1,3 Birdwell et Engel, (2010)

McKnight et al., (2001)

AF Riviere 13-15 Nguyen et al., (2005)
Lacs 16-19 McKnight et al., (2001)
Antarctique 1,7-20 McKnight et al., (2001)
Eau interstitielle de sols 12-15 Wickland et al., (2007)
Fau interstitielle de 15-1,8 Birdwell et Engel, (2010)
sédiments
Amendement de sol 12-14 Hunt et Ohno, (2007)
1,23-1,28 Macalady et Walton-Day, (2009)
Eaux de surface 1,16 - 1,43 Larsen et al., (2010)
1,15-1,22 Huguet et al., (2009)
1,46 - 1,83 Chen et al., (2013)
Eau de source, >16 Birdwell et Engel, (2010)

eau souterraine

Activité microbienne > 2 Birdwell et Engel, (2010)

Nguyen et al., (2005)

Matiére Organique Algale 15-3 Yang et al., (2011)

Tryptone > 2 Birdwell et Engel, (2010)

11.2.3. Ultrafiltration

De nombreuses techniques permettent de déterminer la répartition des tailles des
molécules en mélange dans un échantillon comme le fractionnement par couplage flux-force
(FFF), la chromatographie d'exclusion stérique (SEC), la dispersion des rayons X aux petits
anges (SAXS), la dialyse ou lultrafiltration. L'ultrafiltration (UF) est tres utilisée car elle
présente I'avantage de ne pas nécessiter de réactifs et elle n'est pas destructive, ce qui permet
d'éviter les modifications de structure de la MO. Cette technique a déja été appliquée avec
succes a des échantillons d'origines variées: eaux naturelles (Labanowski et Feuillade, 2009),
lixiviats de décharge d'ordures ménageres (Lagier et al., 2000 ; Berthe et al., 2008) ou eaux
usées (Imai et al., 2002). L'UF consiste a appliquer une pression suffisante sur un liquide en
contact avec une membrane semi-perméable pour que les molécules organiques, dont la taille
est inférieure a celle des pores de la membrane, passent au travers de celle-ci. En UF, la
notion de taille se rapporte au poids moléculaire apparent (PMA) et non a la taille proprement
dite (Logan et Jiang, 1990). Chague membrane est caractérisée par un seuil de coupure
(exprimé en Daltons, Da) qui est défini comme le pouvoir d'arrét de la membrane au dessus
de laquelle 90% des molécules sont retenues. Un certain nombre de paramétres peuvent avoir
une influence sur le passage des molécules au travers de la membrane tels que le pH, la force
ionique, la pression appliquée, la température, la viscosité ou encore la concentration du
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soluté. En effet, I'accumulation des molécules retenues a la surface de la membrane, appelée
phénoméne de polarisation de concentration, fait varier la sélectivité de la membrane, ce qui
se traduit par une sous-estimation de la quantité de carbone contenue dans le perméat (Lagier
et al., 2000).

Le fractionnement par la taille est obtenu par passages successifs de I'échantillon sur
des membranes de seuils de coupure différents. L'UF peut étre utilisée soit en mode
concentration, soit en mode diafiltration. Le mode concentration permet une analyse
relativement rapide comparé au mode diafiltration, par passage de I'échantillon sur les
différentes membranes et quantification des molécules dans le rétentat ou le perméat. La
diafiltration consiste a maintenir un volume constant dans la cellule en remplagant le volume
ultrafiltré par une solution sans soluté mais a pH et force ionique identique a I'échantillon
analysé, I'échantillon étant passé plusieurs fois sur la méme membrane. Ceci permet d'éviter
les phénomeénes de polarisation de concentration. De plus, Logan et Jiang, (1990) ont montré
que ce phénomene devient négligeable pour des concentrations inférieures a 100 mgC/L.

11.2.4. Indice SUVA

La détermination de I’indice SUVA (Specific UV Absorbance), qui est défini comme
le rapport de I’absorbance UV a 254nm sur le COD, est un outil pertinent pour déterminer le
caractére aromatique et hydrophobe des molécules organiques (Leenheer et Croué, 2003 ;
Weishaar et al., 2003). Plus le SUVA est éelevé et plus les molécules sont aromatiques. Les
molécules de SUVA élevé et donc a fort caractére aromatique et hydrophobe sont également
de poids moléculaire plus ¢élevé (Croué, 2004). Ainsi, I’utilisation d’un protocole de
fractionnement sur résine combinée a la mesure de I’indice SUVA permet une bonne
estimation du caractere aromatique et hydrophobe des fractions organiques et donc du
déroulement des processus d’humification dans le milicu.

11.2.5. Protocoles de fractionnement selon le caractére hydrophobe

Le recours généralisé aux protocoles de fractionnement selon le caractére hydrophobe,
basé sur ’utilisation de résines XAD, est associé a une certaine standardisation dans la mesure
ou l’adsorption des substances humiques sur résines XAD est reconnue par I'IHSS
(International Humic Substance Society) comme méthode standard pour leur isolement et leur
fractionnement. Ces protocoles ont posé les bases de la terminologie sur la matiére organique
(Labanowski, 2004). En effet, vu la complexité et ’hétérogénéité des composés organiques il
n’est pas possible de définir de « structure type ». Il n’est alors plus question de chercher a
identifier avec précision la structure des molécules organiques, mais de définir différentes
fractions de composes organiques selon leurs propriétés chimiques (solubilité en milieu acide
ou alcalin) et leur capacité a étre retenues sur résines (caractére hydrophobe). Cependant, en
I’absence de norme et de recommandations officielles, il existe une certaine liberté dans le
choix des protocoles a utiliser dans la mesure ou la littérature comporte un nombre important
de protocoles de fractionnement sur résines XAD différents. Ainsi, les définitions données
aux différentes fractions de matiere organique peuvent varier d’un auteur a l’autre, en
fonction des conditions expérimentales appliquées.
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Les protocoles de fractionnement sur résines XAD sont trés utilisés et ont déja été
appliqués avec succes sur des milieux trés diverses : eaux du milieu naturel (Aiken et al.,
1992 ; Martin-Mousset et al., 1997 ; Imai et al., 2001 ; Labanowski 2004), lixiviats (Lagier,
2000 ; Labanowski, 2004 ; Berthe et al., 2008 ; Parodi, 2010), eaux usées et boues de station
d’épuration (Imai et al., 2002 ; Pernet-Coudrier et al., 2010), solutions de sols (Labanowski,
2004 ; Amery et al., 2009).

Les Substances Humiques (SH) étant définies en fonction de leur mode d’extraction et
non selon leur structure, le protocole de Thurman et Malcolm, (1981) modifié par Malcolm et
MacCarthy, (1992) et Croué et al., (1993), qui se déroule en trois étapes, permet a la fois de
séparer, d’extraire et de concentrer des fractions de matiére organique. Les Acides Humiques
(AH), les composés hydrophobes (HPO), transphiliques (TPH) et hydrophiles (HPI) peuvent
ainsi étre séparés.

Chaque fraction est caractéristique de différents processus environnementaux et refléte
l'origine de la matiére organique. Wang et al., (2009) ont montré que les composes
hydrophobes, de haut poids moléculaires dérivent principalement d'une origine allochtone
tandis que les composés hydrophiles, de faibles poids moléculaires, ont plutét une origine
autochtone. La répartition des différentes fractions permet également d'avoir des indications
quant au degré d'humification du systeme. En effet, les processus d’humification tendant a
complexifier et augmenter l'aromaticité et le poids moléculaire apparent des composes,
I'humification dans le milieu naturel tend a transformer les HPI vers les TPH puis vers les
HPO et AH, ceux-ci étant le stade ultime de maturation de la MOD.

Pour cette étude, différentes techniques analytiques permettant de quantifier et/ou
caractériser la matiére organique ont été choisies : indice SUVA, fractionnement selon le
caractere hydrophobe, fractionnement de taille (ultrafiltration), spectroscopie de
fluorescence 3D et spectrométrie de masse (MALDI-TOF).

L'originalité de ce travail réside a la fois dans la caractérisation d'une matiere organique
relativement peu étudiée jusqu'alors, la matiére organique algale (MOA), et dans le couplage
des techniques analytiques : fractionnement selon le caractére hydrophobe - SUVA ou
ultrafiltration ou fluorescence 3D ou spectrométrie de masse (MALDI-TOF). Ce couplage a
pour objectif d'effectuer une caractérisation plus poussée des composés organiques suite au
premier "tri" assuré par le fractionnement sur résines XAD afin d'obtenir une signature de la
MOA et tracer sa contribution dans le milieu naturel.
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11.3. Matiere Organique Algale

11.3.1. Définition

La Matiere Organique Algale (MOA) est produite par le phytoplancton (algues,
cyanobactéries, etc...) et regroupe la Matiére Organique Cellulaire (MOC) et la Matiére
Organique Extracellulaire (MOE). La MOC est elle-méme constituée de Matiere Organique
Intracellulaire (MOI) et de Matiére Organique de Surface (MOS) (Figure 9). Cependant, en
pratique, la MOC est souvent associée a la MOI car d'un point de vue expérimental, la
séparation de la MOI et de la MOS est compliquée et la lyse cellulaire par sonication, souvent
utilisée, entraine le mélange de leurs contributions.

La Figure 10 montre la relation entre production de MOA et phase de croissance. Elle
fait clairement apparaitre une phase de latence courte suivie d’une phase de croissance
exponentielle ol la concentration en matiere organique dissoute exprimée en termes de COD
augmente rapidement. La Matiére Organique Extracellulaire (MOE) est principalement
composee de polysaccharides et de quelques protéines. Au cours de la phase exponentielle de
croissance, la mortalité cellulaire est relativement faible, aussi la MOE est essentiellement
produite par le métabolisme des micro-organismes et excrétée dans le milieu, par diffusion ou
via des transporteurs a travers la membrane tandis que la contribution des composés libérés
lors de la lyse cellulaire est relativement faible (Bernhardt et al., 1989 ; Pivokonsky et al.,
2006). Ensuite, la phase stationnaire est caractérisée par une lente évolution de la
concentration en COD. Au cours de I'avancement de la phase stationnaire, le début du declin
de la population conduit a une augmentation du taux de mortalité qui provoque ainsi une
augmentation de la contribution des composés intracellulaires libérés dans le milieu
environnant par lyse cellulaire. Enfin la phase de déclin est caractérisée par une accumulation
rapide de COD due a I’autolyse des cellules et a la libération de la MOI. La cinétique de
production de MOA est ainsi trés dépendante de la phase de croissance et largement
influencée par le déclin des populations.

Matiére Organique Algale (MOA)
Produite par le phytoplancton

/ \

Matiére Organique
Extracellulaire (MOE) Matiére
-Substances produites et excrétées Organique

dans le milieu par les cellules Cellulaire (MOC)
vivantes

- Composés libérés dans le milieu
lors de la lyse cellulaire

Matiére Organiquede Matiére Organique
Surface (MOS) Intracellulaire (MOI)
- Substances constitutives de -Composés intracellulaires (acides
la membrane (LPS,...) nucléiques, protéines,...)

Figure 9 : Fractions constitutives de la Matiere Organique Algale (MOA)
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Figure 10 : Courbe de croissance et concentration en COD pour M. aeruginosa (d'aprées Pivokonsky et al.,
2006)

11.3.2. Production et caractéristiques de la Matiére Organique d’origine

Algale (MOA)

La quantité de Matiére Organique Algale (MOA) dissoute générée par les algues et
cyanobactéries au cours de leur croissance en laboratoire varie selon les especes et les phases
de croissance (Tableau IX). Cependant, d'un point de vue purement quantitatif, la majeure
partie de la MOA est libérée au cours de la phase stationnaire et surtout au cours du déclin des
populations.

Tableau IX : Production de MOA au cours des phases de croissance et de déclin d’algues et cyanobactérie
(d’apres Spinette, 2008)

Mi . Scenedesmus Asterionella Microcystis
icro-organisme . .
guadricauda formosa aeruginosa
Classification Chlorophycée Diatomée Cyanobactérie
Milieu de culture Milieu Woods Hole Milieu Chu-10 . (.:hl,J'lo
modifié
Phases de Exp. Stat. | Déclin Exp. Déclin | Exp. | Stat. | Déclin
croissance 0-11¢m | 11- Apres 0-14¢m Apres 0- | 31- | Apres
(jours de culture) 35°M¢ | 35°Me 19°M | 23°™® | 51°M¢ | 51°M°
MOA (mgC/L) | 25 |514|1422| 5 65 | 4-14 fgo 130

Exp. = phase exponentielle ; Stat. = phase stationnaire

La MOA est majoritairement constituée de polysaccharides, de protéines (30-50% de
la matiére seche algale selon Gonzalez Lopez et al., (2010), de lipides, d'acides aminés et
d'autres acides organiques tels que les acides gras (Cardozo et al., 2007). Ses caractéristiques
dépendent & la fois de I’espéce considérée, de la phase de croissance, et des conditions
environnementales (composition du milieu de culture, intensité lumineuse, température)
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(Tableau IX, Tableau X, Tableau XI). Par exemple, Zhang et al., (2012) ont montré qu'une
limitation de la quantité d'azote disponible est favorable a la production de lipides. Ceux-ci
représentent respectivement environ 14.1, 25.6 et 34.6% de la masse seche de cultures
d'algues (Chlorella zofingiensis) en phase exponentielle, stationnaire et de déclin. De méme,
Huang et al., (2012) ont montré que la proportion de composés hydrophiles augmente au sein
la MOA lorsque le ratio N/P diminue. Cependant, malgré la tres grande diversité des
conditions de culture et indépendamment de l'espéce étudiée (Tableau X et Tableau XI), il
ressort de la littérature que la MOA est majoritairement hydrophile (>50%) avec un faible
SUVA (12 a 17 L/cm/gC). De plus, selon Her et al., (2004) et Henderson et al., (2008 et
2010), le caractére hydrophile de la MOA tendrait a s’accentuer au cours de la phase
exponentielle, car ces auteurs ont observé une diminution du SUVA. Cependant I'évolution du
caractere hydrophobe n'a pas été clairement établie, et en particulier pour les phases de
croissances suivantes.

Quelle que soit I'espéce considérée, la MOA est plus riche en carbohydrates (Tableau
XII), majoritairement contenus dans les fractions TPH et surtout HPI, qu'en protéines. Selon
Henderson et al., (2008) 58-95% des carbohydrates sont contenus dans les fractions HPI et
TPH et Qu et al., (2012) ont méme estimé cette proportion a 75-80% pour la seule fraction
HPI. Les protéines sont, quant a elles, trés majoritairement retrouvees dans la fraction HPO
(60-65% selon Qu et al., (2012)).

Il a également été constaté que la MOA présente un potentiel zéta négatif pour des
gammes de pH entre 2 et 10 et que la densité de charge négative augmente avec le pH et varie
selon les especes et la phase de croissance considérée (Henderson et al., 2008). Dans la
littérature, le potentiel zéta des cellules durant la phase exponentielle est généralement
compris entre -30 et -10 mV, pour des pH proches de la neutralité (Martinez et al., 2008 ;
Henderson et al., 2008 ; Hadjoudja et al., 2010 ; Zhang et al., 2012). De plus, le potentiel zéta
tend a diminuer avec l'age des cultures (Zhang et al., 2012).

Tableau X: Répartition des fractions HPO, TPH et HPI au sein de la MOA issue de cultures d'algues en
laboratoire, au cours des phases de croissance exponentielle et stationnaire.

Phasede o oco.o Fractions (%) Espéce Milieu de Luminosité T ()
croissance HPO TPH HPI étudiee culture Cycle jour/nuit
Henderson L
Exp. etal, 22 18 60 C\/mg;er'l'sa Jaworski Nonprecse  a0°C
(2008)
Milieu
Nguyen et 25 75 Scenedesmus  inorganique 95 pmol..m?s™ 26°C
al., (2005) guadricauda  Hoehn et al., ’
Stat. (1980)
Henderson .
etal., 11 18 71 (Ellallogerliga Jaworski Noln 4E;igﬁee 20°C
(2008) g

Exp. = phase exponentielle ; Stat. = phase stationnaire
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Tableau XI: Répartition des fractions HPO, TPH et HPI au sein de la MOA issue de cultures de
cyanobactéries en laboratoire, au cours des phases de croissance exponentielle et stationnaire.

Phase de Fractions (%) Espéce Milieu de Luminosité .
croissance Reference HPO TPH HPI étudiée culture Cycle jour/nuit T(C)
Lietal, M. . o
Exp. (2012) 31 6 63 aeruginosa BG11 Non précisée 25°C
Henderson M Non précisée
etal., 24 17 59 L Jaworski 1o 20°C
(2008) g
Zhang et M. Non précisée 23-
Stat al., (2011) 19 18 63 aeruginosa BG11 12h/12h 24°C
szzr(% :l)l" 26 17 57 Cyanaobactéries issues de Klamath Lake, USA
Henderson M Non précisée
etal., 30 13 57 aeru i.nosa Jaworski 1 4E 10h 20°C
(2008) g
Quetal.,, M. 5000 lux o
(2012) 42 6 52 aeruginosa BG11 14h/10h 25°C

Exp. = phase exponentielle ; Stat. = phase stationnaire

Tableau XII : Principales caractéristiques de la matiére organique d’origine algale (Henderson et al., 2008

et 2010)
Chlorella Microcystis . Melosira
. . . . Asterionella formosa
Micro-organisme vulgaris aeruginosa spp.
Chlorophycée Cyanobactérie Diatomée Diatomée
Phase de croissance Exp. Stat. | Exp. Stat. Exp. Stat. | Stationnaire
(10_12';]]/'82"“'6) ND | 29 | ND | 095 ND 19 650
HPO (%) 22 11 24 30 15 20 32
HPI (%) 60 71 59 57 73 70 64
SUVA
(L/cm/gC) 12.9 5.4 16.5 4.8 17 5.4 5.8
MOA>30kDa (%) ND 62 ND 55 ND 9 30
MOA<1kDa (%) ND 30 ND 38 ND 81 53
Den3|(trtre]éj§/;)harge 0.9 3.2 0.2 0.1 Négligeable 1.0 Négligeable
Ratio
Carbohydrate/COD 0.9 1.1 1.0 0.7 ND 1.0 0.8
(mg-glucose/mg-C)
% de carbohydrates
dans les fractions HPO | 65 95 64 77 58 90 83
et TPH
Ratio
Proteine/COD 0.53 0.40 | 0.40 0.64 ND 0.19 0.16
(mg BSA/mg-C)
Ratio
Protéine/carbohydrate | 0.58 0.4 0.30 0.6 ND 0.2 0.2
(mg/mg)

Exp. = phase exponentielle ; Stat. = phase stationnaire
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L'étude de la répartition des poids moléculaires apparents des constituants de la MOA
montre un caractére bimodal (Tableau XIlI) : selon les espéces, 9-62% des molécules de la
MOA ont un PMA supérieur a 30 kDa et 30 a 81% d'entre elles ont un PMA inférieur a 1 kDa
(Henderson et al., 2008 ; Zhang et al., 2011). La contribution des molécules de petites tailles
est ainsi trés importante au sein de la MOA, en accord avec son caractére hydrophile marqué
et sa faible aromaticité.

Une autre spécificité de la MOA est la distribution et la composition des acides gras et
des alcanols. Elle constitue un marqueur de la prédominance de matiére organique d’origine
autochtone (algues, zooplancton, bactéries). En effet, les acides alcanoiques en C1g mono ou
polyinsaturés sont des marqueurs d’activité biologique issus des contributions d’algues, de
bactéries et de cyanobactéries (Bechtel et Schubert, 2009).

11.3.3. Caractéristiques de la Matiere Organique Cellulaire (MOC) et de la
Matiére Organique Extracellulaire (MOE)

Pivokonsky et al., (2006) ont étudié la relation entre phase de croissance, quantité et
caractére protéique de la MOA produite par différents micro-organismes photosynthétiques
dont Microcystis aeruginosa (Figure 11). Ces auteurs ont montré que la composition de la
MOI differe de celle de la MOE. En effet, la MOE est principalement composée de
polysaccharides et de molecules a caractére non protéique, cependant il a été observe une
augmentation de la part de la fraction protéique au sein de la MOE au cours du temps, aussi
bien pour les cyanobactéries que pour les algues vertes. Cette augmentation est due a I'apport,
de plus en plus importante, de MOI due a la lyse cellulaire avec I'age des cultures. En effet, un
fractionnement selon le poids moléculaire apparent des protéines constitutives de la MOE et
de la MOI, au cours de la croissance, a confirmé 1’augmentation de la quantité de protéines au
sein de la MOE due a la libération de constituants cellulaires, avec 1’age de la culture
(Pivokonsky et al., 2006). La diversité de ces protéines ne varie pas au cours des phases
exponentielle et stationnaire (deux pics caractéristiques autour de 20 kDa et plus de 900 kDa
pour les cyanobactéries contre un seul autour de 20 kDa pour les algues vertes), mais
commence seulement a changer avec la destruction des cellules (apparition d’une plage de
pics entre 20 et 400 kDa similaire a celle de la MOI), lorsque les composés intracellulaires
sont libérés dans le milieu. Par contre, cette augmentation de la fraction protéique est plus
marquée dans le cas des cyanobactéries que dans celui des algues vertes, probablement a
cause de I’accumulation intracellulaire des protéines comme source d’énergie pour les
cyanobactéries (Hoek et al., 1995), expliquant la plus forte proportion de protéines retrouvées
au sein leur MOI. Le déclin des populations semble donc également avoir un impact sur les
propriétés de la MOA.
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Figure 11 : Proportions de COD,, (carbone organique dissous de la fraction protéique) et CODyp (carbone
organique dissous non protéique) du COD+ (carbone organique dissous total) de la MOE et de la MOI de
M. aeruginosa (d'apres Pivokonsky et al., 2006)

Fang et al., (2010), Li et al., (2012) et Qu et al., (2012) ont également montré que les
propriétés de la MOE sont différentes de celles de la MOC, bien que toutes deux soient riches
en azote comparativement a la MON. En effet, selon Qu et al., (2012) la MOE est plus riche
en composés hydrophiles que la MO constitutive de la paroi cellulaire (MOS) (Tableau XIII)
Ces auteurs ont également montré que la proportion de molécules de hauts poids moléculaires
apparents (> 100kDa) est plus importante au sein de la MOS que de la MOE. De plus, les
proteines constitutives de la MOS sont tres majoritairement de PMA élevés, contrairement a
la MOE. A l'inverse, une part importante des polysaccharides cellulaires et extracellulaires
présente un faible PMA (< 1 kDa). Enfin, le potentiel zéta des constituants cellulaires est plus
élevé que celui de la MOE, ce qui explique les résultats obtenus par Zhang et al., (2012) dans
la mesure ou la libération de composés cellulaires par autolyse au cours de la phase de déclin
tendrait a augmenter le potentiel zéta.

Tableau XI11: Comparaison des propriétés de la MOE et de MOS issues de cultures en laboratoire de M.
aeruginosa au cours de la phase stationnaire (Qu et al., 2012)

Fractlonnemep t Fractionnement | Répartition Reépartition Potentiel

selon le caractere de taille protéines polysaccharides Zéta
hydrophobe

HPO | TPH | HPI >kg;0 ;Dla > 100kDa 1;%0 <1kDa| (mV)

MOS | 59% | 5% | 36% | 75% 15% 70% 28% 34% -14.6

MOE | 42% | 6% | 52% | 42% 26% 28% 30% 42% -26.2

Fang et al., (2010) ont notamment montré que comparativement a la MOE, la MOI est
plus riche en azote et en acides aminés libres. De plus, la part de composés hydrophobes et de
hauts poids moléculaires est plus importante au sein de la fraction riche en azote de la MOI
que de la MOE.
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Les caractéristiques de la MOA ont été largement étudiées au cours des phases de croissance
exponentielle et stationnaire. Au cours de la phase exponentielle et du début de la phase
stationnaire, la mortalité cellulaire est faible et la MOA peut étre assimilée a la MOE.
Cependant, les propriétés des composés libérés par le métabolisme cellulaire sont différentes
de celles des constituants cellulaires, or, la contribution de ces derniers tend a augmenter
avec I'age des cultures. Comment évoluent les caractéristiques de la MOA au cours du déclin
des populations ?

De plus, I'évolution des caractéristiques de la MOA au cours de différentes phases de
croissance implique trés probablement une modification des impacts sur les procédés de
traitement des eaux et notamment la coagulation-floculation, dont les performances sont
largement dépendantes des propriétés de la MO a traiter. Ainsi, comment les performances de
ce procedeé sont affectées au cours des différentes phases de croissance ?

