- . -

B - "I B RAPPORT DE RECHERCHE

Projet Seine-Aval 5
MOSAIC

« Dynamique de la Matiere Organique dans le bouchon vaSeux
de I'estuAire de Seine en lien avec les nutriments et les

Contaminants organiques »

Coordination : Arnaud Huguet

Co-auteurs : Alexandre Thibault, Céline Roose-Amsaleg, Edith Parlanti,
Anniet Laverman, Laura Fuster, Hélene Budzinski, Eric Viollier

GIP Seine-Aval

GROUPEMENT DINTERET PURLIS




TABLE DES MATIERES

RESUME EXECUTIF

SCIENTIFIQUES AYANT PARTICIPE AU PROJET

PARTICIPANTS AU SUIVI DE PROJET

RESULTATS

Introduction

1 Stratégie d’échantillonnage
2 Description des principaux résultats
2.11. Tache Dynamique de la matiére organique
2.1.1 Dynamique de la MO sous ses différentes formes dans I'estuaire de Seine
2.1.2 Suivi resserré de la dynamique de la MOD dans I'estuaire de Seine
2.1.3 Synthése des résultats obtenus sur la dynamique de la MO
2.2 Tache Dynamique des contaminants
2.2.1 Descriptif et choix des molécules
2.2.2 Etat des lieux de la contamination et partition le long de I'estuaire de Seine
2.2.3 Variabilités temporelles sur la contamination
2.3 Tache Dynamique des nutriments et métabolismes
2.3.1 Introduction
2.3.2 Matériel et méthodes
2.3.3 Résultats et discussion
2.4 Dynamiquecroiséedelamatiereorganique,descontaminants etdesnutriments
2.4.1 Base de données
2.4.2 Croisement des données
Conclusion

BIBLIOGRAPHIE

ANNEXES

10
10
10
19
33
37
37
40
43
47
47
47
48
57
57
59
70

72

77



RESUME EXECUTIF

La sauvegarde des estuaires et de la qualité de leur eau représente un défi de société
majeur au vu de la pression croissante exercée sur ces écosystémes. Ceci est
particulierement vrai pour I'estuaire de Seine, dont le bassin contient 'une des plus grandes
mégapoles d’Europe. La qualité et la quantité de matiére organique (MO) — ensemble de
macromolécules issues de la dégradation de matériel biologique animal ou végétal, d’origine
terrestre ou aquatique — sont des parameétres clefs influencant la qualité de l'eau et les
processus biogéochimiques en milieu estuarien. Les mécanismes impliqués dans le
transport et la transformation des contaminants et des nutriments dans les estuaires, comme
celui de la Seine, vont fortement dépendre de la taille, la structure et la biodisponibilité de la
MO. Il apparait donc indispensable d’étudier plus précisément la nature et les
caractéristiques de la MO afin de mieux comprendre son influence sur la dynamique des
contaminants et des nutriments lors de leur transit des eaux fluviales vers le milieu marin.
Elucider la dynamique de la MO en milieu estuarien demeure cependant un véritable défi, de
par (i) la nature hétérogéne de cette derniére et (i) la grande variabilité des processus
environnementaux et physiques dans les estuaires.

Le projet MOSAIC avait pour but de
contraindre les sources et le devenir de la MO
dans l'estuaire de Seine au niveau global et m MO-
moléculaire, et de déterminer sa variabilité

spatio-temporelle. Nous avons en paralléle o) ;‘ - Nut |
cherché a étudier I'influence des modifications - a ‘
qualitatives et quantitatives de la MO sur la Phase S -
dynamique des nutriments et de deux classes dissoute Sédiment
de contaminants (hydrocarbures aromatiques

polycycliques - HAP et composés
pharmaceutiques) dans l'estuaire de Seine.

Afin d’atteindre ces objectifs, 5 campagnes
d’échantillonnage ont été réalisées sur le ‘
navire Cotes de la Manche (CNRS/INSU) entre ‘

janvier 2015 et avril 2016. Ces campagnes ont ,
couvert les différentes parties de I'estuaire : en Phase = Phase
amont (Rouen / Caudebec), dans le bouchon colloidale particulaire
vaseux (BV, zone de turbidité maximale, entre

Fatouville et Tancarville) et en aval de ce .
¢

dernier (Honfleur ou La Carosse). Des e\"-‘/

prélevements d'eau (environ 500 pour ' co mo-

, - co

'ensemble des campagnes) et de sédiment (8 4 a8
carottes de 10 cm) ont été effectués dans

chaque partie de I'estuaire.