I1.4. Matiere organique naturelle des eaux de surface

La quantite de matiére organique dans les eaux de surface peut varier selon les
conditions hydrologiques du milieu et la végetation du bassin versant mais elle dépend
¢galement des saisons et du climat, qui font varier I'intensité de D’activité biologique
notamment au niveau de la production primaire. La production de matiére organique par les
vegétaux et le phytoplancton ainsi que les processus de décomposition de la matiére
organique sont les principaux facteurs influengant la concentration en COD dans I’eau.
Thurman, (1985) estimait la concentration moyenne en COD des eaux de riviere autour de
5mgC/L, celle des lacs oligotrophes autour de 2mgC/L et celles des lacs eutrophes autour de
10mgC/L. Cependant, il a été constaté une augmentation de la teneur en COD des eaux de
surface en particulier en Amérique du Nord et en Europe au cours des vingt derniéres années.
Ainsi, les valeurs les plus fréquemment rencontrées sont comprises entre 1 et 20mgC/L
(Skjelkvaale, 2003 ; Evans et al., 2005). Cette augmentation serait probablement due a
I’action combinée de la réduction des dépositions acides et de 1’augmentation des
températures (Evans et al., 2005).

Le Tableau XIV présente les principales caractéristiques des fractions constitutives de
la MON (Croué, 2004 ; Labanowski, 2004, Swietlik et al., 2004 ; Swietlik et Sikorska, 2004 ;
Pernet-Coudrier, 2008 ; Labanowski et Feuillade, 2009). Dans les eaux naturelles, la fraction
HPO est majoritaire et résulte principalement d'une contribution allochtone véhiculée par les
eaux de ruissellement. En moyenne, les poids moléculaires apparents ainsi que les indices
SUVA des HPO sont supérieurs a ceux des TPH, qui sont eux-mémes plus élevés que ceux
des HPI. Les valeurs d'indice SUVA généralement rencontrées dans les eaux naturelles
varient entre 15 et 50 L.cm™.gC™ (Edzwald, 1993 ; Gray et al., 2007 ; Teixeira et Rosa, 2007;
Labanowski et Feuillade, 2009). Edzwald (1993) estime que dans les eaux dont le SUVA est
supérieur & 40 L.cm™.gC™ les molécules hydrophobes, & fort caractére aromatique et de hauts
poids moléculaires sont majoritaires tandis que dans les eaux dont le SUVA est inférieur a 30
L.cm™.gC?, les substances non humiques sont trés présentes et la MO est relativement
hydrophile, mois aromatique et de faible poids moléculaire.
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Des différences dans les caracteéristiques de la MON ont été mises en évidences en
fonction du type de ressource et de l'origine de la MO. En effet, Imai et al., (2001) ont
observé que la part des composés hydrophiles est plus importante et le SUVA plus faible dans
les lacs comparé aux eaux de riviere, car la contribution autochtone y est plus marquée. Cheng
et Chi, (2003) ont montré une relation directe entre le phénomeéne d'eutrophisation et la
concentration en MOD : les variations de concentration en COD suivent celles de la
chlorophylle a. Par ailleurs, une augmentation de la part des molécules de petites tailles a
également pu étre mise en évidence, en lien avec les caractéristiques de la MOA. Par contre,
méme si les valeurs d'indices SUVA diminuent avec le développement des algues, il n'a pas
été trouvé de relation directe entre SUVA et chlorophylle a. Cependant, la relation entre COD
et chlorophylle a demeure controversee. En effet, Minor et al., (2006) n'ont, quant a eux, pas
mis en évidence de corrélation entre ces deux paramétres. Si le développement des algues et
cyanobactéries a un impact qualitatif et quantitatif sur la MOD, le déclin des populations
semble également avoir une influence, avec la libération d'une grande quantité de MO liée a la
lyse cellulaire (Ye et al., 2011). Ces auteurs ont montré que la fin des blooms provoque un
enrichissement des composés de hauts poids moléculaires, avec une augmentation de la part
des carbohydrates ainsi que des composes azotés, caractéristiques de la MOA. 1l semble donc
que le développement du phytoplancton et son déclin influent sur les caractéristiques de la
matiére organique mais ces relations n'ont pas été clairement definies.

Dans les eaux du milieu naturel, la matiére organique est soumise a un ensemble de
transformations biotiques (processus biologiques) et abiotiques (photochimie) qui conduisent
progressivement a sa stabilisation. Selon Guillemette et al., (2013), la MOA est consommeée
préférentiellement par les bactéries hétérotrophes, comparativement a la MO d'origine
allochtone. Loiselle et al., (2009) ont, quant-a eux, montré I'importance de la photochimie sur
I'évolution des propriétés de la MON et surtout sur les composés dorigine allochtone
"jeunes”. Deux mécanismes interviennent dans ces transformations (Loiselle et al., 2012) :

- l'absorption d'un rayonnement a une longueur d'onde inférieure a 300nm
(photochimie directe),

- la production d'especes reéactives radicalaires ou de MO dans un état excité
(photochimie indirecte), qui vont a leur tour réagir avec la MON.

Xu et Jiang, (2013) ont montré que les SH sont de bien meilleurs promoteurs de
réactions induites par photochimie indirecte que la MOA. Ainsi, l'irradiation aux UV dégrade
la MON de fagon plus importante et plus rapidement que la MOA et l'influence des processus
biologiques et abiotiques et largement dépendante des propriétés des composes organiques.

Les caractéristiques de la MOA sont différentes de celles de la MON. Les blooms algaux et
de cyanobactéries sont des phénomeénes récurrents qui génerent une grande quantité de
composés organiques. Cependant, I'ampleur et la nature des modifications engendrées par
ces apports sur les caractéristiques de la MON sont encore méconnues. Les conséquences de
ces apports sont-elles visibles a court, a moyen ou a long terme ? Sont-elles irréversibles ?
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Tableau XIV: Principales caractéristiques des fractions constitutives de la MON (Crougé, 2004 ; Labanowski, 2004 ; Swietlik et al., 2004; Swietlik et Sikorska, 2004 ; Pernet-
Coudrier, 2008 ; Labanowski et Feuillade, 2009).

d’insaturation
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8 2 < 0.5 kDa: 15% aromatiques - Difficilement biodégradable
o
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§ aromatiques ;033 tga: ;.SZO Rag?HC{?, (;/N, Foxy(;iatlondc.hlmlque‘
c P - a 0 éleves - Fort degré d’insaturation
% HPO 50-60% derll\I/e;as de la i 0.5-3 kDa: 40% 18-34 Pauvre en azote et - Carbohydrate le plus abondant : allochtone
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S - Facilement biodégradable
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I11.5. Processus d"humification

Dans le milieu naturel, la matiére organique difficilement biodégradable issue des
mécanismes de dégradation biologique et d’oxydation chimique de débris végétaux et
animaux subit une lente transformation, conduisant a la formation de molécules réfractaires a
la biodégradation, appelées Substances Humiques (SH) (Thurman, 1985). Ces modifications
s'effectuent par l'intermédiaire de réactions biotiques (action de micro-organismes) et
abiotiques (photo-oxydation par exemple). L'ensemble des processus aboutissant a la
formation des SH est appelé "humification™ de la matiére organique. Les SH sont composées
d'’humines, d'Acides Humiques (AH) et d'Acides Fulviques (AF), qui sont expérimentalement
définies par les conditions de pH (Thurman, 1985) :

= |es humines sont insolubles a tous pH

= |es acides humiques (AH) sont insolubles a pH acide (pH<2)

= |es acides fulviques (AF) sont solubles a tous pH et représentent entre 80 et 90% des
SH

Les SH sont des macromolécules hydrophobes et aromatiques de structures complexes
et hetérogenes avec des poids moléculaires variables, qui sont souvent responsables de la
coloration brune des eaux. Elles ont des propriétés de polyélectrolyte anionique dues a la
présence de groupements fonctionnels acide carboxylique et phénolique. Dans les eaux
naturelles, elles représentent entre 50 et 75% du COD et constituent donc la fraction
majoritaire des composés organiques (Thurman, 1985). L'architecture de ces molécules est si
complexe qu'il n'est pas possible, en I'état actuel des connaissances scientifiques, d'identifier
précisement leur structure ou leur composition, qui sont dailleurs variables d'un
environnement a un autre. Les processus d’humification combinent une succession d'étapes de
décomposition et de réassemblage des fragments produits, qui tendent a générer des composeés
de plus en plus complexes, aromatiques et de poids moléculaires apparents de plus en plus
élevés (Zech et al., 1989 et 1992 ; Merritt et Erich, 2003). Pour expliquer la formation des
SH, il existe deux types de modeles : les modéles polymériques et ceux par agrégation.

=  Modeles polymériques

Les processus d'humification sont étudiés depuis des décennies et la plupart des
théories élaborées pour décrire la formation des SH a partir de débris végétaux ou animaux se
sont appuyeées sur des observations issues de I'étude des sols. Stevenson, (1982) raporte quatre
principales théories de formation des SH (Figure 12). Les débris organiques seraient, dans un
premier temps, dégradés par les micro-organismes en fragments et unités structurelles simples
(sucres, acides aminés) ou en molécules derivées de leur précurseurs (lignine modifiée,
polyphénols). Ces produits de degradation seraient, dans un second temps, réassemblés en SH
par des réactions de polymérisation lentes.
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- Voie 1 : théorie de la lignine modifiée

Les SH proviendraient de fragments de lignine degradés et modifies par des micro-
organismes entrainant la perte de groupes méthoxyl (OCHj) et la génération de o-
hydroxyphénols ainsi que lI'oxydation des chaines latérales aliphatiques. La lignine modifiée
s'associerait entre autres avec des composes azotés de type protéique. L'ordre de formation
des SH par degradation de la lignine serait : lignine — Humines — AH — AF (Stevenson,
1994).

- Voies 2 & 3 : théorie des polyphénols

Selon cette théorie, les SH proviendraient de combinaisons de biopolymeres issus de la
biodégradation des végétaux et d'autres constituants organiques. Dans la voie 2, les
polyphénols sont synthétisés par des micro-organismes a partir de sources de carbone non-
ligneuse telles que la cellulose ou I'hémicellulose. Ces polyphénols bactériens conduiraient a
la formation de SH sous l'action d'enzymes polyphénoloxydase qui les transformeraient en
quinones, puis par association de celles-ci avec d'autres constituants de la matiere organique
comme les acides aminés. Dans la voie 3, les polyphénols sont formés par decomposition de
la lignine en ses unités structurales primaires (unités phenyl propene) qui vont étre
démethylées et oxydées en polyphénols. Ces polyphénols vont, comme ceux d'origine
bactérienne, conduire a la formation de SH. L'ordre de formation des SH par la voie des
polyphénols est : polyphénols — AF — AH — Humines (Stevenson, 1994).

- Voie 4 : condensation des sucres et acides aminés (réaction de type Maillard)

Les sucres et les acides aminés issus du métabolisme bactérien et de la biodégradation des
matiéres organiques se polymériseraient par condensation abiotique. Au cours de cette
réaction, appelée réaction de Maillard, une fonction amine est ajoutée au groupement
aldéhyde d'un sucre pour former une glycosamine N substituée (Cheshire et al., 1992). Cette
glycosamine pourrait soit se décomposer en aldéhydes et cétones (acetol et diacetyl), soit se
réorganiser selon le réarrangement d'’Amadori pour former une cétosamine N substituée.
Selon les conditions du milieu, un furfural (forte déshydratation) ou une réductone
(déshydratation modérée) seraient formés a partir de cette cétosamine. Cependant, la
formation des SH par la réaction de Maillard est assez controversée (Sutton et Sposito, 2005 ;
Von Lutzow et al., 2006) en particulier pour les milieux aquatiques car elle nécessite des pH
et des températures élevés sinon elle est extrémement lente. Dans les sols elle peut étre
catalysée par des oxydes de fer ou de manganése tels que la birnessite, qui est généralement
abondante (Jokic et al., 2001 ; Qi et al., 2012).
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Residus vegetaux irnine modifide
v
I Transformation par les microorganismes 1
Suacte Folyphénols Corposés }deuits_de
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3y w2

Substances Humiques

Figure 12: Mécanismes de formation des substances humiques d'apres Stevenson, (1982) (source:
Labanowski, 2004)

D'autres theories ont été elaborees a partir des quatre précédentes :
- Théorie de la préservation sélective : substances humiques végétales

Selon cette théorie, les SH seraient formees a partir de la modification et de la
préservation des tissus végetaux (Hatcher et Spiker, 1988 ; Kdgel-Knabner et al., 1992) et
notamment la lignine, la cutine et la subérine. La lignine est moins facilement dégradee par
les micro-organismes que les autres constituants des tissus vegétaux tels que les
polysaccharides ou les lipides. Elle a donc tendance a s'accumuler dans les premieres phases
de dégradation. Les champignons sont capables de dégrader complétement la lignine par des
mécanismes de dégradation aérobie. Or les SH sont également retrouvées dans les sédiments
lacustres ou les sols faiblement drainés méme en l'absence de champignons et d'oxygeéne.
Fengel et Wegener, (1989) et Showalter, (1993) concluent qu’une partie des tissus végétaux
est constituée de noyaux de type humique, dans lesquels des composés aromatiques (lignine),
et aliphatiques (cutine), des hydrates de carbone (hémicellulose) et des protéines s’agencent
pour former une structure chimique stable. La lignine et ses dérivés sont considérés comme
les principaux précurseurs des substances humiques (Johansson et al., 1994), mais les
polymeres aliphatiques interviennent également (Almendros et al., 2000). Tegelaar et al.,
(1989) indiguent que des polyesters naturels (cutines et subérines) qui sont peu décomposés et
d’autres molécules aliphatiques non hydrolysables et insolubles servent également de
précurseurs aux acides humiques.

- Théorie de la réaction combinée polyphénols-Maillard
Selon cette théorie, il est peu probable que dans des environnements naturels la voie
des polyphénols et la réaction de Maillard aient lieu séparément. En effet, sucres, protéines et

polyphénols coexistent aussi bien dans les sols que dans les eaux. Jokic et al., (2004) ont
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montré que le processus dhumification par réaction combinée polyphénols-Maillard était
considérablement accéléré en présence de birnessite et qu'elle conduit plus efficacement a la
formation de SH que la seule réaction de Maillard.

= Modele par agrégation
- Théorie des supramolécules

Toutes les théories précédentes reposent sur l'idée que les SH sont formées de
polymeéres de structures chimiques différentes de leurs précurseurs, liés par liaison covalente
(Wershaw, 2004). Cependant, par opposition a ces modéles "polymériques”, d'autres modeles
se sont progressivement développés, les modéles par "agrégation”. Selon ce type de modéles,
les SH seraient constituées d'agrégats supramoléculaires de fragments de faibles poids
moléculaires apparents (1000 a 1500 Da) issus de la dégradation de végétaux, liés par des
liaisons non covalentes telles que les interactions m-m, les interactions hydrophobes, les
liaisons hydrogene ou encore les forces de Van der Waals (Wershaw, 1994 ; Piccolo, 2001 et
2002 ; Sutton et Sposito, 2005). Les agrégats ainsi formes s'assemblent en large
conformations de haut poids moléculaires par des liaisons faibles qui peuvent aisement étre
dissociées par ajout d'acide organique.

Il n'existe pas de preuve évidente pour privilégier I'un ou l'autre des modeles et aucune
théorie n'apparait plus probable que les autres. La formation des substances humiques résulte
tres probablement de la combinaison de plusieurs mécanismes en méme temps - la
contribution relative de chacun étant certainement dépendante du type d'environnement et des
conditions bio-physico-chimiques qui y regnent. De plus, des composés répondant aux
propriétés des AH et AF peuvent étre produits a différents stades du turn-over de la matiere
organique, en phase de dégradation ou d'humification. Cependant, il est trés difficile de
discerner les SH produites par les processus dhumification de celles générées par les
phénomenes de dégradation. En outre, la présence de substances de type humique a déja éte
rapportée au sein méme des tissus végétaux. L'étude des processus d’humification est ainsi
treés complexe et en constante évolution.

Les mécanismes d'humification sont tres étudiés dans les sols, cependant, les caractéristiques
et la composition de la matiere organique different selon les milieux. Dans les milieux
terrestres, la contribution des végétaux est prédominante tandis que celle de la biomasse
microbienne représenterait moins de 5% du carbone organique total (Kassim et al., 1981).
Dans les milieux aquatiques, la contribution des micro-organismes est bien plus marquée et
en particulier dans les milieux eutrophes. Les processus d'humification sont ainsi
potentiellement différents selon les environnements et peuvent aboutir a des SH de propriétés
différentes car issues de précurseurs de caractéristiques différentes. Il apparait ainsi
nécessaire de mieux comprendre les modifications subies par la matiére organique produite
par le phytoplancton au cours de sa transformation pour appréhender, sur le long terme, les
impacts de l'eutrophisation sur les caractéristiques de la matiere organique naturelle et
également sur les procédés de traitement des eaux.
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I11. Impacts des blooms algaux et de cyanobactéries sur les

procédés de traitement des eaux: cas de la coagulation-

floculation

La clarification des eaux a pour objectifs d'éliminer les particules en suspension
(sables, limons, argiles, débris végétaux, bactéries, phytoplancton, etc...), les particules
colloidales ainsi qu'une partie des matieres dissoutes dont le fer, le manganese et les matiéres
organiques dissoutes, qui sont a l'origine de la couleur et de la turbidité. La clarification
comprend l'association des étapes de coagulation, floculation, décantation ou flottation et
filtration. La coagulation-floculation permet, par ajout de sels de fer ou d’aluminium, de
déstabiliser les particules colloidales contenues dans [’eau et donc favoriser leur
agglomération. La formation de flocs favorise ensuite la décantation des particules ou
améliore leur rétention par filtration. La mesure de la turbidité assure le contr6le du bon
fonctionnement de la clarification et la legislation impose ainsi une valeur maximale de
turbidité de 0.5 NTU en sortie de filtration (qui permet une élimination efficace des
protozoaires tels que Cryptosporidium ou Giardia), de 1 NTU pour l'eau traitée et de 2 NTU
pour l'eau distribuée. La coagulation-floculation est donc une étape importante dans la
clarification, qui peut étre précédee d'une étape de pré-oxydation, permettant d'ameliorer ses
performances.

Pour la production d’eau destinée a la consommation humaine, il faut considerer la
problématique « cyanobactéries » comme triple : 1’¢limination des cellules de cyanobactéries,
I’élimination des cyanotoxines et I'élimination de la Matiere Organique Algale (MOA).
Concernant 1’élimination des cyanobactéries, les méthodes de traitement ne conduisant pas a
une lyse cellulaire sont a privilégier dans la mesure ou Negri et al., (1997), Chorus et
Bartram, (1999) et Hawkins et al., (2001) estiment qu’au moins 80 a 90% des cyanotoxines
totales sont en fait retenues a I’intérieur des cellules pendant la phase exponentielle de
croissance. Lorsque les cellules entrent en phase stationnaire puis lors de la sénescence, le
taux de mortalité est plus important et la proportion de cyanotoxines extracellulaires
augmente (Sivonen, 1990 ; Lehtimaki et al., 1997 ; Rapala et al., 1997). En effet, Saker et
Griffiths, (2000) et Hawkins et al., (2001) estiment le taux de cyanotoxines extracellulaire a
plus de 50% en phase stationnaire. Au cours des procédés de traitement, s’il y a lyse
cellulaire, les cyanotoxines sont libérées dans le milieu et il faut alors reconsidérer la
problématique « cyanotoxines », tandis que les méthodes piégeant la biomasse sans lyse
cellulaire permettent de limiter les risques de relargage de cyanotoxines et donc de considérer
la problématique « cyanobactérie » de fagon plus globale. Les proliférations d'algues sont
seulement a l'origine de deux problématiques (élimination des cellules et de la MOA) car elles
ne produisent pas de toxines.

En outre, la matiére organique générée en abondance lors des phénomenes de blooms

algaux ou de cyanobactéries a de nombreux impacts sur les étapes chimiques des procédés de
traitement des eaux devant étre considérés afin d'assurer la qualité de I'eau distribuée.
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I11.1. Pré-oxydation : chloration, ozonation et permanganate de potassium

Tres souvent, une étape de pré-oxydation est effectuée avant le processus de
clarification. Elle permet d’oxyder les ions métalliques (principalement fer et manganése)
ainsi que partiellement certaines matieres organiques dissoutes pour favoriser leur
¢limination. Elle permet aussi d’améliorer la coagulation-floculation par déstabilisation des
colloides, d’éliminer les molécules responsables des gotits et des odeurs ainsi que les algues et
cyanobactéries par lyse cellulaire (ASTEE, 2006). Différents réactifs sont utilisés pour cette
étape : chlore, dioxyde de chlore, 0zone ou permanganate de potassium. L’effet de ’oxydant
sur I’¢limination des algues ou cyanobactéries dépend a la fois du type d’oxydant, du dosage
appliqué et de I’espece a €éliminer, probablement a cause de propriétés de surface différentes
(Chen et al., 2009).

L’utilisation du chlore en téte de filicre de traitement pour les eaux de surface n’est
plus autorisée en France depuis 2007 (Circulaire DGS NDGS/EA4 n°2007-259 du
26 juin 2007), car il forme avec certains composes organiques (acides humiques et fulviques)
des Trihalométhanes (THM) cancérigenes, faisant 1’objet d’une norme (THM totaux
<100pg/L selon I’arrété du 11 janvier 2007). Par ailleurs, Nguyen et al., (2005), ont montré
que la MOA formait, par réaction avec le chlore, des chloroformes (acide dichloroacétique et
trichloroacétique).

De nombreux auteurs se sont intéressés au traitement des cyanotoxines par 1’ozone
(Donati et al., 1994 ; Shawwa et Smith, 2001 ; Maatouk et al., 2002). Selon Rositano et al.,
(1998), I'ozone serait plus efficace que le chlore et le permanganate de potassium pour la
destruction des cyanotoxines, cependant I’efficacité de 1’ozone est dépendante des conditions
de pH (efficacité réduite en milieu alcalin). Au cours du traitement, I’ozone réagit trés
rapidement avec les composés organiques, et a faibles doses, il n’a que peu d’effet sur les
cyanotoxines. Ce n’est qu’une fois que la demande en O3 due au COD a été satisfaite que
I’effet est plus important. Ainsi, en dessous de 0,6 mg/L, ’0zone réagit principalement avec la
matiére organique. Entre 0,6 et 1,3mg/L, ’ozone n’a pour effet que de lyser les cellules et
donc libérer les cyanotoxines intracellulaires sans les éliminer. Ce n’est seulement que pour
des doses d’environ 2 mg/L que I’0zone réagit avec les cyanotoxines et a un effet significatif
sur leur ¢limination (Chorus & Bartram, 1999). Ainsi, ’efficacité de I’ozonation pour la
destruction des cyanotoxines est réduite par une concentration élevée en COD et une forte
densité de cyanobactéries (Hoeger et al., 2002).

La pré-ozonation peut conduire a une perte d’intégrité membranaire, entrainant un
relargage des composés cytoplasmiques, des cyanotoxines intracellulaires et de composes
volatiles responsables de goits et d’odeurs (Huang et al., 2008 ; Miao et Tao, 2009). Les
métabolites et toxines libérés par les cyanobactéries ou les algues augmentent la demande
chimique en oxydant et conduisent également a la formation de sous-produits d’oxydation
(Westrick et al., 2010). Huang et al., (2008) ont également montré que la pré-ozonation de
cultures de cyanobactéries et d’algues conduit a la formation de prés d’une vingtaine de sous-
produits, principalement des aldéhydes et phtalates. En outre, I'ozone est plus efficace que le
chlore pour détruire les cellules. En effet, Daly et al., (2007) ont montré qu'une exposition au
chlore entre 7 et 29 mg.min.L™ provoquait une lyse cellulaire tandis qu'une trés faible
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exposition & l'ozone (2 mg.min.L™) est suffisante pour induire des dommages et une perte
d'intégrité cellulaires (Coral et al., 2013).

Par ailleurs, Widrig et al., (1996) ont montré que la pré-ozonation permet une légere
amélioration des performances de la coagulation pour I'élimination de la MOA (de 1-15%
selon I'espéece considérée, la dose de traitement, le pH et la concentration en bicarbonates). De
méme, Teixeira et Rosa, (2007) ont obtenu de meilleures performances pour I'élimination du
phytoplancton grace a la pré-ozonation.

Il a été montré que le permanganate de potassium pouvait étre utilisé en téte de filiere
sans provoquer de lyse cellulaire ni de relargage de cyanotoxines et autres métabolites (Ho et
al., 2009) pour favoriser 1’agglomération des algues (Chen et Yeh, 2005). Toutefois, Cheng et
al., (2009) ont montré que I’ozone et le chlore étaient plus efficaces pour 1’élimination des
cyanotoxines et I’inactivation des cyanobactéries par rapport aux autres oxydants dont le
permanganate de potassium, qui n’a qu’un effet marginal sur I’inactivation des cyanobactéries
mais possede I’avantage de ne pas provoquer de lyse cellulaire.