Les caractéristiques de la MO sous ses différentes formes (dissoutes - MOD ;
particulaire - MOP ; sédimentaire) ont été déterminées au niveau global et moléculaire.
L’analyse en composantes principales réalisées a partir de ces données a montré une forte
variation de la signhature de la MO entre les compartiments, la composition de la MOD
différant de maniére significative de celle de la MOP et MO sédimentaire. La datation des
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échantillons au 14C a par ailleurs révélé I'age récent (> 1950) de la MOD et de la MOP,
contrairement a la MO sédimentaire, dont I'age (jusqu’a 1000 ans B.P. -Before Present-)
dépend fortement de la saison et des conditions hydroclimatiques associées. La variabilité
spatiale des caractéristiques de la MO le long de I'estuaire a également été mise en avant.
Ainsi, le mélange des eaux douces et marines semble étre le principal facteur contrélant la
composition de la MO dans 'estuaire, comme le révéle (i) 'augmentation linéaire du 613C de
la MOP de 'amont vers l'aval et (ii) la diminution concomitante de la diversité moléculaire de
la MOD (ca. 5000 molécules en amont vs. 2700 a 'aval). Par ailleurs, la dilution non linéaire
de la MOD colorée et/ou fluorescente le long de 'estuaire a montré le caractére hautement
dynamique de la MOD, qui ne résulte pas uniquement d’'un mélange des eaux douces et
marines, mais subit des transformations de I'amont vers 'aval et est soumise a des apports
variés. La combinaison des analyses isotopiques et moléculaires de la MO indique en outre
une origine principalement autochtone de cette derniére dans l'estuaire, méme si des
composes d’origine terrigéne ont pu étre détectés dans les différents échantillons. Enfin, des
variations saisonniéres de composition de la MO ont, dans une moindre mesure, été
observées, les analyses spectroscopigues montrant par exemple que la MOD est plus
aromatique et a une masse plus élevée en hiver qu’en été.

En parallele, nos résultats ont également montré que les nutriments et une grande
partie des éléments traces avaient un comportement conservatif dans I'estuaire. Différents
processus biogéochimiques transforment les nutriments en dégradant la MO. Nous avons
cherché a inventorier les activités et les micro-organismes associés aux cycles
biogéochimiques dans I'eau et les sédiments de I'estuaire, avec un focus particulier sur le
cycle de I'azote. La colonne d’eau et en particulier le bouchon vaseux montre une disparition
de nitrate, une production de N20O et une abondance trés importante de bactéries
dénitrifiantes. Ceci indique une activité dénitrifiante dans cet environnement globalement
oxique et suggere la présence de microniches anoxiques dans les matiéres en suspension
de la colonne d’eau pour permettre a ce processus d’avoir lieu. Les taux de réduction de
nitrate sont beaucoup plus élevés (facteur 1000) dans les sédiments en raison de conditions
plus favorables, a savoir la présence de matiére organique et I'absence d’oxygéne. Il en
découle que les sédiments se comportent comme des puits de NO3-. La dégradation de la
MO dans les sédiments entraine un flux d’ammonium émis par les sédiments.

Les analyses de contaminants organiques ont montré que les HAP légers étaient
présents préférentiellement dans la phase dissoute et les plus lourds dans le sédiment et la
phase particulaire, et que leur concentration dans l'eau était fortement liée a la marée
(diminution d’'un facteur 2 & 3 entre la pleine mer et la basse mer). A linverse, la teneur en
HAP dans la phase particulaire est globalement constante aux périodes étudiées. En
parallele, un screening des composés pharmaceutiques a été réalisé sur un panel
d’échantillons, permettant d’identifier 8 molécules « traceurs », considérées comme
représentatives de I'ensemble des composés. Ces derniers sont faiblement concentrés dans
les sédiments et dans la phase particulaire, et ont majoritairement (99%) été détectés dans
la phase dissoute. Les concentrations en composés pharmaceutiques sont globalement
stables en amont et dans le bouchon vaseux, et diminuent uniquement a 'embouchure. Par
ailleurs, elles sont fortement dépendantes de la marée (basse mer vs. pleine mer) et des
conditions hydrologiques (débit et hauteur d'eau). Ainsi, a Fatouville et Honfleur, les
concentrations en composés pharmaceutiques peuvent varier jusqu’a 80 % en quelques

heures en période de bas débit (mesuré a Poses) et de fort coefficient de marée.