I11.2. Coagulation-floculation
I11.2.1. Principe de la coagulation-floculation

Les particules colloidales possedent une charge de surface majoritairement negative
(caracteérisée par un potentiel zéta) entrainant une répulsion électrostatique entre particules et
conduisant a l'obtention d'un systéeme colloidal stable, responsable de la turbidité des eaux du
milieu naturel (Holt et al., 2002 ; Duan et Gregory, 2003). Les ions présents en solution ainsi
que les molécules d'eau, qui sont polaires, assurent I'électro-neutralité du systeme. Dans une
solution, les particules sont soumises a deux types de forces qui conditionnent la stabilité: les
forces de répulsion électrostatiques, liées a la charge de surface des particules, et les forces
d'attraction de type Van der Waals, liees a la surface spécifique et a la masse des particules
ainsi qu'a la nature du milieu environnant. La résultante de ces forces favorise ou non la
rencontre des particules. Les particules sont entourées d'une double couche :

= une couche liée ou couche de Stern a proximité immédiate de la particule, au cceur de
laquelle seuls les ions spécifiquement adsorbés peuvent pénétrer,

= une couche diffuse ou couche de Gouy-Chapman, déformable et mobile, influencée
par la force ionique de la solution.

Dans les eaux du milieu naturel, les forces de répulsion sont supérieures aux forces
d'attraction, créant un systeme colloidal stable. L'ajout d'un coagulant (souvent des sels de fer
ou d'aluminium) permet de déstabiliser la suspension colloidale en réduisant les forces de
répulsion. En effet, les ions Fe** ou AP** peuvent a la fois pénétrer la couche de Stern en
s'adsorbant spécifiqguement, ce qui augmente le potentiel Zéta des particules, et augmenter la
force ionique du milieu, participant a la réduction de la double couche. Ceci permet ensuite
aux particules de s'agréger et de créer des flocs, c'est le phénomene de coagulation. La
floculation favorise ensuite, par agitation lente, les rencontres entre particules déstabilisées
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qui vont conduire au grossissement des flocs - les particules colloidales étant entrainées par
précipitation en solution, d'hydroxydes de fer ou d'aluminium, si les conditions de pH le
permettent.

L'efficacité du procédé de coagulation-floculation pour I'élimination des particules et
de la MON dépend ainsi de plusieurs paramétres dont : le type de coagulant utilisé et le taux
de traitement appliqué, les conditions d'agitation, le pH, la température, les propriétés des
particules et de la MON a éliminer (taille, charge de surface, structures, présence de
groupements fonctionnels ionisés), et force ionique (présence d'ions spécifiquement adsorbés
qui peuvent pénétrer la couche de Stern et d'ions déterminants du potentiels qui favorisent la
compression de la double couche) (Duan et Gregory, 2003 ; Sharp et al., 2006 a et b ; Qin et
al., 2006).

111.2.2. Elimination des cyanotoxines

La coagulation-floculation n'a aucun effet sur [I'élimination des cyanotoxines
extracellulaires (Teixeira et Rosa, 2007).

Les méthodes de traitement conventionnelles des eaux par coagulation sont également
tres sensibles a la présence de MOA. Ce probleme est en fait double. Il s’agit d’une part de
I’influence de cette MO sur la coagulation des autres composés (particules colloidales
organiques ou inorganiques) et d’autre part de I’efficacité du procédé de traitement sur son
¢limination a proprement parler, en particulier lorsqu’elle est présente en grande quantité
(Pivokonsky et al., 2006). Le Tableau XV présente une synthese des principales études
menées sur l'impact des proliférations d'algues et de cyanobactéries sur la coagulation-
floculation.

111.2.3. Elimination des cellules phytoplanctoniques

Le Tableau XV met en évidence une bonne efficacité du procédé pour I'élimination
des cellules, aux doses optimales de traitement. Des abattements de 69% a plus de 99% sont
obtenus, selon les auteurs. De plus, Chorus et Bartram, (1999), indiquent que I’efficacité de la
coagulation sur les algues et cyanobacteries est dépendante des doses de réactifs appliquées et
du pH. Par exemple, si la dose de coagulant est insuffisante, les cyanobactéries seront les
dernieres cellules phytoplanctoniques a étre éliminées, d’ou une efficacité réduite. La
coagulation des algues et cyanobactéries est variable a cause de leurs caractéristiques physico-
chimiques différentes d’une espéce a l’autre, telles que la morphologie (formation de
filaments ou colonies), la présence de vésicules de gaz qui permet la libération des flocs ou
encore leur charge de surface (Henderson et al., 2008). Chorus et Bartram, (1999) ont
rapporté des résultats différents en termes d’élimination de cyanobactéries suivant I’espéce a
traiter et plus particulierement leur morphologie : plus de 90% pour Microcystis spp. (genre
formant des colonies en milieu naturel ou des cellules isolées en laboratoire) contre seulement
30% pour Planktothrix agardhii (formant des filaments). Cependant ces résultats sont
controversés car d’autres auteurs ne trouvent pas de différence significative entre
I’élimination d’espéces ayant des morphologies différentes : 93 & 99% pour Microcystis
aruginosa contre 92 a 98% pour Planktothrix rubescens (Teixeira et al., 2010). Selon Chow
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et al., (1998 et 1999), les doses d’aluminium (11 mg/L Al,Os3) ou de chlorure ferrique (30
mg/L FeCls) ainsi que I’agitation mécanique (200 rpm en coagulation et 20 rpm en
floculation) couramment appliquées en traitement de 1’eau ne provoquent pas la lyse des
cellules de Microcystis aeruginosa ou Anabaena circinalis et n’augmentent donc pas la
quantité de microcystines dissoute dans 1’eau - résultats confirmés par les études menées par
Drikas et al., (2001) et Teixeira et Rosa, (2006 et 2007).

La coagulation-floculation peut étre suivie d'une étape de décantation ou de flottation.
Chorus et Bartram, (1999) indiquent que I’étape de coagulation-floculation suivie d'une étape
de flottation est plus efficace pour I’¢limination des algues et cyanobactéries qu’une étape de
décantation. L’agrégation de cyanobactéries au sein des flocs peut provoquer leur remontée en
surface, due a la présence de vésicules de gaz chez ces organismes qui leur permettent de
réguler leur flottabilité. L’efficacité de la décantation est également liée a celle de la
coagulation-floculation car elle dépend de la densité des flocs formés. Teixeira et Rosa, (2006
et 2007) ont montré que la filiére de coagulation-floculation-flottation nécessite une dose plus
faible en coagulant (8 mg/L Al,O3) pour un meilleur taux d’abattement afin d’éliminer des
cellules de Microcystis aeruginosa (plus de 97% exprimé en chlorophylle a), comparé a la
filiere  coagulation-floculation-décantation (12mg/L  Al,O3 pour seulement 91%
d’abattement). De plus, I’efficacité de la filiére coagulation-floculation-flottation est optimale
avec un gradient de vitesse plus faible pour la coagulation (380s™ contre 743s™) et une
floculation plus courte mais avec une agitation plus forte (8 min & 70s™ contre 15 min a 24s™)
par rapport a une filiére classique de coagulation-floculation-décantation. L'objectif est de
former des flocs plus petits donc moins lourds mais avec une forte cohésion (Teixeira et Rosa,
2006).

Teixeira et Rosa, (2007) ont également montré que la présence d’autres composés
organiques diminue I’efficacité des deux filieres en augmentant la demande en coagulant. En
effet, le coagulant réagit en premier avec les acides organiques libres constitutifs de la MON
et, si la dose de coagulant est suffisamment élevée, il peut neutraliser les charges de surface
des cellules. Cependant, la filiere coagulation-floculation-décantation est davantage affectée
par ce phénomeéne. En effet, I’efficacité de la décantation est dépendante de la densité des
flocs formés or les matieres organiques algales sont généralement de petite taille, peu denses,
avec une charge de surface négative ainsi qu’une tendance a flotter et décantent donc
difficilement lorsqu’elles ne sont pas suffisamment agrégées (Teixeira et Rosa, 2006).

Un autre probleme lié a la filiere coagulation-floculation-décantation est la gestion des
boues. En effet, Chorus et Bartram, (1999) rapportent qu’apres 2 jours de conservation des
boues, la moitié des cellules collectées est lysée et jusqu’a 100% des toxines sont relarguées
dans I’eau. Ce n’est qu’apres 5 jours que la concentration en toxines commence a diminuer
sous I’action de la dégradation due aux micro-organismes - dégradation qui nécessite preés de
13 jours pour étre complete. Il est donc impératif de prendre en compte ce phénomene et de
prévoir une élimination des boues réguliére en particulier dans le cas de décanteurs a lit de
boues.
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111.2.4. Elimination de la matiere organique

MON

Dans les eaux naturelles, des pourcentages d'élimination de la MON de 30% a 70%
sont généralement obtenus par coagulation-floculation (Edzwald, 1993 ; Volk et al., 2000 ;
Sharp et al., 2006b). Les données de la littérature précisent que le pH optimal pour
I'élimination de la MON a l'aide de sels de fer se situe autour de 5,5 - 6,5 tandis qu'il est plus
élevé avec les sels d'aluminium, autour de 6,0 - 7,5. Sharp et al., (2006b) reportent une
meilleure élimination de la MON avec le fer qu'avec l'aluminium, et a des doses plus faibles.

Les composés hydrophobes sont généralement ceux qui présentent la plus forte densité
de charges négatives, dues a la présence importante de groupements fonctionnels
carboxylique ou phénolique ionisés (Cho et al., 2000 ; Zularisam et al., 2009). lls ont ainsi
une demande en coagulant plus forte que les composés hydrophiles et sont également
élimines plus efficacement par neutralisation de charge que ces derniers. En effet, Teixeira et
al., (2010) ont montré que le traitement de composés hydrophobes nécessite environ trois fois
plus de réactifs que celui de composés hydrophiles. Par contre, les molécules hydrophobes, a
fort caractére aromatique et de haut poids moléculaires sont mieux éliminées par coagulation-
floculation que les molécules hydrophiles, a faible aromaticité et de faibles poids moléculaires
(Edzwald, 1993 ; Fearing et al., 2004 ; Chow et al., 2009). Les pourcentages d'élimination des
fractions hydrophobes varient ainsi entre 70% et plus de 90% tandis que des pourcentages
plus faibles, de l'ordre de 14% a 17% sont obtenus pour les fractions hydrophiles (Croué et
al., 1993 ; Fearing et al., 2004 ; Sharp et al., 2006a).

MOA

Les eaux caractérisées par une fraction hydrophile importante et un faible SUVA
(<30L/cm/gC), qui sont les caractéristiques de la MOA générée par des phénomenes de
blooms sont généralement reconnues pour avoir une faible demande en coagulant a cause de
leur faible densité de charge surfacique tandis que I’efficacité de la coagulation sur
I’élimination du COD reste relativement limitée (Edzwald, 1993). En effet, Edzwald, (1993)
prévoit un abattement inférieur a 50% pour ce type de MO, ce qui est confirmé par les études
de Widrig et al., (1996) et Pivokonsky et al., (2006), qui ont obtenu des abattements de l'ordre
de 20 a 50%, selon les espéces (Tableau XV). De plus, selon ces auteurs, I'abattement obtenu
est meilleur en utilisant le fer comme coagulant plutét que I'aluminium. En effet, il semblerait
que la MOA ait plus d’affinité pour ’aluminium que pour le fer et donc ait plus de facilité a
former des complexes avec I’aluminium qu’avec le fer (Pivokonsky et al., 2006). Or la
formation de tels complexes provoque une augmentation de la demande en coagulant mais
également une diminution de I’efficacité de la coagulation. De plus, ces complexes peuvent
étre solubles ou sous forme colloidale et risquent donc de passer au travers des filtres au
cours des processus de traitement. Cependant, les performances obtenues par Henderson et
al., (2010) - de 46 a 71% - sont meilleures que celles obtenues par les auteurs précédemment
cités et sont similaires a celles obtenues pour la MON. Une étude plus approfondie des
performances du procédé sur I'élimination de la MOA parait donc nécessaire.
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Certains auteurs se sont intéressés aux impacts de la MOE sur la coagulation
floculation (Bernhardt et al., 1989 ; Pivokonsky et al., 2006 ; Takaara et al., 2007) tandis que
I’isolement de la MOI et surtout de la MOS, techniquement plus compliqué que celui de la
MOE, ne permet pas une étude approfondie des effets de ces substances (Takaara et al., 2007
et 2010). A faible concentration, la MOE peut améliorer I’efficacité de la coagulation dans la
mesure ou elle se comporte comme un adjuvant de floculation en formant des ponts inter-
particules ou en s’adsorbant a la surface des particules (Bernhardt et al., 1989). Au contraire,
a forte concentration, elle peut inhiber les processus de coagulation des particules en
augmentant leur charge de surface négative et donc en augmentant les répulsions entre
particules. L’effet inhibiteur de la MOE est dépendant des propriétés chimiques de ses
constituants, qui sont influencés par les organismes présents et par leur phase de croissance
(Pivokonsky et al., 2006). Tandis que les substances non protéiques (polysaccharides, acides
nucléiques) de la MOE réduisent I’efficacité de la coagulation, certaines protéines
constitutives de cette MO peuvent inhiber la coagulation en formant des complexes avec les
cations métalliques multivalents ou avec les ions hydratés par I’intermédiaire de liaisons de
coordination (Takaara et al., 2004).

A forte concentration, les protéines constitutives de la MOI et de la MOS agiraient
comme substances inhibitrices en formant des complexes avec les réactifs de coagulation,
d’ou une augmentation de la demande en réactifs et une diminution des performances du
procéde (Takaara et al., 2007 et 2010). En outre, I’effet inhibiteur des substances de la MOI
semble plus important que celui des substances de la MOE, probablement parce que la MOI
contient plus de protéines que la MOE. En effet, les polysaccharides sont difficilement
éliminés tandis que les protéines sont inhibitrices de la coagulation. De plus, il a déja été
observé une inhibition de la coagulation méme lorsque les cellules ne sont pas lysées (Ma et
al., 2007). Ce constat a été justifié par Takaara et al., (2010) qui montrent que les substances
hydrophiles chargées négativement ayant un poids moléculaire supérieur a 10kDa jouent un
réle inhibiteur significatif. Les composes tels que les lipopolysaccharides (LPS), constitutifs
de la paroi cellulaire et donc de la MOS, entrent dans cette catégorie de molécules et
pourraient expliquer I’inhibition observée sans lyse cellulaire.

L’identification et la caractérisation des molécules responsables de I’inhibition de la
coagulation permettraient de mieux appréhender leurs impacts en optimisant les filiéres de
traitement par ajout d'une étape spécifique visant a les inhiber ou les éliminer. En effet, la
réponse apportée par les exploitants aux problémes d’inhibition de la coagulation consiste
souvent a augmenter les taux de traitement, ce qui induit de nouvelles perturbations au sein de
la filiere de traitement avec notamment une augmentation de la production de boues ainsi que
de la quantité de réactif résiduel dans 1’eau traitée (Sano et al., 2011).
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L'élimination de la MOA par coagulation-floculation nécessite d'étre optimisée afin d'obtenir
le meilleur abattement possible. En effet, la présence de MOA perturbe le bon fonctionnement
des différentes étapes de traitement dans les chaines de potabilisation des eaux. La MOA
acceélére le colmatage des membranes (Lee et al., 2006 ; Huang et al., 2012 ; Qu et al., 2012),
entre en compétition avec les micropolluants organiques lors de I'adsorption sur charbon
actif provoguant une diminution des performances d'élimination de ces derniers (Hnatukova
et al., 2011) et entraine la formation de sous-produits de désinfection (Yang et al., 2011 ; Li
et al., 2012). Il apparait donc nécessaire d'étudier la réactivité de la MOA au cours du
procédé de coagulation-floculation, afin de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu et
ainsi optimiser son élimination.
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Tableau XV : Synthése des principales études concernant I'impact des proliférations d'algues et de cyanobactéries sur la coagulation-floculation

Référence

Caractéristiques eau

Conditions traitement testées

Conditions optimales

% élimination

testée Agitation Coagulant Doses testées pH Dose pH Phytoplancton MO
COD =6 mgC/L 3 min 300 rpm Al,(SOy)3, 14H,0 | 0,25-100 mgAl/L | 5et8 | 206 mgFe/L 5 - 20-50%
Mi|ielil Bold B;;\sal (dilué 2r7] [jnin 30rpm FeCl;, 6H,0 0,51-206 mgFe/L Selon I'espéce
Eau ultra-pure) + HCO3 1h décantation S.g.
(0.5-3mM) + 22-29%

. MOA (phase D.p. 44-49%
Widrig et | exponentielle) extraite de M. a. 17-20%
al., (1996) | monocultures de

- Scenedesmus quadricauda
S.q)
- Dictyoshaerium
pulchellum (D. p.)
- M. aeruginosa (M. a.)
Eau du robinet 2min G =743 s'i Aly(SO4)s, 18H,0 | 1,1-10,7 mgAl/L 5,5-7 2,7 mgAl/L 69-89%
COD =2.1mgC/L + 15minG=24¢ WAC 7,5-8 (WAC) 93-98%
cellules issues de Décantation 20min
Teixeira et culture_s M. aeruginosa | 2 min_ G=743 s'i Aly(SO4)s, 18H,0 | 0,53-3,7 mgAl/L 7-7.5 1,6 mgAl/L 77-99%
Rosa (2006) fin de ph_ase 15 min G = 24_5 WAC _ 7,5-7,7
exponentielle Flottation 8min (polyhydroxi-
Ou chlorosulphate
2 min G = 380 s;l d'aluminium)
8minG=70¢
Flottation 8min
Eau brute (Algarve, 2 min G =743 s‘i WAC 1,1-6,4 mgAl/L 6,4 mgAl/L 88-90% 58-65%
Portugal) ou eau ozonée 15minG=24¢
I + cellules issues de Décantation 20min
Teixeira et :
Rosa (2007) cultures M. aeruginosa Ou B .
pH=7.4 2 min G = 380 S1 WAC 1,1-6,4 mgAl/L 2.7mgAl/L 92-95% 24-47%
COD = 4.5mgC/L 8minG=70s
Turbidité 12 NTU Flotation 8min
pH=7 80 rpm 20min PACI 10 mgAl/L 7 - - MOE :
kaolinite 20 mg/L 60 rpm 15 min (polychlorure 81,5-91,5%
Takaaraet | + MOE (filtration) Decantation 20min d'aluminium) MOC :
al., (2007) | Ou MOC (sonication 0-79,8%
cellules) produite par M.
aerugionsa (phase stat.)
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Caractéristiques eau

Conditions traitement testées

Conditions optimales

% élimination

Reference testée Agitation Coagulant Doses testées pH Dose pH Phytoplancton MO
Dilution monocultures 2 min 200rpm Sulfate aluminium 5et7 0,7-1,36 7 C.v. 94,8% 71%
phase stationnaire avec 15 min 30rpm mgAl/L M.a. 97,3% 55%
EUP + 0.5mM NaHCO; Flottation 10min A.f. 98,8% 46%
+ 1.8mM NacCl, M.sp. 99,7% -
H COD =0.6-1.5mgC/L
enderson et .
al, (2010) | Chlorella vulgaris
(C.v.)
- M. aeruginosa (M.a.)
-Asterionella Formosa
(Af)
- Melosira sp (M. sp.)
Eau synthétique pH 6.5-7 | 2min G=380s" WAC 0,8-2,1 mgAl/lL | 6,5-7.2 92-98% pour | 60-85% pour AH
+ MON artificielle 2- 8min G=70s" pour AH P. rubescens 10-15% pour
5.7mgC/L : Acide Flottation 8min 0,27-0,8 mgAl/L 93-99% pour | Acide Salicylique
salicylique (hydrophile) pour Acide M. aeruginosa
ou AH commercial Salicylique
- (hydrophaobe)
;f'%'gig)t +1mM KCI +3mM
" CacCl, + culture fin phase
exponentielle
(50ugChla/L)
M. aeruginosa
Ou Planktothrix
rubescens
Cultures de Chlorella 2min G=100s" | Aly(SO,)s 18H,0 10-100 mgAl/L 6,2 En présence de 91% d'élimination des cellules en
zofingiensis (milieu 10min G=30s" MOA: présence de MOA,
BG11) a différentes Flottation 10min 70,84 37,6 92-95% en absence de MOA,
phases de croissance mgAl/gMS d'algue indépendamment de la phase de
Zhang et al., - phase exponentielle En absence de MOA : croissance
(2012) - phase stationnaire 61,6 4 10,6
- phase de déclin mgAl/gMS d'algue,
selon la phase de
croissance
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La grande majorité des études portant sur les impacts des blooms algaux ou de
cyanobactéries sur la coagulation-floculation a été menée en utilisant des réactifs a base
d'aluminium (bien que le fer semble plus performant), sur des cultures en laboratoire ou des
eaux issues du milieu naturel. Cependant, ces travaux sont focalisés sur I'élimination des
cellules et le comportement de la MOA est peu étudié au cours de ces essais. De plus, seules
des données concernant une élimination globale de la MOA ou de la MON sont reportées
dans la littérature.

111.2.5. Mécanismes d'élimination de la matiére organique

Dans le cadre de cette étude, le coagulant choisi est le chlorure ferrique. Lorsqu'ils
sont mis en solution, les sels de fer sont dissociés sous forme d'ions trivalents Fe**. Ceux-ci
sont ensuite hydrolysés et forment différents complexes solubles de charge positive, tels que
Fe(OH)**, Fe(OH),", Fex(OH)4** ou Fes(OH),>*, dont la forme prédominante dépend des
conditions de pH (Lefebvre et Legube, 1990 ; Duan et Gregory, 2003). Ces complexes sont
susceptibles de s'adsorber a la surface des colloides, dont la charge est négative. De plus, si le
pH est proche de la neutralité, un précipité amorphe d'hydroxyde de fer Fe(OH)s; peut
également se former. Les deux principaux parametres régulant la coagulation-floculation sont
donc le pH de la solution et la dose de fer utilisée. La matiere organique dissoute peut étre
éliminée par combinaison de quatre mécanismes (Figure 13) :

= la neutralisation de charge
les cations métalliques neutralisent les charges de surface en pénétrant la couche liée,
permettant I'agrégation des composés et formant une structure insoluble de charge neutre.

= e piégeage
la matiere organique est piégée au sein de précipités amorphes d'hydroxyde de fer au cours de
leur formation.

= ladsorption
la matiére organique est adsorbée a la surface de précipités d’hydroxyde de fer.

= lacomplexation

les produits de I'hydrolyse métallique peuvent former des complexes avec la matiére
organique. Si la limite de solubilité du complexe formé n'est pas atteinte, celui-ci reste en
solution, conduisant a une mauvaise clarification car ces complexes ne sont pas retenus par
filtration. Lorsque la dose de coagulant est suffisamment élevée et que la limite de solubilité
du complexe est atteinte, une grande quantité de précipité d'’hydroxyde métallique se forme
immédiatement et la matiere organique est incorporée dans la masse, c'est le phénoméne de
"Sweep coagulation™ ou coagulation par entrainement. Ce phénomeéne se produit a des doses
de coagulant plus élevées que celles requises pour la simple neutralisation de charge et
I'abattement obtenu peut étre meilleur que celui atteint par simple mécanisme de
neutralisation/précipitation.

Dans la pratique, il est difficile de distinguer les différents mécanismes et celui qui
prédomine dépend des propriétés de la matiere organique. Cependant, la mesure du potentiel
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zéta permet davoir des indications quant aux possibles mécanismes et le maximum
d'élimination de la MON est généralement atteint pour des valeurs comprises entre -10mV et
5mV (Sharp et al., 2006a) ou plus élevees lors de la coagulation par entrainement.

Déstabilisation/
Neutralisation de
charge

Adsorption

@ Hydroxyde
métallique

Si limite de solubilité atteinte :
coagulation par entrainement

(Sweep coagulation)
Potentiel Zéta > 0 car surdosage
Produit o Hydroxyde
d’hydrolyse z métallique

\ Si limite de solubilité non
atteinte : complexe soluble meretiase
Figure 13: Mécanismes possibles d'élimination de la MON par coagulation-floculation (d'apres Jarvis et
al., (2004) et Matilainen et al., (2010))

Complexation Piégeage

Hydroxyde
métallique

1V. Conclusions et objectifs de I’étude

Cette synthése bibliographique a permis de mettre I’accent sur 1’enjeu que représentent
les phénomeénes d’eutrophisation associés aux blooms de cyanobactéries et d’algues et de
soulever un certain nombre d'interrogations ou de données manquantes dans la littérature. Elle
a également permis de montrer le caractére complexe de la dynamique de ces phénomeénes
ainsi que la nécessité d’étudier les caractéristiques des composés organiques produits par les
blooms, qui sont encore mal connues, afin de déterminer leurs impacts sur le milieu aquatique
et de mieux appréhender leurs conséquences sur les filiéres de production d’eau potable.

Cette étude a ainsi pour objectifs de caractériser les apports en matiere organique
générés par les blooms pour comprendre et évaluer les effets de cet apport sur les
caractéristiques de la MON et ensuite déterminer les impacts de ces modifications sur I'étape
de coagulation-floculation. Ce travail vise également a identifier des parameétres physico-
chimiques indicateurs des risques de prolifération algale ou cyanobactérienne pour améliorer
la compréhension des mécanismes d’apparition et de développement du phénoméne.
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PARTIE 2. MATERIELS & METHODES

I. Méthodologie

Le travail effectué au cours de cette these s'articule en trois parties (Figure 14). La
premiere partie a permis de mettre en place, dans un premier temps, un protocole de culture
en laboratoire adapté au développement rapide et massif d'algues et de cyanobactéries et
permettant la quantification et la caractérisation de la Matiére Organique Algale (MOA)
générée au cours de leur croissance. Dans un deuxiéme temps, I'évolution des caractéristiques
de cette MOA a été déterminée tout au long du cycle de vie des espéces étudiées - une algue,
Euglena gracilis, et une cyanobactérie, Microcystis aeruginosa - par fractionnement selon le
caractére hydrophobe et détermination de l'indice SUVA. Dans un troisieme temps, des
fractions de MOA ont été extraites au début de la phase de croissance stationnaire et de déclin
avancé (apres 16 mois de culture), lyophilisees et caractérisees a l'aide de techniques
analytiques plus poussees telles que le fractionnement selon le Poids Moléculaire Apparent
(PMA) par ultrafiltration et la spectroscopie de fluorescence 3D. Cette étude a ainsi permis de
déterminer des caractéristiques propres a la MOA et dévaluer les impacts des processus
d'’humification sur ses propriétés, par comparaison avec la MON. Des éléments structuraux et
des caractéristiques communes avec la MON ont été mises en évidence via l'analyse, par
spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS), des fractions de MOA extraites au début de la
phase stationnaire.

La deuxiéme partie vise a déterminer les impacts des blooms algaux ou de
cyanobactéries sur les caractéristiques de la MON d'un étang eutrophe. Pour cela, une
comparaison entre la qualité de I'eau de I'étang eutrophe de Pigeard et celle de la riviere
alimentant cet étang (la Valette) a été effectuée par analyse de données issues d'un suivi d’une
période de 18 mois. Ces données incluent des paramétres physico-chimiques (parametres
globaux tels que : température, pH, conductivité, O, dissous ou potentiel d'oxydo-réduction;
données météorologiques dont température de [lair, pluviométrie ou ensoleillement ;
composition ionique des formes de l'azote et du phosphore), biologiques (détermination
qualitative et quantitative des populations d'algues et de cyanobactéries par cytométrie en
flux, mesure de la chlorophylle a et observations au microscope) et les caractéristiques de la
MON (SUVA, fractionnement selon le caractere hydrophobe).

La troisieme partie a pour objectif d'évaluer les impacts des phénomeénes de blooms
sur le procéde de coagulation floculation et notamment les conséquences des apports en MOA
sur I'élimination de la MON. Ce travail s'est effectué en trois étapes. La premiere étape visait
a évaluer les performances du procédé sur I'élimination des populations d'algues (E. gracilis)
et de cyanobactéries (M. aeruginosa et Planktothrix agardhii) ainsi que de la MOA générée
au cours de leur croissance, par traitement de cultures en laboratoire. La deuxiéme étape a
consisté a comparer la réactivité globale, a différentes saisons, d'échantillons issus d'une
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ressource eutrophe (l'étang de Pigeard) et d'une ressource non impactée (la riviere Glane).
Enfin, la derniére étape a spécifiguement évalué la réactivité de fractions de MO extraites
d'origines diverses par coagulation-floculation d'eaux synthétiques.
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Figure 14: Synthese des méthodes expérimentales suivies au cours de la thése
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I1. Cultures d'algues et de cyanobactéries en laboratoire

I11.1. Souches cultivées

Les souches d'algues (Euglena gracilis) et de cyanobactéries (Microcystis aeruginosa
et Planktothrix agardhii) étudiées au cours de cette thése sont non axéniques et ne produisent
pas de toxines. Elles ont été fournies par le Muséum National d'Histoires Naturelles & Paris,
unité Ecosystemes et Interactions Toxiques (département "Régulation, Développement et
Diversité Moléculaire™). Le Tableau XVI présente les caractéristiques propres a chaque

espece.

Tableau XVI : Caractéristiques des especes d'algues et de cyanobactéries cultivées en laboratoire

Eualena aracilis Microcystis Planktothrix
g g aeruginosa agardhii
Espéce a8 @ & o
Famille Algue Cyanobactérie Cyanobactérie
Cylindrique Filaments pouvant
Taille/forme (déformable) Spheérique atteindre plusieurs

30-55 pum de long

3-8 um de diamétre

centaines de um de

8-10 um de large long
Unicellulaire,
Organisation structurelle Unicellulaire formation de Filamenteuse
colonies
Mobilité Flagelle Vésicules de gaz Vésicules de gaz
Mixotrophe,
Consommation Photo-autotrophe Photo-autotrophe
d'azote sous forme | Non fixatrice de N, | Non fixatrice de N,
Métabolisme NH4" uniquement, Ne forme pas de Ne forme pas de
Nécessite cellules de cellules de
vitamines B1 et résistance résistance
B12
Conditions pH 2.5/ 69 6-9
optimales Lum|,n03|te élevee élevee faible
Tempeérature 23-30°C 23-35°C 15-20°C

11.2. Préparation du milieu de culture

Le milieu de culture utilisé est un Chu 10 modifié. Sa composition (Tableau XVII) est
adaptée de celle utilisée par Hadjoudja et al., (2009) et permet une croissance reproductible et
rapide des algues et cyanobactéries. Cependant, quelques modifications ont été apportées afin
de tenir compte des contraintes spécifiques liées a ce travail et du métabolisme des especes
étudiées. En effet, afin de pouvoir quantifier avec le plus de précision possible la MOA
produite par le phytoplancton, le milieu initial doit avoir la plus faible concentration possible
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en carbone organique, pour ne pas perturber les mesures. Des molécules organiques telles que
le MOPS (acide 3-(N-morpholino) propane sulfonique) ne peuvent pas étre utilisées pour
tamponner le pH. Un tampon phosphate a ainsi ete utilisé pour fixer le pH initial du milieu a
7,4 £ 0,1. De plus, les nitrates ont été remplacés par des ions ammonium dans le cas d'E.
gracilis. Cependant leur consommation au cours de la croissance des algues entraine une forte
baisse du pH, qui peut atteindre des valeurs proches de 2 en fin de croissance, ce qui n'est pas
représentatif des valeurs rencontrées dans le milieu naturel. Une régulation du pH & 6,5 + 0,1
a ainsi été effectuée au cours de la phase de croissance exponentielle d'E. gracilis, a l'aide de
NaOH a 0,1M. Dans le cas des cyanobactéries, la consommation des nitrates et la
photosynthése entrainent une augmentation du pH qui reste compris entre 7,4 et 9,
caracteéristique des milieux naturels eutrophes. Le pH n'a donc pas été régulé dans le cas de
cultures de M. aeruginosa et P. agardhii. Des vitamines B1 et B12 ont également été ajoutées
pour permettre le développement d'E. gracilis.

Tableau XVII : Composition du milieu de culture utilisé

Produit Co?rz%r?t[iglon Apport en COD (pi?.l;:e[]fs;;;o)
Macronutriments
K,HPO, 5,00x10™ VWR Prolabo
KH,PO, 5,00x10™ VWR Prolabo
NH,CI (E.gracilis) 1,73x10° Fluka
ou NaNOj (cyanobactéries) 1,73x10°
MgSO,, 7H,0 1,03x10" Fluka
CaCl,,2H,0 2,16x10™ Chem-Lab
Na,COs 1,89x10™ VWR Prolabo
Micronutriments
H3BO; 4,63x10™ Acros Organics
MnCly,4H,0 9,10x10° Sigma
Na;Mo0O,,2H,0 1,60x10° Sigma
CoS0O,,7H,0 2,00x10”" Acros Organics
ZnS0,,7H,0 8,00x10”" VWR Prolabo
CuS04,5H,0 3,00x10”" VWR Prolabo
EDTANa;, 1,17x10” 1,4 mgC.L™ Chem-Lab
Fe(NO3)3,9H,0 1,16x10” Sigma-Aldrich
Vitamine B1 3,00x10° 0,4 mgC.L™ Sigma-Aldrich
Vitamine B12 7,40x10™" 6x10“ mgC.L™" Biochemika
Total 1,8 mgC.L™

Les cultures sont réalisées dans des Erlenmayers de 1L, remplis avec 500mL de milieu
de culture. Avant inoculation, les milieux de cultures sont stérilisés a l'autoclave (21min a
120°C sous 1 bar de pression). lls sont ensuite ensemencés, en conditions stériles, par
repiquage a partir d'une culture "meére" en phase de croissance exponentielle (dilution au
centiéme), pour éviter toute contamination et obtenir ainsi des cultures mono-spécifiques.
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11.3. Conditions de culture

Apres inoculation, les cultures d'E. gracilis et de M. aeruginosa sont placées dans une
enceinte thermostatée (Versatile environmental test chamber, SANYOQO) assurant une
alternance de cycles jour/nuit de 15h/9h, sous une intensité lumineuse de 30 pmol.photon.m"
25 (soit environ 2000 lux) et une température constante de 23 + 1°C. Ces conditions
permettent une croissance soutenue des algues et cyanobactéries (Hadjoudja et al., 2009) et
sont maintenues quelle que soit la durée de I'expérience (durée maximale 16 mois,
correspondant a la phase de déclin avancé). Compte tenu de leurs faibles besoins en intensité
lumineuse (une intensité de 30 pmol.photon.m™.s™ serait létale) et température, les cultures de
P. agardhii sont laissées a température et luminosité ambiante. Au cours de leur croissance,
les cultures sont agitées a la main quotidiennement.

I1.4. Suivi des populations phytoplanctoniques

Afin de déterminer les phases de croissance, un suivi quotidien de I'absorbance a
685nm est réalisé pour les cultures d'E. gracilis et a 750nm pour M. aeruginosa, a l'aide d'un
spectrophotometre UV-visible Shimadzu Pharmaspec 1700 a double faisceau (précision +
0,005). Des observations au microscope des cultures sont egalement effectuées
périodiquement afin de contrdler I'absence de contamination.

En parallele, un dénombrement des cellules est effectué par cytométrie en flux
(FACSCalibur Becton-Dickinson), en collaboration avec la société Métis Biotechnologies
(Limoges, France). Le cytometre est equipé d'un laser a l'argon émettant a une longueur
d'onde de 488nm et d'une diode émettant dans le rouge a une longueur d'onde de 635nm. Les
parametres pouvant étre déterminés par le cytometre sont donnés dans le Tableau XVIII.

Tableau XVIII : Parametres déterminés par cytométrie en flux

N Fluorescence
Parametre Aex Aem enregistrée
Taille/forme 488 nm 488 nm FSC .(dlﬁUSIOH,de la
lumiére dans l'axe)
_Granulosit,é, tail_le, 488 nm 488 nm SSC (réfrac?ion de la
index de réfraction lumiére a 90°)
ARN, ADN
(marquage au 455 nm 530 nm FL1
Sybergreen)
Phycoérythrine 488 nm 564-606nm FL2
Chlorophylle a 488 nm > 650 nm FL3
Phycocyanine 635 nm 660 nm FL4

Le dénombrement des cellules d'algues et de cyanobactéries est basé sur les propriétés
d'auto-fluorescence des pigments photosynthétiques contenus dans ces derniéres. De plus, le
contenu en pigments des cellules varie selon les espéces, permettant de distinguer les
populations les unes des autres. Les algues sont généralement plus riches en chlorophylle que
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les cyanobactéries, qui sont, quant a elles plus riches en pigments accessoires tels que la
phycocyanine et la phycoérythrine. Une combinaison des paramétres FL2-FL3 ou FL2-FL4
permet ainsi de distinguer facilement les populations d'algues (y compris les diatomées) des
cyanobactéries. Le nombre de cellules est déterminé par I'appareil a partir de fenétres définies
par l'utilisateur. L'analyse est effectuée sur les échantillons non filtrés (30uL sont injectés par
I'appareil), dans les heures suivant le preléevement. Pour chaque échantillon, des dilutions
décimales en cascade a l'aide d'un tampon phosphate salin (PBS) sont réalisées pour veérifier
la linéarité de l'appareil. La calibration est vérifiée avant chaque utilisation a I'aide de billes
fluorescentes de 6um (Kit CaliBRITE contenant différents types de billes fluorescant a
différentes longueurs d'onde : FITC, PE et PerCP).

I11. Suivi des caractéristigues de la MO

Un suivi des caractéristiques de la MOA au cours des différentes phases de croissance
a eté effectué. Ce travail a fait I'objet de I'Article 1 et de la premiere partie de I'Article 2. Ce
suivi a ete réalise sur des cultures d'E. gracilis et de M. aeruginosa. Pour chacune des especes,
20 Erlenmayers ont été inoculés en méme temps, en conditions stériles. Deux d'entre eux ont
été sacrifiés périodiquement afin de déterminer la densité cellulaire et la durée des phases de
croissance (mesure d'absorbance et cytométrie en flux, voir Partie 2, 11.4. ). Cependant, les
souches étudiées étant non axeniques, les bactéries initialement présentes dans I'inoculum sont
susceptibles de se développer. De plus, sur le long terme, les conditions stériles ne sont plus
assurées et il y a donc potentiellement présence d'une flore microbienne génératrice de MO.
Les caractéristiques de la MOA ainsi que la quantité produite ont également été analysées, par
mesure du COD, fractionnement selon le caractéere hydrophobe et détermination de I'indice
SUVA. Les analyses sont ainsi effectuées en duplicats sur des échantillons provenant de
cultures séparées. La fréquence des analyses est fixée a une par semaine pour les premieres
phases de croissance (phases de latence et exponentielle ainsi que le début de la phase
stationnaire) ou le systéme évolue rapidement, puis elle est diminuée, car le systeme évolue
moins vite. Ce suivi est effectué sur une période de 16 mois afin de pouvoir également
déterminer I'impact des processus d'humification sur les caractéristiques de la MOA, apres la
mort des cellules. Les mémes protocoles expérimentaux sont appliqués sur la MO issue du
milieu naturel.

I11.1.1. Quantification de la MO : mesure du Carbone Organique Dissous
(COoD)

La matiere organique est quantifiée par mesure du COD aprés filtration de
I'échantillon a 0.45um, a l'aide d'un COT-meétre Shimadzu TOC-L (précision £ 2%, limite de
détection 50 pgC.L™). La mesure est effectuée aprés acidification avec HCI 1M et bullage a
l'air synthétique de qualité 5.0 pendant 3min, afin de faire dégazer le carbone inorganique.
L'échantillon est alors injecté dans un four a 720°C et le CO; produit par la combustion de la
MO est ensuite quantifié par mesure IR. La mesure est effectuée en duplicats.
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111.1.2. Détermination de lI'indice SUVA

L'indice SUVA est calculé grace a I'Equation 3. L'absorbance UV a 254 nm est
mesurée a l'aide d'un spectrophotométre UV-visible Shimadzu Pharmaspec 1700 (précision +
0,005), muni de cuves en quartz de trajet optique 1 cm. La mesure du COD est détaillée dans
la Partie 2, 111.1.1.

Equation 3: Calcul de I'indice SUVA

AbsUV 254nm
COD
Avec SUVA : indice SUVA (exprimé en L.cm™.gC™)
Abs UV 254nm : I'absorbance UV mesurée a 254nm (cm™)
COD : Carbone Organique Dissous de I'échantillon (mgC.L™)

SUVA =1000x

111.1.3. Fractionnement selon le caractere hydrophobe

Le fractionnement sur résines permet de séparer les molécules organiques en familles
de composes selon leur caractére hydrophobe. Dans un premier temps, les cellules et débris
cellulaires sont séparés du milieu de culture par centrifugation a 6000g pendant 20min a 4°C,
le surnageant étant ensuite filtré sur filtres en nitrate de cellulose de seuil de coupure 0,45um.
Cette premiére étape n'est pas réalisée dans le cas d'échantillons d'eau naturelle car ceux-ci
sont moins chargés en particules en suspension et se filtrent donc bien plus aisément. Le
protocole de fractionnement utilisé (illustré par la Figure 15) est adapte de celui proposé par
Aiken et al., (1992) et Malcolm et MacCarthy, (1992). Il permet de séparer les molécules
organiques en quatre fractions : les AH, les composes hydrophobes (HPO), les composés
transphiliques (TPH) et les composés hydrophiles (HPI). Les AH sont séparés par
précipitation apres acidification a pH 2 avec HCI a 37% et filtration a 0,45um. 306 mL
d'échantillon acidifié et filtré sont ensuite passés & un débit de 50mL.h™ & l'aide d'une pompe
péristaltique sur deux colonnes montées en série, en acier inoxydable, contenant
respectivement 5mL de résine DAX-8 et 5mL de résine XAD-4. Les valeurs du facteur de
capacité k' les plus fréguemment appliquées pour les eaux du milieu naturel sont 50 et 100.
Labanowski et Feuillade, (2011) ont préconisé I'emploi d'un faible k' pour les échantillons
riches en composes hydrophiles, ainsi, pour cette étude, le k' utilisé est fixé a 50. Le volume
d'échantillon est relié au volume de résine par I'Equation 4. Du fait de leur présence limitée
(<3%) les AH n'ont pas été pris en compte dans ce travail. Les HPO sont retenus sur D AX-8,
les TPH sur XAD-4 et les HPI ne sont pas retenus sur résines. La résine DAX-8 est de nature
acrylique et présente une légere polarité tandis que la résine XAD-4 est de type styréne-
divinylbenzéne et non polaire. Toutes deux se présentent sous la forme de billes de polymere
macroporeux non chargé et nécessitent un conditionnement au méthanol suivi d'un rincage a
I'eau distillée & pH 2 jusqu'a ce que le COD de I'eau de rincage soit inférieur & 0.2mgC.L™.
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Echantillonbrut — Filtration 0,45pum @

Echantillon —> Acidification . Précipitation __ Filtration @ ACIDES
filtré 0,45um pH<2 Décantation 0,45um UMIQUES

Echantillon acidifié
et filtré 0,45um

DAX-8 ﬁ
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Figure 15 : Principe de séparation des acides humiques et fractionnement de la matiere organique selon

son caractére hydrophobe

Equation 4: Détermination du volume d'échantillon a faire passer sur la résine
Vi =2xV, x(1+Kk'")

Avec Vech : le volume d'échantillon (mL)
Vo : le volume mort de la colonne de résine (60% du volume du lit) (mL)
k' : le facteur de capacité

La proportion de chacune des fractions est déterminee par mesure du COD en entrée et
en sortie de chaque colonne et calculée par différence, a l'aide des formules suivantes
(Equation 5, Equation 6, Equation 7) :

Equation 5: Calcul du pourcentage de HPO
COD, —CODp,y ¢
COD,

%HPO =100x

Equation 6: Calcul du pourcentage de TPH

COD DAX -8 COD XAD—-4
COD.

%TPH =100x

Equation 7: Calcul du pourcentage de HPI

D
96HPI =100x ZO0Dx0-¢

Avec COD; : COD initial avant passage sur résine
CODpax-s: COD aprés DAX-8
CODxap-4: COD apres XAD-4
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Un fractionnement du milieu de culture a également été réalise. LEDTA (1,4 mgC/L)
initaialement présent au sein du milieu est alors retrouvé dans la fraction HPI, tandis que les
vitamines B1 (0,4 mgC/L) et B12 (négligeable, <0.1 mgC/L) sont retrouvées dans la fraction
TPH. Le devenir de ces composés n'étant pas connu au cours de la croissance du
phytoplancton, ces valeurs n'ont pas été soustraites pour les calculs et ne sont donc pas
négligeables lors des premieres phases de croissance (latence et exponentielle) par rapport a la
production de MOA (< 10 mgC/L).

Des fractions de MO sont également extraites a partir des cultures d'algues et de
cyanobactéries en laboratoire ainsi que d'échantillons d'eau du milieu naturel. L'extraction
repose sur le méme principe que celui du fractionnement selon le caractere hydrophobe. Lors
de I'extraction de MO, le volume de résine & introduire dans la colonne est conditionné par le
volume d'échantillon récupéré, selon la formule (Equation 8) :

Equation 8: Détermination du volume de résine pour I'extraction de MO

Véchanti llon

Vrésine =
2x0.6x(1+k")

Avec Vigine - le volume de résine (mL)
Vechantilion 1€ Volume d'échantillon (mL)
k' : le facteur de capacité

Avant désorption des fractions HPO et TPH, les résines sont rincées a I'acide formique
a pH 2 afin d'éliminer les ions. Un test au nitrate d'argent permet de controler I'efficacité du
rincage. Les fractions HPO et TPH sont ensuite désorbées a l'aide d'un mélange acétonitrile-
eau (75%-25% V/V) injecté a 25mL.h™". Une évaporation sous vide réduit grace a un
évaporateur rotatif (Rotavap modele Heidolph WB 2000) permet ensuite de concentrer les
fractions obtenues et d'éliminer les résidus d'acetonitrile et d'acide formique. Les échantillons
sont répartis dans des ballons en verre et mis a congeler a -20°C a l'aide d'une cryo-chambre
rotative (Heto CBN 18-50) puis sont lyophilisés (lyophilisateur Heto Drywinner modéle 6-85-
1). Les fractions extraites sont récuperées sous forme de poudre et conservées pour une
utilisation ultérieure.

La fraction HPI n'étant pas retenue sur résine, elle est tres chargée en sels et nécessite
une purification délicate a mettre en ceuvre. Il existe des protocoles de purification de cette
fraction mais leur rendement reste faible (<30% dans la majorité des cas, selon Pernet-
Coudrier, 2008). De plus, l'utilisation de nombreux réactifs est susceptible de modifier la
structure des composés organiques. Aussi, ces protocoles n'ont pas été mis en place au cours
de cette these et les fractions HPI testées sont utilisées directement en solution, en présence
des ions.

1VV. Analyse par fractionnement de taille (ultrafiltration)

La distribution des Poids Moléculaires Apparents (PMA) des molécules constitutives
de MOA et de MON est déterminée par fractionnement de taille selon un protocole
d'ultrafiltration utilisé en mode diafiltration (Lagier et al., 2000 ; Labanowski et Feuillade,
2009). Les résultats de cette étude sont présentés dans I'Article 2. Les molécules sont séparées
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selon leur PMA en 5 fractions : 0,45 pm-0,2 pum; 0,2 um-30 kDa; 30 kDa-3 kDa; 3 kDa-0,5
kDa et <0,5 kDa, par filtrations successives sur des membranes Amicon YM de seuils de
coupure 30kDa, 3kDa et 0,5kDa. Ces membranes sont constituees de cellulose régénerée, ont
des propriétés hydrophiles et une faible capacité d'adsorption. Les expérimentations sont
effectuées d'une part sur les échantillons non fractionnés (appelés "Total") et d'autre part sur
les différentes fractions HPO, TPH et HPI extraites de ces échantillons (Partie 2, 111.1.3.). Les
échantillons analysés sont issus de cultures d' E. gracilis et de M. aeruginosa en début de
phase stationnaire et en phase de déclin avancé aprés 16 mois de culture. Une comparaison
avec le milieu naturel est réalisée par analyse d'échantillons non fractionnés et de fractions
issus de I'étang de Pigeard (Hiver, milieu eutrophe), ainsi que de fractions AH (réf. 2S101H)
et AF (réf. 2S101F) fournies par I''HSS et provenant d'un milieu non eutrophe (Suwannee
River).

Le pH des échantillons est ajusté a 6,5 + 0,1 (a l'aide de NaOH a 4M et 0,1M ainsi que
HCI & 0,1M) avant analyse afin de préserver l'intégrité des membranes. La concentration des
échantillons est comprise entre 1,5 et 10 mgC.L™, selon leur origine, ce qui limite les
phénoménes de polarisation de concentration. Les échantillons préalablement filtrés a
0,45um, sont ensuite filtres a 0,2um sur filtres en nitrate de cellulose. La part de cette
premiére fraction de taille comprise entre 0,45um et 0,2um est déterminée par mesure du
COD avant et apreés filtration. Le protocole d'ultrafiltration utilisé est illustré par la Figure 16.
200mL déchantillon filtre & 0,2um sont introduits dans une cellule d'ultrafiltration frontale
Amicon a agitation magnétique, équipée d'une premiére membrane de seuil de coupure
30kDa. Avant utilisation, les membranes sont rincees abondamment a l'eau ultra-pure afin
d'éliminer la glycérine servant a protéger leur surface de la déshydratation. Les membranes
sont régénérées, selon les recommandations du fabriquant, des que [l'apparition d'une
coloration est constatée sur la surface. Le mode diafiltration consiste a garder le volume
d'échantillon constant dans la cellule en ajoutant une solution de nitrate de sodium a la méme
force ionique et au méme pH que I'échantillon analysé. La force ionique est calculée grace a
I'équation de Marion-Babcock (Equation 9, qui est valable tant que la force ionique reste
inférieure & 0,3 mol.L™), aprés avoir mesuré la conductivité électrique des solutions
(conductimeétre WTW LF 538 de précision + 0,5%).