Dans un dernier temps, les dynamiques de la MO, des contaminants et des nutriments
ont été examinées conjointement. Nous avons montré que les variations a la fois qualitatives
et quantitatives de la MOD influencent directement les concentrations en composés
pharmaceutiques et HAP dans la phase dissoute. Certains constituants de la MOD
interagissent plus particulierement avec les contaminants organiques. Les interactions MO-
contaminants organiques dépendent de la nature de la MO et des contaminants. La
dynamique de la MOD et des contaminants organiques, interdépendantes, montrent une
forte variabilité saisonniére. Par ailleurs, la concentration en HAP, normalisée a la teneur en
carbone organique de la MO, diminue le long de l'estuaire dans la phase particulaire et
augmente en paralléle dans le sédiment. On observe donc une accumulation des HAP dans
le compartiment sédimentaire & I'embouchure de l'estuaire de Seine. De méme, la
dynamique de la MO et celle des composés azotés sont étroitement liées. L’estuaire a ainsi
un fort potentiel & épurer les charges importantes en azote qu’il contient comme le montrent
de facon concordante les nombres de micro-organismes dénitrifiants, les taux de réduction
de nitrates et les fortes teneurs en MO métabolisables par les micro-organismes.

Au final, le projet MOSAIC a démontré, via des approches distinctes et
complémentaires, les interactions étroites entre dynamique de la MO, des contaminants et
des nutriments dans la colonne d’eau et le sédiment. Les nombreux résultats obtenus,
regroupés dans une base de données a disposition de la communauté scientifique, pourront
servir a alimenter les modéles de dynamique biogéochimique de I'estuaire de Seine.
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RESULTATS

Introduction

La qualité et la quantité de matiere organique (MO) — ensemble de macromolécules issues
de la dégradation de matériel biologique animal ou végétal, d’origine terrestre ou aquatique —
sont des paramétres clefs influengant la qualité de I'eau et plus globalement les processus
biogéochimiques en milieu estuarien. Les sources de MO dans les estuaires sont multiples :
autochtone naturelle (algues, bactéries, macrophytes), allochtone naturelle (issue des sols)
et allochtone anthropique (rejets urbains domestiques et industriels). Les mécanismes
impliqués dans le transport et la transformation des contaminants et des nutriments dans les
estuaires, comme celui de la Seine, vont fortement dépendre de la taille, la structure et la
biodisponibilité de la MO. Il apparait donc indispensable d’étudier plus précisément la nature
et les caractéristigues de la MO afin de mieux comprendre son influence sur la dynamique
des contaminants et des nutriments lors de leur transit des eaux fluviales vers le milieu marin
et plus globalement son réle sur les propriétés de I'eau dans les estuaires. Par ailleurs, la
MO joue un réle clef sur la production bactérienne et les processus trophiques en milieu
estuarien, en servant plus particulierement de substrat aux microorganismes. L'étude des
facteurs contrélant le transfert, la production, la consommation et I'accumulation de la MO en
milieu estuarien revét donc une importance écologique et biogéochimique.

Elucider la dynamique de la MO en milieu estuarien demeure cependant un véritable défi, de
par (i) la nature hétérogéne de la MO, constituée d’'une grande diversité de composés, de
différentes tailles et avec différentes propriétés physico-chimiques et (ii) I'état dynamique de
ce matériel, soumis en permanence a des cycles de synthése biologique, métabolisation et
décomposition. La forte variation des parametres environnementaux en milieu estuarien (e.g.
lumiere, salinité) sous l'effet des marées et en fonction des saisons peut profondément
modifier les caractéristiques de la MO, ce qui y complique I'étude de ce matériel et de ces
interactions avec les contaminants et les nutriments. Ceci est particulierement le cas dans le
bouchon vaseux (BV), soumis a des cycles de sédimentation/remise en suspension et a des
migrations longitudinales liées au débit du fleuve et a la marée.

Le projet MOSAIC se propose de déterminer les caractéristiques globales et moléculaires de
la MO dans la colonne d’eau (compartiments dissous/colloidal, particulaire) et dans le
sédiment a différents points de I'estuaire, c’est-a- dire dans le bouchon vaseux ainsi qu’en
amont et en aval de ce dernier. Nous avons en parallele cherché a étudier l'influence des
modifications qualitatives et quantitatives de la MO sur la dynamique des nutriments et de
deux classes de contaminants (hydrocarbures aromatiques polycycliques - HAPs et
composés pharmaceutiques) dans I'estuaire de Seine.

La détermination des différentes sources/qualités/réactivités de la MO tout au long de
'estuaire est au coeur du projet MOSAIC, de méme que I'étude de la variabilité spatio-
temporelle de ces caractéristiques. Connaitre le substrat organique, c’est connaitre son
potentiel de libération/rétention des nutriments ou des contaminants organiques sur des
échelles de temps allant de courte (cycle de marée) a saisonniére, voire pluriannuelle.