Equation 9: Equation de Marion-Babcock
logl =1.159+1.009l0g »

Avec | : force ionique en mmol.L™
¥ : conductivité en mS.cm™

La solution de NaNO3 de méme force ionique | est préparée grace a I'Equation 10 qui
permet de déterminer la masse a peser.
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Equation 10 : Calcul de la force ionique en fonction de la concentration ionique de la solution

|=%Zcizi2

Avec | : force ionique en mol.L™
Ci : la concentration de I'ion i en mol.L™
Z; : la charge de l'ion i

200 mL
d’échantillon Ajout 100 mL NaNO,
filtré & 0.2um

Air comprimé

3 bars TJ

B

— 5 Rétentat (100 mL) :

mesure COD
L ] L ]
) ) ] Récupération
Fraction 1 Fraction 2 Fraction n 100 mL filirat -
\ Ccob Ccob cob | mesure COD
Y 3<n<5

Mélange : mesure COD

l

200 mL
d’échantillon
ultrafiltré

Air comprimé
3 bars

Figure 16: Protocole d'ultrafiltration utilisé en mode diafiltration

Une pression de 3 bars est appliquée avec de l'air comprimé afin de permettre le
passage de la solution au travers de la membrane. Dés que 100mL de filtrat sont récupérés
(Fraction 1), 100mL de solution de NaNOj3 sont introduits dans la cellule, I'échantillon est de
nouveau filtré sur la méme membrane et une deuxiéme fraction est alors récupérée. Ce
schéma est ainsi répété entre 3 et 5 fois selon la concentration initiale de I'échantillon. La
concentration en COD est déterminée dans chaque filtrat ainsi que dans le rétentat. Elle
décroit de facon exponentielle dans le filtrat a chaque itération. Il est alors possible de
modéliser cette fonction exponentielle décroissante et d'extrapoler les résultats a un nombre
infini d'itérations. La quantité totale de carbone pouvant traverser la membrane peut alors étre
déterminée en intégrant cette fonction. Les fractions récupérées (dont la teneur en COD n'est
pas négligeable) sont ensuite mélangées et le COD du mélange est mesuré. 200mL de ce
mélange sont introduits dans la cellule d'ultrafiltration équipée d'une membrane de seuil de
coupure inférieur. Ce protocole est répété pour les autres seuils de coupure et la répartition
des PMA peut ainsi étre évaluée. Dés que le COD est inférieur a 0,2 mgC.L™, le
fractionnement est arrété. Les fractionnements sont réalisés en duplicats.
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V. Analyse par spectroscopie de fluorescence 3D

Les résultats d'analyse des fractions de MO extraites par spectroscopie de fluorescence
3D sont présentés dans I'Article 3. Les échantillons analysés sont les mémes que ceux utilisés
pour le fractionnement de taille par ultrafiltration. Deux types d'échantillons sont donc testés :
les échantillons non fractionnés ("Total™) et chacune des fractions extraites sur résines XAD
(HPO, TPH et HPI, voir Partie 2, 111.1.3. ). Une comparaison est ainsi effectuée entre
composeés organiques d'origines différentes : MOA (cultures en laboratoire d'E. gracilis et de
M. aeruginosa, voir Partie 2, Il. ) et MON (Etang de Pigeard, Hiver). De plus, les propriétés
de MOA issues de cultures d'ages différents sont comparées a partir d'échantillons provenant
de cultures d'E. gracilis et M. aeruginosa en début de phase stationnaire et au cours de la
phase de déclin avancé (aprés 16 mois de culture), afin d'évaluer les impacts des processus
d'humification sur les caractéristiques de la MOA. Les impacts de l'eutrophisation sur les
caracteéristiques de la MON sont également évalués par analyse de fractions provenant d'une
part de I'étang eutrophe de Pigeard et d'autre part fournies par I'HSS (AH et AF de Suwannee
River).

Les analyses sont réalisees a température ambiante (environ 21°C) sur les échantillons
préalablement filtrés a 0,45um sur filtres en nitrate de cellulose, dont le pH a été ajusté a 6,5 +
0,1 et dont la concentration est comprise entre 1 et 5 mgC.L™, afin d'éviter les effets de filtre
interne ainsi que la saturation du detecteur. De plus, la force ionique des échantillons (dont la
conductivité est comprise entre 3 et 3700 ps.cm™, selon le type de fraction) n'a pas été
tamponnée dans la mesure ou Mobed et al., (1996) ont montré qu'une force ionique comprise
dans la gamme 0-1M KCI (10,2 S.m™ & 20°C) n‘avait pas d'effet significatif sur les spectres.
L'appareil utilisé est un spectrofluorimétre 3D Shimadzu RF-5301 PC équipé du logiciel
d'acquisition Panorama Fluorescence 2.1, et muni d'une cuve en quartz de trajet optique 1 cm.
La stabilité de I'appareil est Vvérifiée avant chaque série d'analyse en utilisant la fluorescence
due a la diffusion de Raman de I'eau ultra-pure. La variation de l'intensité de fluorescence
mesurée a Aex = 350 nm et Aem = 395 nm est inférieure a 2%. Les matrices d'excitation-
émission sont tracées en effectuant une série de scans dont la longueur d'onde d'excitation
varie de 220 a 500 nm par pas de 5nm et la longueur d'onde d'émission est comprise entre 250
et 600 nm, par pas de 1 nm. Deux indices de fluorescence, l'indice d’humification (HIX) et
I'indice de fluorescence (FI) (Zsolnay et al., 1999 ; McKnight et al., 2001) sont également
calculés avec les données collectées, selon I'Equation 1 et I'Equation 2 respectivement.

Equation 1 : Indice d"humification (HIX) (d'aprés Zsolnay et al., 1999)
480nm

I |Axemd/1em
HIX __ 435nm

T 345nm

j | send Aem

300nm
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Equation 2 : Indice de Fluorescence (FI) (d'apres McKnight et al., 2001)
|ﬂ,em = 450nm

Fl =

|/1em = 500nm

V1. Analyse par spectrométrie de masse (MALDI-TOF)

Une caractérisation avancée des structures et de la composition des fractions HPO et
TPH extraites de cultures d'E. gracilis et de M. aeruginosa en début de phase stationnaire
(Partie 2, 111.1.3. ) est effectuée par spectrométrie de masse (MALDI-TOF MS). Les
structures observées sont comparées avec celles de fractions de MON : AH (réf. 2S101H) et
AF (réf. 2S101F) issus de la Suwannee River. L'application de cette technique analytique a
des échantillons complexes tels que ceux de MON ou de MOA nécessite une optimisation
préalable (Partie 1, 11.2.1. ). Dans cette optique, ce travail s'est largement appuyé sur I'étude
menée par Mugo et Bottaro, (2004).

Les analyses sont effectuées grace a un spectromeétre de masse 4800 MALDI
TOF/TOF Analyzer (Applied Biosystems/MDS SCIEX), en collaboration avec l'unité de
pharmacologie (plateforme de spectrométrie de masse) de la faculté de meédecine et de
pharmacie de 1'Université de Limoges. L'appareil est équipé d'un laser de type ND:YAG (Aem
= 355nm, pulsation 3 a 7 ns) dont la puissance est réglable de 2000 a 5000 (unité arbitraire).
Le systeme est paramétré de la fagon suivante :

= mode d'ionisation : positif

= mode de détection : réflecteur

= gamme de masses analysées : 100 a 2000 m/z

= acquisition : 900 coups de laser, 30 sous-spectres et acquisition du spectre moyen

Pour chaque échantillon, les analyses sont réalisées en mode LDI (sans matrice) et en
mode MALDI (avec matrice). L'ensemble des conditions testées au cours de I'étude est donné
dans le Tableau XIX.

= Préparation des échantillons en LDI

Pour dissoudre les échantillons d’AF et d’AH issus de Suwannee river, différents
tampons de solubilisation ont été testés: un mélange ACN (Acétonitrile)-eau (1:1), un
mélange ACN-0,1% TFA (Acide trifluoroacétique) (7:3), une solution de NaOH a 0,036
mol.L™ et une solution de KOH & 0,036 mol.L™". L’optimisation a également porté sur la
concentration en échantillon : une solution a 1 mg/mL est préparée, puis les solutions a 0,1 ;
0,01 et 0,001 mg.mL™ sont réalisées par dilutions successives. Pour les fractions HPO et TPH
issues d'E. gracilis de M. aeruginosa, les tampons ACN-eau (1:1) et ACN-0,1%TFA (7:3)
sont testés, aux concentrations suivantes : 2,5; 1: 0,1 ; 0,01 et 0,001 mg.mL™. En effet, un
premier essai mené sur les AH avec NaOH et KOH comme tampons de solubilisation n'a pas
permis une bonne ionisation probablement due a la mauvaise cristallisation de I'échantillon
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(Figure 17). Les solutions de NaOH et KOH n'ont donc pas été retenues pour les essais sur les
autres fractions. L'optimisation a également porté sur la puissance du laser.

Figure 17: Vues a la caméra du MALDI-TOF des dépdts d’échantillons dans les différents tampons de
solubilisation sans matrice (a a d) et avec matrice (e a f)

a : AF/ACN-eau (1:1), b : AF/ACN-TFA (7:3), ¢ : AH/NaOH, d : AH/KOH
e : AF/ACN-eau(1:1)/DHB, f : AF/ACN-TFA(7:3)/DHB, g : AH/NaOH/DHB, h : AH/KOH/DHB

=  Préparation des échantillons en MALDI

Mugo et Bottaro (2004) ont testé différentes matrices pour étudier la MO de Suwannee
River. L'ionisation était la plus efficace avec la matrice DHB (acide 2,5-dihydroxybenzoique);
elle a donc été choisie pour cette étude. La concentration en matrice utilisée est fixée a 10
mg.mL™. Le DHB, qui provient d’un kit de matrice (DHB matrix kit, LaserBio Labs), est
repris dans un mélange ACN/TFA (3:7). Pour chaque concentration en échantillon, une
solution de meélange échantillon/matrice (1:1) est réalisee, et ainsi, différents ratios
analyte/matrice sont testés.

Tableau XIX: Récapitulatif des conditions expérimentales testées pour I'optimisation des spectres de

masse
- . Tampon de . Matrice Ratio Puissance
Origine Echantillons _p_ . Concentration .
solubilisation DHB | analyte/matrice | du laser
0,036 mol.L *
NaOH
AH 0,036 mol.L* 1;0,1;0,01 et 1:10; 1:100;
Suwannee KOH N IR
) 0,001 1:1000 3000;
River ACNfeau (I11) | ) et1:10000 | 4000 et
ACN/eau (1:1) g 10 ' 00 Oe
AF ACN/0.1%TFA mg.mL™* "
(7:3) (unité
HPO : arbitraire)
E. gracilis TPH ACN/eau (1:1) 2,5;1;0,1; 1:4; 1:10;
v HPO ACN/0.1%TFA | 0,0let 0,001 1:100; 1:1000
N (7:3) mg.mL™* et 1:10 000
aeruginosa TPH

Une fois les échantillons préparés, les mélanges sont déposés (1uL) sur la plaque
d'analyse (de type 384 Opti-TOF 123x81mm), qui est mise a sécher quelques minutes afin de
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permettre la cristallisation du mélange (méthode de dépdt par goutte séchée, préconisée par
Mugo & Bottaro, (2004) pour I'étude des SH car elle permet une meilleure ionisation que les
méthodes par évaporation rapide ou lente ou par couche superposée). La plaque est ensuite
chargée dans une chambre ou le vide est réalisé par la suite (5.107 torr). Avant analyse, la
calibration de l'appareil est vérifiée avec du DHB, dont la position des pics est connue
(904,486 ; 1296,685 ; 1570,677 ; 2093,087 ; 2465,199 et 3657,929 m/z).

La répétabilité de la méthode est vérifiée par acquisition de trois spectres sur un méme
spot d'échantillon, avec des conditions expérimentales identiques, sur une gamme de masses
de 700 a 1100 m/z. Les pics majoritaires et leurs intensités ont été regroupés dans le Tableau
XX.

Tableau XX: Pics de masse et intensités relatives correspondantes pour trois spectres acquis
successivement pour un méme spot (échantillon testé : TPH M. aeruginosa a 2,5mg/mL, tampon
solubilisation ACN/0.1%TFA 7:1, sans matrice)

Pics de masse m/z Ecart-type Intensité relative Ecart-type
spectre 1 | spectre 2 | spectre 3 % spectre 1 | spectre 2 | spectre 3 %
760,664 | 760,666 | 760,660 | 4,1E-04 8,03 7,38 6,37 11,5
793,313 | 793,315 | 793,309 | 4,4E-04 7,46 7,07 5,42 16,3
851,344 | 851,342 | 851,341 | 1,7E-04 8,71 8,75 6,67 14,8
893,394 | 893,394 | 893,391 | 2,0E-04 6,74 6,69 5,15 14,6
909,374 | 909,373 | 909,373 | 1,0E-04 9,87 9,77 8,4 8,8
951,429 | 951,428 | 951,423 | 3,5E-04 7,9 6,6 6,23 12,7
967,408 | 967,402 | 967,404 | 3,4E-04 10,73 9,96 8,68 10,6
1009,465 | 1009,459 | 1009,458 | 3,7E-04 7,13 6,21 5,57 12,4
1025,442 | 1025,440 | 1025,438| 2,1E-04 9,34 8,97 8,34 5,7
1083,479|1083,470|1083,474| 4,3E-04 8,35 7,7 7,1 8,1

En termes de position de pic, I’écart-type calculé pour chaque série est trés faible
(inférieur & 5.10™ %). Donc les pics de masse pour un m/z donné sont toujours présents et ne
sont pas décalés, ce qui montre que la technique est répétable. Cependant en termes
d’intensité, il est observé une variabilité trés importante. Ceci s’explique par le fait qu’en
spottant plusieurs fois au méme endroit avec le laser, la quantit¢ d’échantillon s’épuise
rapidement, d’ou une diminution de I’intensité. En revanche, en s’intéressant aux intensités
relatives, ¢’est-a-dire aux intensités rapportées a celle du pic majoritaire, il peut étre noté une
bonne repétabilité dun spectre a ’autre (écart-type inférieur a 16% d'apres le Tableau XX).
Ceci indique que la relation entre les pics, et donc la caractérisation structurale, reste fiable
d’une série a une autre.

L'interprétation des spectres de masses obtenus pour chacune des fractions de matiere
organique fait l'objet de I'Article 4. Cette interprétation est réalisée uniquement sur les
spectres optimisés, c'est-a-dire présentant un maximum de pics aux meilleures intensités et
résolutions possibles et permettant donc d'établir la meilleure caractérisation structurale. Le
Tableau XXI présente les conditions expérimentales optimales pour chaque échantillon
analyse en LDI et le Tableau XXII, celles des échantillons analysés en MALDI.
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Tableau XXI: Conditions expérimentales optimales pour chaque échantillon analysé en LDI

Puissance laser

Echantillon Tam_p_on FIe Concentration
solubilisation
AH Suwannee River ACN-water (1:1) 0,1 mg.mL™*
AF Suwannee River | ACN-0,1%TFA (7:3) 0,001 mg.mL™
HPO E. gracilis 0,01 mg.mL™
TPH E. gracilis 0,1 mg.mL™
HPO M. agruginosa ACN-eau (1:1) ’ .
2,5 mg.mL"

TPH M. aeruginosa

4000 (unité
arbitraire)

Tableau XXII: Conditions expérimentales optimales pour chaque échantillon analysé en MALDI (matrice
DHB a 10mg.mL™)

Echantillon Tam_p_on (.je Concentration Ratio . Puissance
solubilisation analyte/matrice laser
AH Suwannee | o water (1:1) 1 mg.mL™ 1:10
River
AF Suwannee ACN-0,1%TFA 1 ]
River (7:3) 1 mg.mL 1:10
HPO E. gracilis 1 ] 5000 (unité
TPH E. gracilis 0,001 mg.mL 1:10000 arbitraire)
a;E;)inl\c/Jléa ACN-eau (1:1)
-1 .
TPH M. 2,5 mg.mL 1:4
aeruginosa

VII. Suivi in-situ sur le site de I'étang de Pigeard

L'objectif de cette partie est de determiner I'impact des proliférations d'algues et de
cyanobactéries sur les caractéristiques de la MON, directement a I'échelle du site. Pour cela,
un suivi comparatif de I'évolution de parametres bio-physico-chimiques est réalisé sur deux
ressources en eaux dont le fonctionnement est différent. Le choix du site d'étude s'est porté
sur I'étang de Pigeard, qui a été identifié grace a une étude préalable (Antoine et al., 2009)
menée par le Syndicat d’Aménagement du Bassin de la Vienne (SABV) comme vecteur
récurrent de cyanobactéries sur le bassin versant de la Valette, puis sur celui de la Glane.

VII.1. Présentation du site d'étude et stratégie d'échantillonnage

Le site de I'étang de Pigeard est situé a 5km de Nieul, soit a environ 20 km au Nord-
Ouest de Limoges (87). L'étang est alimenté par la Valette, un affluent de la Glane. En amont
de I'étang, lI'occupation des sols est dominée par l'agriculture (surfaces agricoles dicontinues et
prairies, Figure 18). Les caractéristiques du bassin versant de I'étang de Pigeard sont
présentées dans le Tableau XXIII.
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Figure 18 : Occupation des sols sur le bassin versant de la Valette (données Corine Land Cover 2006,
accessible sur http://www.geoportail.gouv.fr).

Tableau XXIII : Caractéristiques du bassin versant de I'étang de Pigeard

Surface 697 ha
Plus long chemin de l'eau (Lce) | 4,470 km
Pente 0,021 m/m
Module 13,1 L/s
Coefficient de ruisellement 0,15
Q100 7,25 m°/s

L'étang de Pigeard est un étang artificiel privé et peu profond (la profondeur maximale
est d'environ 2 m 30, pour une surface denviron 3,2 ha), dont les coordonnées GPS sont :
latitude 45°54°N et longitude 1°11°E. Des activités de péche (loisirs) sont pratiquées sur
I'étang qui est chaulé une fois par an. Trois points de prélevement ont été définis sur le site de
I'étang de Pigeard (Figure 19). Le premier est situé sur la Valette, une riviere non soumise a
des proliférations algales, juste avant qu'elle ne se jette dans I'étang. A ce point de
prélevement, la riviére fait environ 30 cm de profondeur pour 40 cm de large. Les deux autres
points de prélevement sont situés dans I'étang, au niveau ou la profondeur de la colonne d'eau
est maximale. Pour une méme colonne d'eau, les échantillons sont prélevés en surface, a
environ 30 cm de profondeur et au fond, a environ 20-50 cm au dessus des sédiments.
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Figure 19 : a) Localisation des points de prélevement (Etang de Pigeard et la Valette) sur le site d'étude ;
b) Vue aérienne du site de I'étang de Pigeard.

Chaque point de prélevement est équipé d'une sonde multi-parametres MS5 (OTT)
permettant d'enregistrer, a une frequence d'une mesure par heure, les paramétres globaux de
qualité de l'eau (température, pH, conductivité, O, dissous et potentiel d'oxydo-réduction,
Tableau XXIV). Cependant, I'étang n'est pas assez profond pour observer une stratification
thermique et la zone d'anoxie est limitée a une hauteur denviron 30 cm au dessus des
sédiments, si bien que les résultats des analyses sont tres proches pour les deux points de
prélevement situés sur I'étang. L'Article 5 présente les résultats de I'étude qui prend en compte
les points de prélevement situés sur la Valette et en surface de I'étang.

Le suivi a été mis en place sur une période de 18 mois, de Janvier 2012 a Juillet 2013.
Les prélevements sont effectués a une frequence d'un par mois en l'absence de développement
phytoplanctonique marqué (de décembre a mars) et d'un tous les quinze jours en période de
développement d'algues ou de cyanobactéries (d'avril & novembre). Les prélevements sont
réalisés en matinée, entre 9h et 11h. Les échantillons sont collectés dans des bidons de 6L en
polyéthylene préalablement nettoyes a l'acide et soigneusement rincés a l'eau ultra-pure. Une
fois prélevés, les échantillons d'eau sont ramenés dans I'heure au laboratoire pour analyse et
sont ensuite conservés a 4°C et a l'obscurite.

VI1.2. Analyses effectuées

Afin de pouvoir comprendre la dynamique de fonctionnement de I'étang et de mettre
en relation les caractéristiques de la matiére organique avec le développement des algues ou
cyanobactéries, un certain nombre de paramétres bio-physico-chimiques ont été suivis
(Tableau XXIV). La bibliographie a permis d'établir les parametres favorables a la
prolifération du phytoplancton tels que les conditions climatiques ou la quantité de nutriments
disponibles. De plus, les blooms peuvent également étre suivis au travers de leurs
conséquences sur la qualité de I'eau, notamment au niveau des variations de pH, d'oxygene
dissous ou encore via la production de matiére organique. Le Tableau XXIV présente une

synthese des parametres mesurés au cours de ce suivi.
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Tableau XXIV: Synthése des paraméetres analysés au cours du suivi réalisé sur le site de I'étang de Pigeard

Paramétres

Matériel/méthode utilisé(e) Précision

Réplicats \ Préparation échantillon

Conditions
météorologiques

Température de l'air

Ensoleillement (durée, intensité)

Pluviométrie

Vent (force, direction)

Données Météo France

(Station de Limoges Bellegarde située a environ 3 km du site d'étude)

www. meteofrance.com

Température de I'eau +0,10°C In-situ, brut
pH + 0,2 In-situ, brut
. Conductivité Sonde multi-paramétres MS5 (OTT) +0,001 mS.cm™ 1 In-situ, brut
Parametres - 1 -
0, dissous +0,2mg.L In-situ, brut
globaux X i
Potentiel redox 20 mV In-situ, brut
Turbidité Turbidimétre Turb 550 IR + 2% 3 Brut
Matiéres en suspension (MES/MVS) Norme NF EN 872 T90-105 - 3 1,2 um, fibres de verre
. Module TNM-L 0,45 pm, nitrate de
+ 30,
e . Azote total dissous (TDN) COT-metre Shimadzu TOC-L +3% 2 cellulose
Quantification ;
éléments nutritifs lons majeurs
Mg®*, Ca®*, Na*, K et NH," Chromatographie ionique Dionex DX-120 + 5% 1 0,2 um, nylon
CI, SO,%, NO3, NO; et PO*
Dénombrement cellules d'algues et Cytométre en flux FACSCalibur (Becton-
L. s . + 4% 1 Brut
. de cyanobactéries Dickinson) Partie 2, 11.4.
Suivi des 0,8 um, acétate de
populations Chlorophylle a Norme NF T 90-117 - 3 ' ucel1lulose
hytoplanctoniques
prytop q Identification des populations Fixation au lugol (1% v/v), Microscope ] 1 Brut
majoritaires Olympus CX31 (x100)
COD COT-metre Shimadzu TOC-L, Partie 2, 111.1.1. + 2% 2
A Fractionnement selon le caractére Résines DAX-8/XAD-4
uantification et g " .
Q . hydrophobe COT-metre Shimadzu TOC-L (Partie 2, 111.1.3. +3% 2 0,45 pm, nitrate de
caractérisation de Spectrophotométre Shimadzu Pharmaspec cellulose
MO Absorbance UV 254 nm 1700, cuves en quartz trajet optique 1cm +0,005 2
Indice SUVA Weishaar et al., (2003) (Partie 2, 111.1.2.) - 2
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= Parametres météorologiques

Les données méteorologiques (température de l'air, ensoleillement, précipitations,
vent), mesurées au niveau de la station de Limoges Bellegarde (3km du site d'étude), sont
fournies par Météo France (www. meteofrance.com).

= Parametres globaux

Les paramétres globaux - température (+ 0,10°C), pH (x 0,2), conductivité (£ 0,001
mS.cm™), potentiel d'oxydo-réduction (+ 20 mV) et oxygéne dissous (+ 0,2 mg.L™?) -
permettent d'estimer la qualité d'ensemble de I'eau. Ils sont mesurés in-situ grace a une sonde
multi-parameétres MS5 (OTT), assurant un enregistrement des données a une fréquence d'une
mesure par heure.

La mesure de la turbidité permet d'estimer la transparence de I'eau : plus la turbidité de
l'eau est élevée et mois la lumiére est disponible pour les organismes photosynthétiques.
L'analyse est effectuée en triplicats des le retour au laboratoire, sur les échantillons non filtres,
a l'aide d'un turbidimetre Turb IR 550 (précision + 2%).

La mesure des Matieres En Suspension (MES) est effectuée dés le retour au
laboratoire, selon la Norme NF EN 872 T90-105. Cette mesure permet d'estimer l'influence
relative des apports sous forme particulaire en provenance du bassin versant par rapport a la
production autochtone. L'analyse est réalisée en triplicats. Les échantillons sont filtrés sur
membranes en fibres de verre de seuil de coupure 1,2um, préalablement rincés a I'eau ultra-
pure, séchés a 105°C et pesés. Le filtre est mis a I'étuve a 105°C jusqu'a stabilisation de la
masse. La pesée aprés séchage permet de déterminer la teneur en MES (Equation 11).

Le filtre est ensuite mis au four a 550°C pendant 2h pour calcination, puis il est mis a
refroidir et sa pesée permet de déterminer la teneur en Matieres Minérales en Suspension
(MMS) (Equation 12). La teneur en Matiéres Volatiles en Suspension (MVS), assimilables a
la matiére organique, est alors estimée par différence avec les MES (Equation 13).

Equation 11 : Calcul des MES

MES = M105 -M filtre

filtré

Equation 12: Calcul des MMS

M 50 M filtre

MMS = —>
filtré

Equation 13 : Calcul des MVS

M,, - M
MVS = MES — MMS = —105 — 7550

filtré

Avec MES la concentration en MES (mg.L™)

MVS la concentration en MVS (mg.L™)

MMS la concentration en MMS (mg.L™)

Msos la masse du filtre apreés filtration et passage a I'étuve a 105°C (mg)
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Msso la masse du filtre aprés calcination a 550°C (mg)
Msiire la masse initiale du filtre sec (mg)
Viiire le volume d'échantillon filtré (L)

= Quantification des éléments nutritifs

L'azote et le phosphore sont les deux éléments majeurs pouvant limiter la croissance
du phytoplancton. lls sont immédiatement biodisponibles sous la forme ionique.

L'azote total dissous (TDN) est quantifié sur les échantillons filtrés a 0,45um a l'aide
du module TNM-L (précision + 3%, limite de détection 20 pugN.L™) équipant le COT-métre
Shimadzu TOC-L. La combustion des échantillons dans un four a 720°C, catalysée en
présence de platine conduit a la formation d'oxyde d'azote. L'oxydation par ozonation du NO
précédemment formé permet de produire du NO,, quantifié par chimiluminescence. Les
analyses sont effectuées en duplicats. L'azote total dissous comprend les formes ioniques de
l'azote (NOs", NO, NH,4*, dosées par chromatographie ionique) ainsi que l'azote organique,
qui peut ainsi étre déterminé par différence.

Les cations (Mg?*, Ca?*, Na*, K" et NH,") et anions (CI', SO,%, NO3, NO, et PO,*)
majeurs sont quantifiés par chromatographie ionique Dionex DX-120, aprés filtration sur
membranes en nylon de seuil de coupure 0,2um. Les colonnes lon Pac® AG9-HC (pré-
colonne) et lon Pac® AS9-HC sont utilisées pour l'analyse des anions et les colonnes lon
Pac® CG12 (pré-colonne) et lon Pac® CS12 pour l'analyse des cations. Les limites de
détection (LD) et de quantification (LQ) sont données dans le Tableau XXV.

Tableau XXV : Limites de détection (LD) et de quantification (LQ) des ions dosés par chromatographie
ionique

(mg/L) | CI S0,2 | NO; | NO, | PO | Mg™ | Ca* Na* K* NH,"

LD 0,15 0,02 0,14 0,02 0,15 0,08 0,08 0,03 0,05 0,10

LQ 0,50 0,08 0,45 0,08 0,50 0,25 0,25 0,10 0,15 0,33

= Suivi des populations phytoplanctoniques

Les analyses sur le phytoplancton sont réalisées le plus rapidement possible aprés le
retour au laboratoire, dans les 12-24h suivant le prélevement. L'évolution des populations
d'algues et de cyanobactéries est suivie, d'un point de vue quantitatif, grace a un
dénombrement des cellules par cytométrie en flux (Partie 2, I1.4.) ainsi que par détermination
de la concentration en chlorophylle a.

La chlorophylle a (Chl a) est quantifiée selon la norme NF T 90-117. L'échantillon est
filtré sur filtre en acétate de cellulose de seuil de coupure 0,8um. Le filtre est ensuite dissout
dans de l'acétone a 90% (v/v) afin d'extraire les pigments contenus dans les cellules. Ces
extraits sont alors centrifugés a 3500g pendant 10min afin de séparer les particules en
suspension. Un blanc est réalisé par dissolution d'un filtre en acétate de cellulose dans de
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I'acétone & 90%. L'absorbance du surnageant est alors mesurée aux longueurs d'onde 750 nm
et 665 nm. Le surnageant est ensuite acidifieé avec HCl 5M (10 pL d'acide pour 10 mL
d'échantillon). L'absorbance de I'extrait acidifié est également mesurée aux longueurs d'onde
750 nm et 665 nm. La concentration en chlorophylle a est calculée a partir de I'équation de
Lorenzen (Equation 14). Les analyses sont réalisées en triplicats.

Equation 14: Equation de Lorenzen

[(A,665— A,750) — (A,665— A, 750)]x v
LxV.,

Avec Chla la concentration en chlorophylle a (ug.L™)

Ao665 l'absorbance de l'extrait non acidifié & 665nm (cm™)

Ao750 l'absorbance de l'extrait non acidifié & 750nm (cm™)

A:665 l'absorbance de I'extrait acidifié & 665nm (cm™)

A.750 l'absorbance de I'extrait acidifié & 750nm (cm™)

v le volume de solvant utilisé (mL)

Veen le volume d'échantillon filtré (mL)

L le trajet optique de la cuve (ici 1cm)

Chla=27x

D'un point de vue qualitatif, une observation au microscope permet de déterminer le
genre des populations majoritaires. Les echantillons sont prealablement fixés au Lugol (1%
v/v) et sont ensuite observés au microscope (Microscope Olympus CX31, grossissement
x100).

= Quantification et caractérisation de matiere organique

La matiere organique est quantifiée par mesure du COD aprés filtration de
I'échantillon a 0,45um sur filtre en nitrate de cellulose (Partie 2, 111.1.1. ). La mesure est
réalisée en duplicats.

L'absorbance UV a 254 nm des échantillons filtrés a 0,45um est mesurée a l'aide d'un
spectrophotometre UV-visible Shimadzu Pharmaspec 1700 (précision = 0,005) a double
faisceau, avec des cuves en quartz de trajet optique 1cm. La mesure est réalisée en duplicats.

La matiere organique est caractérisée par fractionnement selon le caractere
hydrophobe, aprés filtration de I'échantillon a 0,45um (Partie 2, 111.1.3. ). Le fractionnement
est réalisé en duplicats.

La mesure de I'absorbance UV a 254 nm permet de déterminer, par couplage avec le

COD, l'indice SUVA (Partie 2, 111.1.2.) des échantillons non fractionnés (Indice global) ainsi
que des fractions de matiére organique (HPO, TPH et HPI).
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VIIIl. Traitement des eaux : essais de coaqulation-floculation

La compréhension du mécanisme d'‘élimination de la MOA générée par les
phénomeénes d’eutrophisation au cours du procédé de coagulation-floculation est abordée par
une approche tridimensionnelle, de facon a apprécier la réactivité globale d'échantillons
d'eaux naturelles, la réactivité de souches mono-spécifiques et la réactivité de fractions de
matiere organique extraites. Les résultats des essais de coagulation-floculation sont présentés
dans I'Article 6. Cette étude se déroule en trois étapes :

1/ Comparaison de I'élimination globale de différentes souches mono-spécifiques
d'algues et de cyanobactéries cultivées en milieu synthétique en laboratoire et de la matiére
organique génerée au cours de leur croissance,

2/ Comparaison de la réactivité globale d'échantillons prélevés sur un milieu eutrophe
(Etang de Pigeard) et non eutrophe (Riviere Glane) a différentes saisons,

3/ Comparaison de la réactivité d'une eau synthétique (reconstituée selon les
caractéristiques d'une eau du Limousin) contenant des fractions de matiéres organiques
extraites d'origines diverses, et a différents degrés d'humification.

VIIL.1. Origine des échantillons testés

VII1.1.1. Essais sur eaux naturelles

—— Coursd'eau
—> Sens d'écoulement
O Pointde prélévement

Figure 20: a) Localisation des points de préléevement; b) Photo du site de la Glane; ¢) Photo du site de
I'étang de Pigeard

Les échantillons d'eaux naturelles testés ont été prélevés sur le site de I'étang de
Pigeard et de la riviére Glane, le 12/02/2013 pour la période hivernale, le 05/06/2013 pour la
période printaniere et le 09/07/2013 pour la période estivale.
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Les échantillons de la Glane ont été préelevés prés de St Jouvent (87) (coordonnées
GPS : latitude 45°97'N et longitude 1°21'E) (Figure 20). Des études effectuées par le Syndicat
d’ Aménagement du Bassin de la Vienne (SABV), ont montré, que dans cette zone, la Glane
n’est pas soumise au phénoméne d’eutrophisation. Il sera donc admis le caractére non
eutrophe de I’eau prélevée. La Figure 21 montre sur le bassin versant de la Glane, qu'en
amont du point de prélevement, les sols sont majoritairement occupés par des foréts et
prairies.

Les essais ont €té menés sur la Glane plutdt que sur la Valette dans la mesure ou les 18
mois de suivi ont montré que bien que la Valette n'est pas soumise a des développement
algaux, ses caractéristiques (concentration en nutriments et chlorophylle a) sont assimilables a
celles d'une ressource eutrophe. En effet, de nombreux plans d'eau affectés par des
phénoménes d'eutrophisation, situés en amont du point de prélevement sur la Valette,
impactent la qualité de l'eau. La Glane a donc été préférée a la Valette pour cette étude, car
elle présente toutes les caractérigtiques d'une ressource oligotrophe.

|
X \La Glane \\
| T N
O . [ zones urbanisées
i = | ¢ terres cultivées
h prairies

surfaces agricoles discontinues
foréts de feuillus
A B foréts de coniféres

2 . foréts mixtes
) = /  pelouses et landes
, T 1 ¢ B tourbiéres
: .| [l réseau hydrographique
Salnt—Jouvent 2 M plans d'eau

Figure 21 : Occupation des sols sur le bassin versant de la Glane, en amont du point de prélevement
(données Corine Land Cover 2006, accessible sur http://www.geoportail.gouv.fr).

Les caractéristiques des eaux sont présentées dans le Tableau XXVI. Les essais de
coagulation-floculation réalisés sur ces échantillons naturels permettent de comparer la
réactivité globale, a différentes saisons, d’eaux a caractére eutrophe ou non eutrophe.
L’impact des proliférations d’algues et de cyanobactéries sur les performances du procédé en
termes d’élimination du phytoplancton et de la matiére organique associée est alors évalué.
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Tableau XXVI: Comparaison des caractéristiques de I'eau reconstituée, adapté d'aprés Lenaoble et al.,
(2004) et Pallier et al., (2010) et de celles des eaux naturelles issues de I'étang de Pigeard et de la Glane.

Parameétre Eau reconstituée Etang de Pigeard Glane
pH (+0.1) 6,0 75296 73477
Turbidité (+ 1 NTU) 18 6,8417,5 6,54a57,7
2,2 (HPO/AH/AF)
COD (+ 0.5 mgC.L™?) 1,0 (TPH) 37458 45472
2,2 (HPI)
Algues (x4%) i 7500 & 72 300 1500 & 4 900
(cellules/mL)
Cyanobacteries (£496) i 7 300 & 569 200 <100 4 600
(cellules.mL™)
Concentration moyenne des ions majeurs® (+ 5%) (mg.L™)
Ca** 3,6 6,3 3,6
Mg** 1,5 1,6 1,3
Na' 7,0 8,6 7.2
K* 0,9 2,1 1,3
NH,* - <LD? <LD?
CI 8,6 13,4 10,8
SO~ 4,0 8,5 6,1
NO5 10,9 Min. (ﬁ)2 Max. 8.5
NO, - <LD? <LD?
PO, ] Min. <I_1Q; - Max. L@

'Concentrations déterminées par chromatographie ionique Dionex DX-120 aprés
filtration sur filtres en nylon a 0,2um.

“Limite de détection

3Limite de quantification

VI11.1.2. Essais sur échantillons issus de cultures en laboratoire d'algues et

de cyanobactéries

Des essais sont effectués sur des cultures dalgues (Euglena gracilis) et de
cyanobactéries (Microcystis aeruginosa et Planktothrix agardhii) réalisées en laboratoire, sur
un milieu synthétique (Partie 2, 1. ), au début de la phase stationnaire. Au cours de cette
phase, la population atteint sa densité maximum et la MOA résulte principalement de l'activité
métabolique des cellules vivantes. Les tests sont ainsi réalisés directement sur les cultures
aprés 21 jours pour E. gracilis, 28 jours pour M. aeruginosa et 90 jours pour P. agardhii.

VI11.1.3. Essais sur fractions de MO extraites

L'influence de trois parametres : origine, espéce et degré d'humification, parametres
ayant un impact sur les caractéristiques de la MO et donc sur le procédé de traitement, est
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étudiée lors d'essais de coagulation-floculation sur une eau synthétique contenant différentes
fractions de MON ou MOA. Ces essais permettent de comparer la réactivité de fractions de
MO extraites de cultures d'algues (E. gracilis) et de cyanobactéries (M. aeruginosa), a
différents stades de maturité : MOA fraichement produite en phase stationnaire ou MOA en
cours d'humification pendant la phase de déclin avanceé ; afin d'étudier a la fois I'influence de
I'espece produisant la MOA et des processus d'humification qui peuvent affecter cette MO.
Ces fractions sont ainsi extraites a partir de cultures en phase stationnaire de croissance (21
jours pour E. gracilis ou 28 jours pour M. aeruginosa) et en phase de déclin avancé apres 16
mois de culture. Les modalités de culture sont données dans la Partie 2, Il. L'influence de
l'origine de la MO (allochtone ou autochtone) est également déterminée par comparaison avec
des fractions extraites du milieu naturel (Etang de Pigeard, hiver). Ces fractions sont extraites
grace a un protocole de fractionnement de la matiére organique selon son caractere
hydrophobe (Partie 2, 111.1.3. ). Des matieres organiques commerciales, AH et AF
(assimilables a la fraction HPO) issus de la Suwannee River et fournis par I'International
Humic Substances Society (IHSS), permettent une comparaison avec un milieu non eutrophe
(contribution allochtone plus marquée). Enfin, des AH fournis par Aldrich et issus de tourbe
(origine allochtone) permettent de compléter I'étude de l'influence de l'origine de la matiére
organique sur les performances du procédé de traitement. L'ensemble des fractions étudiees
au cours de ce travail est présente dans le Tableau XXVII.

Tableau XXVII: Récapitulatif des fractions de matiéres organiques étudiées au cours de la coagulation-

floculation
Matiéres Organiques Algales Matiéres Organiques Naturelles
E. gracilis M. aeruginosa Etan
Phase de Phase de 9 | suwannee Tourbe
Phase s Phase s de .
. . déclin . . déclin . River, | (Allemagne)
stationnaire . stationnaire . Pigeard, ;
. avance . avance . IHSS Aldrich
21 jours - 28 jours ) Hiver
16 mois 16 mois
HPO AH AH
TPH AF
HPI

VII1.2. Préparation de I'eau synthétique

L'étude de la réactivité des différentes fractions HPO, TPH et HPI extraites de MOA
ou MON ainsi que les fractions commerciales AH et AF fournies par Aldrich et I'IHSS
nécessite 1’utilisation d’une eau reconstituée pour la préparation des échantillons. Cette eau
reconstituée (Lenoble et al., 2004) présente des concentrations en ions majeurs voisines des
conditions du milieu naturel mais une faible turbidité (0,6 + 0,1 NTU) non représentative des
valeurs rencontrées dans les eaux naturelles. Cette faible turbidité ne facilite pas 1’étape de
coagulation. En effet, la formation de quantités adéquates de précipités d’hydroxyde
métallique nécessite un ajout de matiére argileuse (Zahiruddin et Leon, 2008), qui est réalisé
par addition de kaolinite dans le but d'augmenter artificiellement la charge colloidale de cette
eau reconstituée (Pallier et al., 2010). La concentration en kaolinite est choisie de maniére a
créer une turbidité finale de 1’eau reconstituée en accord avec les ordres de grandeur des
turbidités rencontrées dans le milieu naturel (10 — 30 NTU). La concentration optimale en
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kaolinite est choisie égale & 23 mg.L™ afin de créer une turbidité de 18 + 1 NTU. Pallier,
(2008) a étudié l'adsorption de la MO sur ces argiles et a estimé qu'elle est négligeable en
comparaison a ce qui est retenu par coagulation-floculation. Les caractéristiques de I'eau
reconstituée sont décrites dans le Tableau XXVI.

Pour étudier la réactivité de chacune des fractions séparément, les concentrations
testées sont définies telles qu'elles soient proches de celles rencontrées dans le milieu naturel.
Ainsi, les valeurs choisies correspondent, pour chaque fraction, a la concentration moyenne
retrouvée dans I'étang de Pigeard au cours de I'année 2012 : 2,2 mgC.L™ pour la fraction HPO
(la méme concentration est appliquée aux AH et AF), 1,0 mgC.L™ pour TPH et 2,2 mgC.L™
pour HPI. L'étude de la réactivité des fractions HPI nécessite des conditions spécifiques. En
effet, cette fraction n'étant pas retenue sur les résines, elle reste en solution avec tous les sels
et n'a donc pas été purifiée. Cette solution étant riche en sels, les fractions HPI ne sont pas
reprises dans l'eau reconstituée mais conservées dans un milieu similaire. Pour comparer le
comportement des fractions HPI, les échantillons sont placés dans des conditions similaires de
concentration (2,2 mgC.L™), de pH (6,5 par ajout de NaOH 4M et 1M), de force ionique
(conductivité environ 1600 pS.cm™) et de turbidité (ajout de kaolinite nécessaire pour obtenir
une turbidité de 18 NTU).

VI111.3. Procédé de coagulation-floculation

Les essais sont réalises sous forme de manipulations "Jar-tests” a l'aide d'un banc
expérimental FC6S flocculator équipé de pales en acier inoxydable dont la vitesse de rotation
est réglable et assurant l'agitation des echantillons. Cet appareil permet de travailler
simultanément avec 6 béchers de 1L de forme haute.

VI11.3.1. Analyses effectuées

L'ensemble des parametres analysés au cours des différents essais de coagulation-
floculation et permettant d'évaluer les performances du procédé est synthétisé dans le Tableau
XXVIIL.

Le suivi du potentiel z€ta est réalisé¢ afin d’essayer de comprendre les mécanismes
intervenant au cours du procédé de coagulation-floculation. Les mesures de pH et de turbidité
permettent de suivre et de contr6ler le bon fonctionnement du procédé de coagulation-
floculation. La mesure du COD permet de quantifier la matiére organique et d’évaluer son
abattement. La mesure de I’absorbance a 254 nm, couplée au COD permet de calculer l'indice
SUVA (Partie 2, 111.1.2. ). Un dénombrement des populations d'algues et de cyanobactéries
est effectué par cytométrie en flux sur les échantillons prélevés sur I'étang de Pigeard et sur la
Glane ainsi que sur les cultures d'algues. Ce dénombrement, effectué sur 1’échantillon brut et
sur I’échantillon apres traitement, permet d'évaluer les performances du procédé sur
I'élimination des populations d'algues et de cyanobactéries. Sur ces mémes échantillons, la
matiére organique réfractaire au traitement est caractérisée par fractionnement selon le
caractere hydrophobe, aux doses optimales de traitement.
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Tableau XXVIII : Synthése des paramétres mesurés au cours des essais de coagulation-floculation

Nombre
Parametre Unité Matériel/Références | Précision de Echantillons testés
réplicats
pH-métre Cyberscan
pH 11, Eutech
pH - Instruments, électrode +0,1 1 Tous Non filtrés
en verre combinée
Ag/AgClI
Turbidité NTU Turbidimetre Turb 2% 3 Tous Non filtrés
550 IR
Filtrés a
COT-metre Shimadzu 0,45um
cob mgC.L" TOC-L + 2% 2 Tous filtres en
Partie 2, 111.1.1. nitrate
cellulose
Spectrophotometre Filtrés a
Absorbance Shimadzu 0,45um
cm™? Pharmaspec 1700, + 0,005 2 Tous filtres en
254 nm ; .
cuves en quartz trajet nitrate
optique 1cm cellulose
. Zeta-meétre 1V Z4000, Eaux Suspension
Potentiel Zéta mv CAD Instrumentation ) 3 synthétiques colloidale
5 Eaux
Dénombrement CWomeFre en flux naturelles &
FACSCalibur, Becton .
algues & cellules/mL i ; * 4% 1 cultures Non filtrés
- Dickinson (Partie 2, .
cyanobactéries I14.) d'algues et de
o cyanobactéries
Résines DAX- coag;ﬁ\lle?[ri]:)n et
. 8/XAD-4, . Filtrés a
Frar;técl)gl:(izwent COT-métre Shimadzu dosguc;p;;T:Ie 0,45um
\ % COD TOC-L + 3% 2 P filtres en
caractére naturelles & -
hydraphobe (Malcolm et cultures nitrate
MacCarthy, 1992) cellulose

(Partie 2, 111.1.3.)

d'algues et de
cyanobactéries

VI111.3.2. Choix du coagulant & conditions expérimentales choisies

Le fer et I’aluminium sont les coagulants les plus testés dans les études sur
I’élimination de la MOA par coagulation-floculation (Tableau XV). Dans un premier temps,
des essais de coagulation-floculation ont été réalisés sur I'eau de I'étang de Pigeard, prélevée

le 03/12/2012, afin d'évaluer les performances de deux coagulants

. le chlorure ferrique

(FeCly) et le sulfate d’aluminium (Alx(SO4)s). Les conditions expérimentales appliquées sont
présentées dans le Tableau XXIX.
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Tableau XXIX: Conditions expérimentales utilisées pour le choix du coagulant

Coagulation : 3 min & G = 380 s (150 rpm)
Floculation : 15 min & G = 35 s™* (30 rpm)
Décantation : 30 min sans agitation
Concentration en Fe**/AP* (mg.L™) 92 | 183 | 275 | 36,7 | 458 | 55,0
Concentration en coagulant FeClz (mg.L™") | 26,6 | 53,3 | 79,9 | 106,6 | 133,2 | 159,8

Concentration en coagulant Aly(SO4)3 583 | 1160 | 1744 | 2327 | 2904 | 348.7

-1
(mg.L™)
pH de coagulation 6,3 - 6,8
510 - EFeCl3 WAI2(S04)3 a) ~a2m BEFeCl3 BAI2(S04)3 b)
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= 8 (=]
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° =]
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L 4 3
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Figure 22 : a) Turbidité résiduelle en fonction de la dose de traitement; b) COD résiduel en fonction de la
dose de traitement; c) Pourcentage d'élimination du phytoplancton en fonction de la dose de traitement

Il est observé un meilleur abattement de la turbidité par le fer (Figure 22 a), et les
valeurs de turbidités résiduelles sont plus proches de la norme de potabilisation de 1 NTU
imposée en sortie de filtre a sable. Pour les doses de coagulants appliquées, les concentrations
résiduelles en COD sont trés peu variables quel que soit le coagulant utilisé (Figure 22 b).
Concernant I'élimination des populations d'algues et de cyanobactéries (Figure 22 c), le
chlorure ferrique est le réactif le plus efficace avec un abattement maximum de 97% contre
75% pour le sulfate d'aluminium.

Le fer (sous forme de chlorure ferrique) est donc choisi comme coagulant pour tous
les essais de coagulation-floculation. La gamme de concentration en FeCls présentée dans le
Tableau XXIX est testée lors de la coagulation des échantillons du milieu naturel et des
cultures en laboratoire d'algues et de cyanobactéries. La dose optimale de traitement définie a
106,6 mg FeCls.L™ (ou 36,7 mgFe.L™) est utilisée pour les essais sur les fractions de MOA et
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MON extraites. En effet, pour l'intégralité des fractions testées et compte tenu des faibles
quantités de fractions de matiére organique extraites, les essais sont réalisés en duplicats a la
dose optimale précédemment définie. Le Tableau XXX présente une synthese des conditions
expérimentales utilisées lors des différents essais sur échantillons du milieu naturel, cultures
en laboratoire ou eau reconstituée.

Tableau XXX : Synthése des conditions expérimentales appliquées lors des essais de coagulation-
floculation sur les différents types d'échantillons

Cultures en laboratoire
Eaux naturelles

Conditions . (E. gracilis, M. aeruginosa
(Pigeard, Glane) et P. agardhii)

Eau reconstituée +
fractions de MO

Coagulation : 3 min a G = 380 s™ (150 rpm)

Agitation Floculation : 15 min a G = 35 5™ (30 rpm)
Décantation : 30 min sans agitation
pH 6,5+0,3
Coagulant FeCls
Gamme 9,2 - 55,0

Dose de traitement Gamme 9,2 - 55,0 mgFe.L™ 36,7 mgFe.L™

mgFe.L™
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PARTIE 3. RESULTATS & DISCUSSION

Cette partie présente les principaux résultats obtenus au cours du travail de thése. Elle
se compose de trois chapitres, correspondant aux trois axes de recherche menés en parallele
au cours de cette étude :

= Chapitre 1 : Caractérisation de Matiére Organique Algale (MOA) produite au cours de
la croissance d'E. gracilis et de M. aeruginosa en laboratoire

Ce premier chapitre a pour objectif d'étudier les propriétés de la MOA ainsi que de mettre en
évidence des caractéristiques qui lui sont propres et qui vont permettre, par la suite, de suivre
la contribution de ce type de MO dans l'environnement. Cette premiere étape est réalisée a
I'échelle du laboratoire. Ce chapitre se présente sous la forme de quatre articles publiés ou
soumis dans des revues scientifiques.

= Chapitre 2 : Impacts des apports en MOA générés par les blooms algaux et de
cyanobactéries sur les caracteristiques de la MON : étude in-situ

Au cours de ce chapitre, les impacts des apports en MOA générés par les blooms sur les
caractéristiqgues de la MON sont étudiées, dans le milieu naturel, de maniere gquantitative et
qualitative. Pour cela, un suivi comparatif sur une période d'un an et demi de parametres bio-
physico-chimiques est réalisé in-situ sur deux ressources en eaux du Limousin, I'une eutrophe,
I'étang de Pigeard, et l'autre non sujette aux développements phytoplanctoniques, la riviere la
Valette. Ce chapitre se présente également sous la forme d'un article rédigé pour soumission.

= Chapitre 3 : Impacts des phenomenes d'eutrophisation sur les performances de la
coagulation-floculation

Ce troisieme chapitre vise a étudier la réactivité de la MOA au cours du procédé de
coagulation-floculation, par comparaison avec la réactivité de la MON. Cette étude vise
notamment a déterminer les impacts des modifications des caractéristiques de la MON
générées par les apports en MOA, sur les performances du procédé. Pour cela, une approche a
trois échelles est utilisée : essais sur cultures d'algues et de cyanobactéries en laboratoire,
essais sur eaux naturelles eutrophes ou non, issues de prélevements a différentes saisons et
essais sur eaux synthétiques enrichies avec des fractions de MO extraites. Les résultats de
cette étude sont présentés sous la forme de deux articles rédigés pour soumission.
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I. Chapitre 1 : Caractérisation de Matiere Organigue Algale

(MOA) produite au cours de la croissance d'E. gracilis et de

M. aeruginosa en laboratoire

I.1. Introduction

Le travail effectué au sein de ce chapitre a consisté a étudier spécifiquement les
propriétés de la MOA générée par le développement d'une seule espece dalgue ou de
cyanobactérie dans un milieu synthétique. Le choix des espéces étudiées s'est porté sur
Euglena gracilis, une algue verte flagellée, et Microcystis aeruginosa, une cyanobactérie
unicellulaire, toutes deux fréquemment observées dans les milieux eutrophes. Néanmoins
chacune de ces especes possede des propriétés spécifiques qui peuvent étre a l'origine de
comportements différents et de la production de MOA de propriétés différentes. En effet, E.
gracilis est mixotrophe, c'est-a-dire qu'en I'absence de nutriments ou de lumiére nécessaires a
la photosynthese, elle peut consommer la MO (hétérotrophie). Suivant les conditions du
milieu M. aeruginosa peut sécréter un mucilage plus ou moins soluble contenant notamment
des exo-polysaccharides en quantité importante.

La synthese bibliographique a permis de mettre I'accent sur le manque de donneées relatives a
I'évolution des caractéristiques de la MOA au dela de la phase de croissance stationnaire.
Cependant, il est nécessaire de connaitre le devenir de la MOA, au dela méme de la
sénescence des cellules, afin de comprendre les impacts de ces apports sur la MON. En effet,
la MOA issue de I'intégralité du cycle de vie du phytoplancton est présente dans la ressource
en eau, de plus, elle subit ensuite des modifications liées aux processus d’humification. La
MOA tend ainsi a s'accumuler lors des phenomenes d'eutrophisation récurrents. Cette étude
s'est donc appliquée a suivre, dans un premier temps, les caractéristiques de la MOA produite
par les deux espéces considerées, a partir de leur mise en culture (phase de latence), puis au
cours de leur développement (phases exponentielle et stationnaire) et jusqu'a leur déclin. Ce
suivi a été réalisé par fractionnement selon le caractere hydrophobe des molécules organiques
et par détermination de I'indice SUVA. Ce travail a nécessité l'utilisation d'un milieu de
culture adapté a la croissance de chacune des espéeces et permettant une analyse précise de la
MOA et donc ne contenant initialement qu'une faible quantité de carbone organique dissous.
La durée des phases de croissance, dans les conditions expérimentales données, a été suivie
par cytométrie en flux. Ce travail fait l'objet de I'Article 1 intitulé : "Organic matter
produced by algae and cyanobacteria : quantitative and qualitative characterization”,
publié dans Journal of Environmental Sciences.

En outre, l'absence de données relatives aux conséquences des processus
d'’humification sur la MOA a ensuite orienté le travail de recherche sur la caractérisation de
cette MO. En effet, les propriétés de la MOA ont été spécifiqguement étudiées apres extraction
de fractions de MO sur résines XAD en début de phase stationnaire (MOA fraichement
produite par l'activité de cellules vivantes) et lors de la phase de déclin avancé, apres 16 mois
de culture (MOA de degré d'humification avancé). L'analyse des fractions de MOA d'ages
différents par fractionnement de taille et spectroscopie de fluorescence permet de déterminer,
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par comparaison avec la MON, linfluence des processus dhumification sur les
caracteristiques de la MOA. Les données permettent ensuite de faire des hypothéses quant aux
impacts des apports en MOA, a long terme, sur le caractéristiques de la MON. Les résultats
obtenus font I'objet de I'Article 2 intitulé ""Contribution of Algal Organic Matter on water
resources composition: hydrophobic characteristics and size distribution™ et de I'Article
3 intitulé ""Fluorescence spectroscopy as a tool to identify eutrophication consequences
on NOM characteristics".

L'Article 4 a pour objectif de réaliser une caractérisation poussée des fractions HPO et
TPH extraites en phase stationnaire de cultures d'E. gracilis et de M. aeruginosa, a l'aide
d'une technique innovante : la spectrométrie de masse par ionisation laser assistée par matrice
(MALDI-TOF-MS). Cette technique d'ionisation douce permet a la fois d'estimer le poids
moléculaire des composés organiques analysés et de déterminer la structure globale ainsi que
la composition des monoméres présents au sein de la MO. Une comparaison avec les
caracteéristiques de fractions de MON (AH Réf. 2S101H et AF Réf. 2S101F, de la Suwannee
River) est également effectuée. Une approche semi-quantitative (abondance relative) permet
notamment de faire le lien entre la composition biochimique et les éléments structurels
identifies a l'aide des spectres et ceux présents au sein des fractions de taille obtenues par
ultrafiltration. Les resultats obtenus sont présentés dans [I'Article 4, intitulé
"Characterization of algal organic matter by Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS)
comparison to natural organic matter™. L'identification de certains éléments structuraux et
leur abondance relative permettra, par la suite, d'établir des corrélations entre les
caractéristiques des fractions de MO étudiées et leur réactivité au cours du procédé de
coagulation-floculation.
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1.6. Principales conclusions du chapitre 1

Malgré quelques différences de comportement (durée des phases de croissance,
densité cellulaire ou quantité de MO produite différentes) et de caractéristiques (MOA plus
hydrophile pour E. gracilis que pour M. aeruginosa) attribuables aux spécificités de chacune
des espéces, des caractéristiques propres a la MOA ont pu étre mises en évidence,
indépendamment de I'espece considérée. La MOA reste majoritairement hydrophile quelle
que soit la phase de croissance et ce, méme apres la sénescence des cellules et plus d'un an
d'évolution. Comparativement a la MON, la MOA présente un faible SUVA et en particulier
pour la fraction HPI. Cependant, une évolution des propriétés de la MOA a été observée au
cours des différentes phases de croissance. La part de la fraction hydrophile, bien que restant
majoritaire, tend a diminuer avec le déclin des populations sous I'effet de la lyse cellulaire et
de la libération, dans le milieu, de composes intracellulaires a caractére hydrophobe plus
marqué, qui augmentent la part des fractions HPO et TPH.

Cette tendance se poursuit ensuite, bien aprés la sénescence de la population dans son
ensemble, sous l'action des processus d’humification. Ces derniers tendent a complexifier et a
augmenter l'aromaticité ainsi que le poids moléculaire des composés présents au sein de
chacune des fractions de la MOA, independamment de son origine, et en accord avec les
theéories de I'humification établies pour les milieux naturels (sols ou milieux aquatiques).
Cependant, I'évolution des proprietés des molécules semble contrdlée par I'action de différents
processus, selon le type de fraction considéree, et certainement, selon la composition
intrinséque de chaque fraction. Ainsi, pour chacune des fractions, la part des composes
inférieurs a 0,5 kDa diminue, par contre les fractions HPO et TPH voient le pourcentage de
composes dont le PMA est compris entre 0,5 et 3 kDa augmenter. Dans le cas des fractions
HPI, la proportion de la fraction de taille 3 - 30 kDa augmente. L'évolution de l'indice SUVA
semble suggérer une premiere phase de degradation des fractions TPH et HPI (les plus
labiles), suivie d'une phase de réassemblage et de complexification. Les fractions HPO, quant
a elles, voient leur SUVA augmenter des leur libération dans le milieu. Les mécanismes mis
en jeu sont donc différents selon les fractions.

A Tlaide des données de la littérature, les différentes voies d'humification
potentiellement applicables a la MOA ont été estimées. Les processus de stabilisation des
composés hydrophiles font tres certainement intervenir des réactions de polymérisation de
polysaccharides tandis que ceux des fractions HPO et TPH sont probablement dus a des
réactions de condensation de protéines. Une combinaison de différents mécanismes semble la
plus probable : la théorie des polyphénols produits par voie bactérienne a partir des fractions
TPH et HPI pourrait constituer une premiére étape, ensuite l'association de terpenes avec des
polysaccharides ou des protéines peut également intervenir, pour chacune des fractions, tout
comme les réactions de condensation et de polymérisation des acides gras et lipides poly-
insaturés. Par contre, les théories de la lignine et des tannins ne s'appliquent pas a la MOA car
elle n'en contient pas. La théorie de condensation des sucres et acides aminés (réaction de
Maillard) semble constituer une voie secondaire car elle est défavorisée dans les conditions
expérimentales appliquées mais parfaitement compatible avec la composition de la MOA.
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La comparaison de I'évolution de la répartition des fractions de taille au sein de la
MOA, quelle que soit son origine ou la fraction considéerée, avec celle de la MON issue de
I'étang eutrophe de Pigeard et de la Suwannee River (non eutrophe), semble suggérer que la
recrudescence des phénomeénes d'eutrophisation tendrait a augmenter la contribution des
molécules de petite taille (<0,5 kDa), en particulier au sein de la fraction HPO.

L'étude des propriétés de fluorescence des fractions de MOA et de MON a également
permis de mettre en évidence des caractéristiques propres a la MOA. En effet, bien que les
pics correspondant aux fluorophores de types protéiques et sous-produits microbiens soient
prédominants au sien de la MOA, une fluorescence dans la zone des fluorophores de types
AH et AF est observable, et ce quelle que soit la phase de croissance. De plus, dans le cas
d'une MOA fraichement produite, un pic spécifique a pu étre identifié, aux longueurs d'onde
d'excitation 250-300nm et aux longueurs d'onde d'émission 420-500nm. Ce pic tend a
disparaitre avec I'dge de la culture. L'avancement des processus d'humification a également pu
étre estimé par spectroscopie de fluorescence, et notamment par l'intermédiaire de deux ratios
d'intensité de fluorescence : l'indice de fluorescence (FI) et lI'indice d’humification (HIX). La
comparaison, pour chaque fraction des matrices d'excitation-émission a permis de montrer un
déplacement des pics vers des longueurs d'onde d'excitation plus élevées, caractéristique de
l'augmentation des poids moléculaires des composés, en accord avec les théories de
I'numification et les résultats obtenus par fractionnement de taille (ultrafiltration). Le ratio FI,
permettant d'estimer l'origine de la MO, est plus faible dans le cas d'une MOA produite par les
algues que par les cyanobactéries. Ce ratio est également plus faible pour les fractions HPO
que TPH, qui est lui-méme inférieur a celui des HPI, indépendamment de l'origine de la MO.
Ce resultat est en accord avec l'idée d'une provenance plutét allochtone des fractions HPO,
bien que les HPO d'origine algale soient exclusivement produits par une activité biologique
autochtone. Dans le cas d'échantillons non fractionnés de MOA, ce ratio a diminué entre les
phases stationnaire et de déclin avancé (16 mois de culture), consécutivement a I'avancement
des processus d'humification. De plus, des valeurs élevées de FI ont été obtenues pour les
échantillons de I'étang de Pigeard, ce qui révele un impact permanent des phénomeénes
d'eutrophisation sur les caractéristiques de la MON, avec une contribution importante de MO
autochtone, et ce méme en peériode hivernale. Cependant, ce ratio FI ne permet pas de traduire
l'avancement de I'humification sur chacune des fractions de MO, contrairement a l'indice
HIX. Pour chacune des fractions de MOA, le ratio HIX a augmenté entre les phases
stationnaire et de déclin avancé, indiquant un avancement de I'état dhumification.
Cependant, les valeurs obtenues pour la MOA restent faibles en comparaison de celles
obtenues pour les fractions de MON issues de la Suwannee river, ce qui indique donc que les
caractéristiques de la MOA, méme apres plus d'un an de maturation, sont celles d'une MO trés
peu humifiée. Ce phénomene explique les faibles indices HIX obtenus pour les fractions de
MON issues de I'étang eutrophe de Pigeard. En effet, les apports annuels en MOA
fraichement produite ainsi que le faible avancement des processus d'humification de la MOA
apres plus d'un an de maturation semblent ralentir voire inhiber I'humification des fractions de
MON, dont les caractéristiques sont alors proches de celles de la MOA, méme en lI'absence de
développement phytoplanctonique. Ces résultats indiquent donc que les conséquences de
I'eutrophisation sur les caractéristiques de la MON sont permanentes méme si l'indice HIX est
trés dépendant du contenu protéique de I'échantillon.
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Une étude approfondie par spectrométrie de masse (LDI/MALDI-TOF-MS) des
caracteristiques et de la structure de fractions de MOA extraites en phase stationnaire et de
MON provenant de milieux naturels a permis de mettre en évidence des similitudes entre
fractions, indépendamment de leur origine : structures polymériques avec différents motifs
répétitifs et présence de pics communs a des m/z definis. Ces structurent suggerent un
assemblage "d'éléments de base" de petites tailles (< 600Da), dans la mesure ou l'abondance
relative des motifs de petites tailles est tres voisine pour chaque échantillon analysé en LDI.
Cependant, l'assemblage résultant de ces "motifs de base" différe selon l'origine et la nature
de la fraction considérée, donnant a chacune d'elles une empreinte unique. La structure de la
MO présente une forte dépendance a l'origine. En effet, les fractions HPO et TPH d'une méme
origine ont plus d'éléments structuraux en commun que deux fractions HPO ou deux fractions
TPH d'origines différentes. Ainsi, les masses des motifs répétitifs prédominants identifiés
sont: 44, 114 et 169 Da pour les fractions HPO et TPH d'E. gracilis ; 58 et 100 Da pour M.
aeruginosa ; 44 et 28 Da pour les AH et AF de Suwannee River. L'abondance relative de ces
éléments structuraux permet néanmoins de distinguer HPO et TPH d'une méme origine, en
particulier pour les masses élevées (> 600 Da). Des hypothéses quant a la composition bio-
chimique des éléments structuraux identifiés ont été faites et leur abondance relative au sein
de chaque fraction a pu étre determinée pour les faibles masses (<600 Da, en LDI) et aux
masses comprises entre 600 et 2000 Da (MALDI). Ainsi, cette composition différe selon les
échantillons aux masses plus élevées. Comparativement a la MON ou les structures de type
proteique sont les plus abondantes, les structures de type polysaccharide semblent plus
présentes au sein des fractions de MOA. Les fractions HPO semblent plus riches en structures
de type protéique que les TPH, ou les structures de type stérols semblent plus abondantes.
Parmi les structures de type polysaccharidiques, les hexoses sont prédominants quelle que soit
l'origine de I'échantillon, cependant, les heptoses semblent caracteristiques d'une origine
autochtone. Enfin, la contribution des pentoses semble plus élevée pour la MOA d'origine
algale que celle d'origine cyanobactérienne.
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I1. Chapitre 2 : Impacts des apports en Matiere Organique

Algale (MOA) générés par les blooms algaux et

cyanobactériens sur les caractéristigues de la Matiere

Organigue Naturelle (MON) : étude in-situ

I11.1. Introduction

A l'échelle du site, les proliférations d'algues et de cyanobactéries sont généralement
suivies au travers de dénombrements de populations, et le cas échéant, de la quantification de
cyantoxines, dans la mesure ou celles-ci posent de sérieux problemes de santé publique a tres
court terme. De nombreuses études se sont focalisées a établir des corrélations entre les
principaux parameétres influant le phénoméne d'eutrophisation : conditions climatiques et
apports en nutriments - principalement azote et surtout phosphore, via le ratio TN/TP - et
occurrence des phénomenes de blooms ainsi que prédominance de certaines especes.

Les proliférations phytoplanctoniques sont a l'origine d'une production importante de
matiere organique (MOA) dont les propriétés sont différentes de celles de la MON. En effet,
les Articles 1 a 4 ont mis en évidence des caractéristiques propres a cette MO, dont
notamment un caractere majoritairement hydrophile (plus de 50% de HPI quelle que soit la
phase de croissance), qui de plus est persistant (faible degré d’humification apres plus d'un an
de maturation), et une faible aromaticité (faible SUVA, en particulier pour les fractions HPO
et HPI). Cependant, les conséquences de ces apports récurrents sur les caractéristiques de la
MON sont tres peu étudiées dans la littérature et sont donc encore méconnues. Pourtant, au
cours de la derniéere décennie, de nombreuses etudes ont mis en lumiére des
dysfonctionnements des procédés de traitement des eaux visant a éliminer la MO, consécutifs
a des phénomenes d'eutrophisation et en lien avec de telles modifications. Il apparait donc
nécessaire d'évaluer qualitativement et quantitativement les modifications des caractéristiques
de la MON induites par les apports en MOA dus aux blooms algaux et cyanobactériens, afin
d'anticiper de tels dysfonctionnements. Pour cela, un suivi de parameétres bio-physico-
chimiques a été réalisé sur une période de 18 mois sur le site de I'étang eutrophe de Pigeard
(Limousin, France) ainsi qu'en amont de I'étang, sur la riviere qui l'alimente - la Valette. Ce
suivi comparatif a ainsi pour objectif d'étudier la dynamique de la MO dans un étang
eutrophe, en lien avec la dynamique des populations phytoplanctoniques et la qualité globale
de l'eau. Les parameétres suivis incluent donc des parametres globaux (pH, conductivité, O,
dissous, potentiel d'oxydo-réduction), les principaux parameétres influents de I'eutrophisation
(conditions climatiques, température de I'eau, nutriments), des paramétres biologiques
permettant de quantifier (Chl a, cytométrie en flux) et de déterminer les populations
majoritaires (observations microscopiques) ainsi que la quantit¢ de MO (COD) et ses
caractéristiques (fractionnement selon le caractere hydrophobe, SUVA) dont principalement
celles identifiées comme spécifiques de la MOA. Les résultats de cette étude sont présentés
dans l'Article 5 intitulé ""Dynamics of an eutrophic pond: impacts of algal and
cyanobacterial blooms on the characteristics of NOM™, rédigé pour soumission.
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11.3. Principales conclusions du chapitre 2

Le suivi des paramétres globaux et influents de I'eutrophisation a permis de conclure
quant au caractere hypereutrophe de I'étang de Pigeard, dans lequel les nutriments ne
constituent pas le facteur limitant du développement du phytoplancton, qui est contrélé par les
conditions climatiques (durée et intensité de I'ensoleillement). La cytométrie en flux a
constitué un outil pertinent du suivi des populations. L'étang est sujet aux proliférations
algales et cyanobactériennes, qui se succedent au cours de I'année, tandis que dans la riviére,
la population phytoplanctonique reste limitée et dominée par les algues. En effet, les algues se
développent pendant la fin de I'hiver et le printemps, consommant l'azote, qui, en se raréfiant,
contribue ensuite au développement et a la domination de populations de cyanobactéries
fixatrices d'azote. Des blooms d'Anabaena ont ainsi été observés dans I'étang durant la
période Avril-Aolt 2012 et durant le mois de Juillet 2013; ce second bloom étant d'une
ampleur trés supérieure au premier.

L'étude qualitative et quantitative de la MO dans les deux ressources en eau a permis
de mettre en lumiére des dynamiques différentes et de confirmer les hypotheses élaborées a
partir de I'étude des caractéristiques de la MOA sur cultures en laboratoire.

Dans la riviere, la dynamique de la MO est influencée par la pluviométrie : en période
de pluie, la quantité de MO augmente et ces apports sont directement liés a la contribution du
bassin versant car la fraction majoritaire est la fraction HPO, typique d'une contribution
allochtone des sols. Par contre, la pluviométrie n'a pas d'influence sur la fraction TPH et ne
permet pas d'expliquer les variations de proportion ou d'aromaticité de la fraction HPI, de
méme que les variations de I'indice SUVA de la fraction HPO.

Dans I'étang, la dynamique de la MO est directement liée a l'activité biologique des
populations d'algues et de cyanobactéries. Effectivement, l'augmentation de la densité
cellulaire du phytoplancton induit une augmentation de la concentration en MO, avec un effet
de retard, qui avait déja été observé au cours de la culture en laboratoire de M. aeruginosa et
E. gracilis. Cependant, il n'existe pas de relation de proportionnalité directe entre la quantité
de MO produite et la densité cellulaire atteinte, qui dépend de nombreux parametres : espéce
considérée, phase de croissance et conditions environnementales. Consécutivement a ces
apports identifiés comme ayant les caractéristiques de la MOA, la proportion de la fraction
HPI augmente de 10 a 20% (celle des HPO diminue de prés de 10%). Dans le méme temps, le
SUVA de la fraction HPI diminue, atteignant des valeurs semblables a celles de la MOA et
montrant la forte influence des proliférations phytoplanctoniques sur cette fraction. A la fin du
mois d'Aolt, le déclin rapide des populations (sénescence) provoque la libération dans le
milieu de composés intracellulaires a caractere hydrophobe plus marqué, contribuant a une
augmentation de la part de la fraction HPO. Cependant, la dynamique de ces composes étant
jusque la liée aux apports du bassin versant en composés trés aromatiques, la seénescence des
populations issues du bloom provoque alors la brusque diminution du SUVA de la fraction
HPO car les composés HPO d'origine algale présentent une faible aromaticité
comparativement a ceux d'origine terrestre (Articles 1 et 2). Apreés la fin du bloom, la faible
activité phytoplanctonique ainsi que les processus d'humification permettent a I'étang de
retrouver progressivement une dynamique et des caractéristiques de la MO proches de celles
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de la riviere. La formation des blooms ainsi que leur sénescence ont donc des conséquences
sur les caracteristiques de la MON et les fractions HPO et HPI sont les plus impactées, méme
si aucune conséquence directe sur la proportion ou le SUVA des TPH n'a pu étre mise en
avant.

En outre, la comparaison des indices SUVA globaux des deux ressources en eau a
permis d'estimer que certains impacts des blooms semblent permanents car I'aromaticité des
molécules organiques dans I'étang demeure moindre par rapport a celles de la riviere. Ainsi,
méme si I'étang semble "récupérer" des conséquences des développements
phytoplanctoniques et de leur sénescence au cours de I'hiver, car les proportions de chacune
des fractions sont équivalentes a cette période dans les deux ressources, il semble exister une
sorte "d'effet mémoire" des impacts récurrents.
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I11. Chapitre 3 : Impacts des phénomeénes d'eutrophisation sur

les performances de la coagulation-floculation

I11.1. Introduction

Les phénomeénes d'eutrophisation sont a l'origine de modifications quantitatives et
qualitatives de la dynamique de la MO au sein des ressources en eau touchées, dues a la
production d'une grande quantité de MOA de caractéristiques différentes de celles de la
MON. L'Article 5 a montré que le développement des algues et cyanobactéries ainsi que leur
déclin ont des conséquences sur la proportion et I'indice SUV A des fractions HPO et HPI. Ces
conséquences connaissent une saisonnalité tres marquee.

La coagulation-floculation est la principale étape pour I'élimination de la MO au cours
de la potabilisation des eaux. Cependant, la littérature a montré que les étapes suivantes
peuvent étre tres affectées par la présence de MOA : colmatage acceléré des membranes,
génération de sous-produits de désinfection cancérigénes, compétition avec les micropolluants
lors de l'adsorption sur charbon actif diminuant l'efficacité du procédé, capacité a alimenter la
formation de biofilms ou a participer a la reviviscence bactérienne dans les systéemes de
distribution par exemple. Il est ainsi impératif d'optimiser I'élimination de la MOA par
coagulation-floculation afin d'éviter les dysfonctionnements des étapes de traitement
ultérieures. Il apparait donc nécessaire d'identifier les conséquences des modifications
saisonnieres des caractéristiques de la MON induites par les phénoménes d'eutrophisation sur
le procédé de coagulation-floculation, ainsi que les mécanismes a l'origine de ces diminutions
d'efficacité du traitement.

Pour répondre a cette problématique, une étude du procédé de coagulation-floculation
a été menée a différentes échelles pour estimer d'une part la capacité du procédé a éliminer les
cellules d'algues et de cyanobactéries, correspondant a des colloides en suspension; et d'autre
part a traiter la MON impactée par les proliférations. Pour cela, des essais "jar-tests™ ont été
effectués en laboratoire sur des échantillons issus de cultures d'E. gracilis, M. aeruginosa et
P. agardhii en début de phase stationnaire. Des essais ont également été réalisés sur des
échantillons prélevés dans le milieu naturel, a différentes saisons, sur une ressource eutrophe
(I'étang de Pigeard) et une autre non soumise aux développements de phytoplancton (la riviére
Glane). Les performances du procéde en termes d'élimination du phytoplancton ont été
estimées par cytométrie en flux et les performances sur I'élimination de la MO ont été
évaluées par fractionnement selon le caractére hydrophobe. Les résultats sont présentés dans
I'Article 6, intitulé "Impact of eutrophication phenomenon on the performances of
coagulation flocculation™, partie A : "'Study of the impact of algae and cyanobacteria
proliferations on the performances of coagulation-flocculation™.

Des essais ont également été menés sur une eau synthétique ayant les caractéristiques
d'une eau de la région Limousin et contenant une fraction de MO extraite. Ces essais
permettent de comparer la réactivité de fractions de MO d'origines variées et donc de
propriétés différentes (déterminées dans les Articles 1 a 4), traitées séparément. Les impacts
de l'origine de la MO (allochtone/autochtone), de l'espece ayant produit la MO (algue ou
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cyanobactérie) ainsi que des processus d'humification (MO fraichement produite ou de degré
d'’humification plus élevé) ont ainsi été déterminés. De plus, le comportement des fractions
traitées séparément ou en mélange a également été comparé et les mécanismes entrant en jeu
lors du traitement des fractions ont été étudiés par mesure du potentiel zéta. Les résultats de
ces essais font l'objet de I'Article 6, partie B : "Reactivity of Algal Organic Matter
fractions during Coagulation/Flocculation: Comparison to Natural Organic Matter"".
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I11.3. Principales conclusions du chapitre 3

Cette étude a montré que les algues étaient eliminées plus efficacement que les
cyanobactéries, et ce méme pour les doses de traitement les plus faibles. Les pourcentages
d'élimination obtenus (72-96% selon les espéces cultivées en laboratoire et 94-99% pour les
eaux naturelles) sont de facon globale élevés et en accord avec les données de la littérature.
Cependant, des différences de comportement ont pu étre mises en évidence au cours du
traitement, selon les morphologies des especes étudiées. En effet, I'abattement d'E. gracilis est
élevé (>90%) quelle que soit la dose de traitement et donc l'augmentation de de la dose de
coagulant n'a que peu d'effet sur I'amélioration des performances. Par contre, les abattements
de M. aeruginosa et P. agardhii sont largement dépendants des taux de traitement. En effet,
pour des doses inférieures a 37mgFe/L M. aeruginosa est peu éliminée (<30%). Par contre,
pour des doses supérieures, I'élimination augmente considérablement (96% a la dose
optimale) probablement a cause de l'inhibition de la flottabilité due a la présence de vésicules
de gaz au sein des cellules, par I'adsorption d'une plus grande quantité de fer augmentant ainsi
la densité du floc. Dans le cas de P. agardhii, son élimination reste inférieure (72%) a celle
obtenue pour les autres especes aux doses optimales, dans la mesure ou la forme filamenteuse
peut étre défavorable a la coagulation et a la decantation de cette espece. Dans les eaux du
milieu naturel, les pourcentages d'élimination varient peu au cours de l'année. Cependant, du
fait d'une charge tres élevée de cellules a éliminer en période de bloom (été), la densité
cellulaire résiduelle reste élevée pour I'eau de I'étang de Pigeard, ce qui pourrait conduire a
des dysfonctionnements des étapes de traitement suivantes (colmatage des filtres a sable ou
des membranes par exemple). De plus, sur I'étang de Pigeard, le mélange d'especes ayant des
propriétés différentes et donc des réactivités différentes a des doses différentes amondrit les
performances globales du procédé.

La MOA est difficilement éliminée par coagulation quelle que soit I'espece considérée
(20-50% pour les doses optimales), a cause de la part importante des composés hydrophiles,
tres peu éliminés (1-15%). Cependant, l'abattement obtenu pour les fractions HPO et TPH
varie selon les especes. Il est faible pour E. gracilis et P. agardhii (<30%) avec une meilleur
élimination des TPH. L'abattement obtenu pour la fraction HPO de M. aeruginosa est bien
supérieur (70%), expliquant la meilleure élimination de la MOA pour cette espece (50%) car
la proportion de HPO y est en plus bien plus élevée que pour les deux autres especes.
L'élimination des fractions semble donc largement dépendante des propriétés et de la
composition intrinséques de chacune des fractions.

L'élimination de la MON au sein des échantillons issus du milieu naturel est largement
impactée par les phénomenes d'eutrophisation, et ce quelle que soit la saison considérée. En
effet, aux doses optimales de traitement, I'abattement obtenu reste inférieur sur I'étang de
Pigeard (60%) comparativement a la Glane (66-80%). De plus, en hiver, bien que la
concentration de la MO et la répartition des fractions HPO, TPH et HPI soient équivalentes
pour les deux ressources, le comportement de chaque fraction est différent. Ainsi, dans le cas
d'échantillons provenant de I'étang de Pigeard, les fractions HPO et HPI sont moins bien
éliminées que celles issues de la Glane, en accord avec les conclusions de I'Article 5 selon
lesquelles ces deux fractions sont les plus impactées. Ces résultats confirment également
I'nypothése d'une MON affectée durablement et de la présence d'un "effet mémoire". Par
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contre, l'abattement obtenu pour la fraction TPH est supérieur. Ces tendances restent
observables pour les autres saisons tandis que la part de la fraction HPl augmente au
printemps et en été sous l'effet des proliférations d'algues et de cyanobactéries se produisant
dans I'étang. Il est ainsi possible d'estimer approximativement la composition de la MO
résiduelle a partir de la connaissance de la proportion des composés hydrophiles qui restent
peu éliminés par le traitement.

L'étude menée sur I'eau synthétique enrichie en fractions de MO extraites a permis de

conclure quant a une meilleure efficacité du procédé sur les composés hydrophobes d'origine
allochtone (>60%) comparativement a ceux d'origine autochtone (<30%). Dans le cas d'une
origine autochtone, les composés TPH sont d'ailleurs mieux éliminés (35-70%) que les HPO,
confirmant les résultats obtenus lors du traitement des échantillons de I'étang de Pigeard. Ce
phénoméne peut étre expliqué par l'inhibition de la coagulation due a la présence des
protéines, majoritairement contenues dans les fractions HPO. Les composés HPI ne sont
quant a eux pas du tout éliminés par coagulation, lorsqu'ils sont traités séparément des autres
fractions. Les performances du procedé sur chacune des fractions ont pu étre mises en relation
avec leurs caractéristiques. Plus I'aromaticité, le pourcentage de composés de hauts poids
moléculaires (>3kDa) et l'indice d’humification (HIX) sont élevés et plus I'abattement obtenu
est important. Cependant, I'etude de ces propriétes est insuffisante pour prédire la réactivité de
la fraction TPH de I'étang de Pigeard. De plus, pour une dose de traitement fixée, les
processus dhumification ont pour conséquence une diminution des performances de la
coagulation sur [I'élimination des fractions HPO et TPH comparativement a une MO
fraichement produite. Ce pheénomene peut s'expliquer soit a cause d'une demande en
coagulant plus élevée due aux modifications des propriétés liées a I'humification, soit a cause
d'une plus forte inhibition due a l'augmentation du caractere protéique de ces fractions avec la
lyse cellulaire.
Il a également été constaté un comportement différent des fractions traitées séparément par
rapport a celles traitées en mélange, probablement di a des effets de synergie ou de
compétition provoquant une inhibition du procédé. Dans le cas des fractions HPI, celles-ci
sont systématiquement mieux éliminées en présence des autres fractions grace aux effets de
synergie. Par contre, l'effet sur les fractions HPO et TPH dépend de leur origine et
probablement de leur composition intrinseque.

L'étude des potentiels zéta a révélé la prédominance de différents mécanismes
délimination selon les fractions. Ainsi, la simple neutralisation de charge semble
prédominante dans le cas des fractions HPO et TPH issues de M. aeruginosa et HPO de
I'étang de Pigeard, tandis que les mécanismes par adsorption semblent prépondérants pour les
AH et AF. Une combinaison de mécanismes (neutralisation de charges et
adsorption/complexation) semble plus probable pour les fractions HPO et TPH d'E. gracilis
ainsi que les TPH de I'étang. La combinaison de mécanismes semble donc plus efficace que la
simple neutralisation de charge. Enfin, les fractions d'origine commune présentent des
mécanismes d'élimination proches, en lien avec les similitudes structurales mises en avant lors
de l'analyse par spectrométrie de masses (Article 4), tandis que les différences d'efficacité
entre fractions HPO/TPH d'une méme origine semblent liées a I'abondance relative de ces
structures.
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Ce travail de thése a permis d'établir une carte d'identité de la Matiere Organique
Algale (MOA) apres avoir déterminé I'évolution de ses propriétés tout au long du cycle de vie
d'espéces d'algues et de cyanobactéries cultivées en laboratoire (cultures monospécifiques) et
au cours de son humification. Des fractions de MOA ont été caractérisées apres
fractionnement selon le caractere hydrophobe par différentes techniques analytiques
(spectroscopie UV et de fluorescence, ultrafiltration et spectrométrie de masse (MALDI-
TOF)). Ainsi, comparativement a la MON, la MOA reste majoritairement hydrophile et peu
aromatique quelle que soit la phase de croissance considérée et malgré l'augmentation
progressive de la contribution des composés hydrophobes au cours du déclin des populations,
puis sous l'action des processus d’humification. De plus, elle présente un caractere protéique
trées marquée et de faibles poids moléculaires. Cependant, afin d'évaluer avec précision le
devenir de ces composes au cours de leur humification, les contributions respectives des
processus abiotiques (photo-dégradation, impact des changements de température,..) et des
processus de degradation biologique nécessitent d'étre déterminées séparément. De plus, les
cultures étant non axéniques, la présence de bactéries peut influer sur le développement du
phytoplancton et induire une réponse spécifique. L'effet de ces associations de communautés
demande a étre plus amplement étudiee, car dans le milieu naturel, la compétition ou la
symbiose entre populations est un parametre important. Ainsi, pour apporter des éléments de
réponse quant a l'influence des communautés bactériennes sur les propriétés de la MOA, il
apparait donc nécessaire de caractériser également la MOA générée par des cultures pures
d'algues et de cyanobactéries.

L'étude menée sur site a confirmé les conclusions établies a partir de I'é¢tude en
laboratoire des propriétés de la MOA en démontrant l'augmentation périodique importante de
la part des composes hydrophiles. Elle a conclu que le développement des blooms ainsi que
leur déclin ont des conséquences qualitatives et quantitatives sur la MON, perturbant ainsi sa
dynamique. Les fractions les plus impactées sont les fractions HPO et surtout HPI, qui
possedent également un “effet mémoire™ résultant des impacts des blooms successifs. En
effet, bien qu' il existe une capacité du systéme a "s'auto-réguler” une fois le phénoméne
terminé, et qui donc permet a la ressource de retrouver des proportions entre fractions HPO,
TPH et HPI semblables a celle de la riviere alimentant I'étang, des différences perdurent au
niveau de la composition intrinseque de chacune d'elles. Ce phénomene a été clairement établi
par I'étude de la réactivité de ces fractions au cours du procédé de coagulation-floculation, qui
est largement dépendante des caractéristiques des molécules  organiques.
En outre, le temps de résidence plus ou moins important de la matiere organique au sein d'un
plan d'eau pose également la question de I'influence de la cinétique. Méme si les blooms sont
des phénomeénes récurrents et que de la MOA fraiche est apportée tous les ans, il est
nécessaire de se demander si, a plus long terme (échelle de quelques dizaines d'années), les
différences observées entre les propriétés de la MOA et de la MON ne vont pas se réduire,
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c'est-a-dire si la MOA ne va pas finir par devenir assimilable & la MON.
On peut également imaginer que le réchauffement climatique devrait avoir pour conséquences
une reprise du phénoméne de bloom plus tot dans la saison ainsi qu'un allongement de la
période favorable aux proliférations phytoplanctoniques, réduisant ainsi d'autant la période au
cours de laquelle la ressource est susceptible de récupérer des conséquences du bloom. La
capacité du systéeme a "s'auto-réguler" pourrait alors s'en trouver réduite et suite a
I'accumulation de MOA, dont le degré d'humification reste faible d'une année sur l'autre a
cause de blooms récurrents, on pourrait assister a une accélération du phénoméne et a une
exacerbation de ses conséquences. Cependant, les effets potentiels du réchauffement
climatiques sont controversés et les conséquences restent difficiles & prévoir. De plus, les
nutriments sont connus pour étre recyclés au sein des sédiments et ainsi participer a l'auto-
entretien des phénoménes de blooms. Cependant, l'utilisation des nutriments sous forme
organique (mixotrophie) par des espéces impliquées dans la formation de blooms est
maintenant couramment admise et donc I'accumulation de MOA pourrait également constituer
un facteur de risque supplémentaire au développement et a la persistance de ces phénoménes.
Il apparait ainsi nécessaire d'estimer dans quelle mesure la MOA pourrait participer a ce
processus ainsi que d'étudier les mécanismes a l'origine de "l'auto-régulation™ des ressources
en eau. Des études menées sur d'autres ressources en eau et a plus long terme devraient
permettre d'affiner ces conclusions.

En outre, I'ensemble des données issues du programme de suivi réalisé sur les 18 mois
de I'étude servira, par la suite, a valider des corrélations entre paramétres par l'utilisation de
I'analyse statistique. Ces données seront également réinvesties dans I'élaboration d'un modele
prédictif d'apparition du phénomene qui permettra d'anticiper ses conséquences et qui pourra,
par la suite, et s'il est alimenté par des données issues d'autres campagnes de suivi sur des
plans d'eau présentant des caractéristiques différentes, étre utilisé par les exploitants d'usine
de production d'eau potable afin de réadapter les filieres de traitement.

Cette étude a également montré que le procédé de coagulation-floculation est
largement affecté par les modifications des caractéristiques de la MON induites par les
phénomenes d'eutrophisation. Ainsi, les performances du procédé pour I'élimination de la
MON issue d'une ressource eutrophe sont réduites et les fractions HPO et HPI sont moins
bien éliminées comparativement a une MON d'origine essentiellement allochtone. Par contre,
I'abattement obtenu sur les fractions TPH des eaux impactées par le développement du
phytoplancton est meilleur. Ce phénomene nécessite d'étre plus amplement étudié notamment
par l'intermédiaire d'une caractérisation plus poussée de la composition intrinséque de ces
fractions. L'élimination de la MOA est difficile a cause de ses propriétés hydrophiles, sa faible
aromaticité, son faible poids moléculaire et son fort caractére protéique pouvant entrainer une
inhibition du procédé. Cependant, la détermination de ces propriétés ne suffit pas toujours a
prédire la réactivité des molécules, comme par exemple celle des composes transphiliques. En
effet, des phénomeénes de synergie ou de compétition entre fractions ont également été mis en
évidence et l'identification des composés responsables de ces effets devrait permettre de
mieux comprendre les mécanismes mis en jeu, et ainsi, faciliter l'optimisation du procédé.

Ce travail de thése, situé au cceur du programme pilote de recherche CYAME, a ainsi
apporté de nombreuses réponses quant aux impacts des blooms algaux et de cyanobactéries
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sur les caractéristiques de la MON. Cependant, il a également soulevé de nouvelles
interrogations, qui constituent autant de défis scientifiques a la hauteur des enjeux
environnementaux.
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Annexe 1

by

Arbre décisionnel relatif a la gestion des proliférations de
cyanobactéries dans les plans d'eau a vocation récréative.

Recommandations du Conseil supérieur d’hygiéne publique de France - 6 mai 2003

Surveillince visuelle de toutes les zones de baignade / lossirs nautiques

Surveillance renforcée® des sifes sensibles a I'eutrophisation (Secchi, variations importantes de pIH. coular...)

#Critéres : historique de proliférations, usages du site et mivean de fréguentation

Siuation ugée nomale
Pas de recommandations [*
particuli

Sihmtion jugée anormale
Observation d une efflorescence.
d’ écumes, d'un changement de coulear

Absence de

2

cyvanobacténies

«—| Prékévement pour observation microscopique |
¥

Mise en évidence de cyanobactéries (population majoritaire)

. Dénombrement cellnlaire, Repérage des zones d’ apparition d’écume ‘
identification des penres
|
¥ ¥ ¥ ¥ 4
< 20 000 cellules / ml entre = 100 000 cellules/ml = = 100 000 cellles/ml + Présence
+ 2% 20 000 et 100 000 10% 10% d’écumes ou de
Surveillance active cellules /ml +20% Quantification exprimée en Quantification exprimée en mousses
jourmahiére | | Surveillance active équivalents microcystine équivalents microcystine Interdictions de
Dénombrements au journahére IR tous les wsapes
moins hebdomadaires Dénombrements si=25pgl+ 5% ég. MCLE 51225 pgl + 5% ég. MCLE dans ces mooes.
Maintien d’une hebdomadaires Limitation de la baignade Interdiction baignade et Information  du
activité normale sur le Information du public Information du pubhc Limitation de tous loisms public. Suni du
sie nautijues déplcement des
Information du public ecumes.

Dénombrements hebdomadames et suvi des concentrations en foxmes au moms bimensuel usqu'a refour 4 I normale,
méme aprés dispantion des signes d'efflorescence et obtention de dénonibrements < 20 000 celtules / ml+ 20%

-221-



Annexes

Annexe 2 : paramétres a optimiser pour I'analyse par MALDI-TOF-MS

Dans le cadre d'une analyse par MALDI-TOF, les paramétres a optimiser pour chaque
échantillon sont:

- la longueur d'onde et I'intensité du laser

Pour obtenir une bonne désorption de l'analyte, la longueur d'onde d'irradiation du
laser doit se situer dans la zone ou les molécules a analyser absorbent. Les Substances
Humiques absorbant dans I'UV, les lasers a azote (337nm) et Nd-YAG (355nm) sont
fréqguemment utilisés. De plus, l'intensité du laser doit étre optimale : si elle est trop élevée
elle peut conduire a une fragmentation des molécules, si elle est trop faible l'ionisation sera
mauvaise.

- le choix de la matrice et le ratio analyte/matrice

La matrice protege l'analyte de I'énergie élevée transmise par le laser lors de
I'ionisation. Le choix de cette matrice dépend du type de molécule a analyser et du laser
utilisé. Les matrices les plus utilisées sont l'acide a-cyano-4-hydroxycinammique (CHCA),
l'acide 2-(4-hydroxyphénylazo)-benzoique (HABA), l'acide 2,5-dihydroxybenzoique (DHB)
et I'acide sinapinique. Selon Fuchs et al., (2010), la matrice présente en exces par rapport a
I'analyte doit:

= donner un excellent ratio signal sur bruit pour les pics d'intérét afin que la sensibilité
soit élevée,

= avoir une absorption maximale a la longueur d'onde d'émission du laser,

= donner un signal faible pour éviter les interférences avec l'analyte,

= proteger l'analyte du laser par co-cristallisation

= gviter la formation d'aggrégats (“cluster”) avec lanalyte afin d'obtenir des ions
moléculaires

- le tampon de solubilisation

Différents tampons sont utilisés pour solubiliser I'analyte (sous forme solide) lors de la
préparation de I'échantillon. Ceux-ci vont influer sur la cristallisation de I'échantillon et donc
sur la qualit¢ du signal obtenu. Les mélanges suivants sont couramment utilisés :
acetonitrile/eau (1:1), acétonitrile/0,1% Acide Trifluoroacétique TFA (7:3), NaOH
(0,036mol/L), KOH (0,036 mol/L).

- la méthode de dépdt : il existe différents modes de dépbts qui vont avoir une
influence directe sur la vitesse d'évaporation du solvant et donc sur la cristallisation de
I'échantillon dont dépend la qualité du signal (Qiao et al., 2009).

- méthode de la goutte séchée : analyte et matrice sont mélangés ensemble puis une

goutte de ce mélange est déposée sur la plaque d'échantillons et séchée a l'air libre. Les
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cristaux formés sont assez hétérogenes et se forment en périphérie du spot dans le cas de
I'utilisation du DHB.

- méthode d'évaporation rapide : la matrice est reprise dans I'acétone puis une goutte
du mélange est déposée sur la plaque jusqu'a évaporation du solvant. Ensuite, I'analyte est
déposé sur la couche de matrice. Les cristaux obtenus sont plus homogeénes et plus petits.

- méthode de la couche superposée : le principe est identique a la méthode précédente
sauf qu'un mélange matrice/analyte est déposé sur la couche de matrice cristallisée.

- méthode d'évaporation lente (quelques heures) : cette méthode est utilisée pour

I'analyse des échantillons fortement contaminés par les sels. La cristallisation lente produit un
cristal de matrice dans lequel I'analyte est incorporé sans les sels.

- 223 -






Résumé

Résume :

Les phénomenes d'eutrophisation induisent de nombreux impacts négatifs sur les écosystémes
aquatiques mais également sur les usages des ressources en eaux. lls conduisent a la prolifération du
phytoplancton, qui, par son activité métabolique et sa sénescence, génére une grande quantité de
Matiére Organique Algale (MOA) dont la composition et la réactivité different de celles de la Matiere
Organique issue du milieu Naturel (MON).

L'évolution des caractéristiques de la MOA a été étudiée sur des cultures mono-spécifiques d'algues et
de cyanobactéries, de sa production au cours de la formation du bloom a son humification. Des
fractions de MOA extraites selon leur caractere hydrophobe ont été caractérisées par spectroscopie UV
et de fluorescence, ultrafiltration et spectrométrie de masse (MALDI-TOF). Des propriétés spécifiques
a la MOA ont ainsi été mises en évidence et reliées aux observations sur le terrain.

Une étude in-situ sur un plan d'eau hypereutrophe de la région Limousin a été menée sur une période
de 18 mois. Les apports récurrents en MOA perturbent la dynamique de la MON de la ressource et
modifient ses caractéristiques en augmentant la part de composés hydrophiles, en accord avec les
observations en laboratoire.

Ces changements qualitatifs et quantitatifs ont également des conséquences sur les procédés de
traitement des eaux et notamment sur la coagulation-floculation. Les performances du procédé
appliqué a une eau riche en MOA sont ainsi réduites par rapport a une eau non eutrophe; les fractions
hydrophobes et hydrophiles sont les plus impactées. Les mécanismes mis en jeu dans I'élimination de
matiéres organiques d'origines variées ainsi que le réle de chaque fraction ont pu étre identifiés.

Mots clés : eaux naturelles, eutrophisation, coagulation-floculation, matiére organique, fractionnement
hydrophobe, poids moléculaire apparent, fluorescence.

Evaluation of the impacts of algal and cyanobacterial blooms on the characteristics of
organic matter from natural waters

Abstract :

Eutrophication phenomena adversely impact ecosystems and disturb the uses of the affected
water resources. They lead to phytoplanktonic proliferations resulting in a large quantity of Algal
Organic Matter (AOM) due to metabolic activity and senescence of populations. The composition and
reactivity of AOM differ from those of Natural Organic Matter (NOM).

The AOM evolution was studied from its production by blooms formation to the humification stage,
on laboratory cultures of mono-specific species of algae and cyanobacteria. Fractions of AOM
extracted according to hydrophobicity were characterized by UV and fluorescence spectroscopy,
ultrafiltration and mass spectrometry (MALDI-TOF). Some specific properties of AOM were thus
determined. These properties were in agreement with the in-situ observations.

An in-situ monitoring program was conducted on an hypereutrophic pond in the Limousin area over a
18 months period. Recurrent inputs of AOM disturb the NOM dynamics and modify its characteristics
by increasing the hydrophilic part, in agreement with the laboratory observations.

These qualitative and quantitative changes also affect drinking water treatment processes and
especially coagulation-flocculation. Efficiency of the process applied to an eutrophic water was thus
reduced compared to a non eutrophic water; both hydrophobic and hydrophilic fractions were the most
impacted. Mechanisms involved in the elimination of organic matters from various origins and the role
of each fraction were also identified.

Keywords : natural waters, eutrophication, coagulation-flocculation, organic matter, fractionation
according hydrophabicity, apparent molecular weight, fluorescence.