Le projet avait pour objectif de répondre aux trois questions suivantes :

1. Quelle est la dynamique de la MO dans le BV et I'estuaire de Seine ?

2. Comment est-elle liée a celle des contaminants organiques et des nutriments ?

3. Quel est I'impact des variations saisonniéres et des conditions environnementales
dans l'estuaire sur les caractéristiques de la MO, sur les interactions MO-
contaminants dans les phases particulaires et dissoutes et sur la dynamique des
nutriments ?

Stratégie d’échantillonnage

Les résultats obtenus dans le cadre du projet MOSAIC résultent de cing campagnes
d’échantillonnage, réalisées sur le navire CNRS/INSU Cétes de la Manche : deux
campagnes SYNAPSES, effectuées en janvier et juillet 2015 (coordinateur : R. Verney,
IFREMER), et trois campagnes DYNAMOSEINE (coordinateur : A. Huguet), effectuées en
avril et septembre 2015 et en avril 2016. Les conditions hydroclimatiques contrastées de ces
campagnes nous ont permis d’étudier I'impact de la variabilité temporelle sur la dynamique
de la MO, des contaminants et des nutriments et nous ont permis d’atteindre 'ensemble des
objectifs prévus initialement dans le projet. Les paramétres environnementaux
correspondants ont été mesurés lors de chague campagne et sont fournis dans la base de
données.

La stratégie d’échantillonnage est récapitulée dans le tableau 1. Les campagnes
SYNAPSES ont servi uniquement a compléter I'étude de la dynamique saisonniére de la
MO, les campagnes DYNAMOSEINE ayant quant a elles réuni 'ensemble des participants
du projet MOSAIC. L’échantillonnage a couvert I'ensemble de [lestuaire: I'amont
(Rouen/Caudebec), le BV (Fatouville/Tancarville) et 'aval (Honfleur/La Carosse) de I'estuaire
(Fig. 1). Un transect entre Caudebec et Rouen (13 points d’échantillonnage ; Fig. 1) a par
ailleurs été réalisé lors de la campagne d’avril 2016. Les coordonnées GPS des différents
points de prélévement sont précisées dans la base de données.

- Cycles de|1/2 cycles L
Campagne Période Y . y Gros volume Sédiment
marée de marée
21 au 24 Fatouville
SYNAPSES 1 janvier . Tancarville
Tancarville
2015
DYNAMOSEINE | 26 au 29 | Fatouville ;|Honfleur ;| 4 sites des cycles | Fatouville ;
LEG 1 avril 2015 | Tancarville Caudebec et 1/2 cycles Tancarville ; Honfleur
17 au 20| Fatouville Tancanvile - La
SYNAPSES 2 juillet Tancarville ; Carosse '
2015 La Carosse
DYNAMOSEINE ig tzlrjnbzrz Fatouville ;| Honfleur ;|4 sites des cycles | Fatouville ;
LEG 2 2025 Tancarville Caudebec et 1/2 cycles Tancarville ; Honfleur
Rouen ; Caudebec Rouen ; Tancarville ;
DYNAMOSEINE | 23 au 26 | Fatouville ;|Honfleur ;|; Tancarvile ; FatouviI,Ie ) La;
2 avril 2016 | Tancarville La Carosse |Fatouville ; La '
Carosse
Carosse

Tableau 1. Récapitulatif de la stratégie d’échantillonnage du projet MOSAIC (janvier 2015 a avril 2016).




Figure 1. Répartition des sites d’échantillonnage des campagnes SYNAPSES et DYNAMOSEINE le long
de P’estuaire de Seine.

De petits prélevements d’eau (quelques litres) ont été effectués toutes les heures au
cours des cycles de marées en subsurface, a mi-profondeur et au fond de la colonne d’eau
(soit 12 prélévements par cycle de marée ou 6 par demi-cycle). Les échantillons, destinés
aux analyses de matiére organique dissoute (MOD), ont été filtrés a 0,7 um sur des unités en
polyéthyléne (Nalgene®) sur le bateau (filtres Whatman GF/F pyrolysés a 450°C pendant 1
heure) immédiatement aprés leur prélévement puis conservés a 4°C au réfrigérateur et a
labri de la lumiere avant leurs analyses. Cette filtration permet de séparer la phase
particulaire qui reste sur le filtre de la phase dissoute/colloidale. Les échantillons destinés
aux analyses des contaminants organiques ont été filtrés (filtres Whatman GF/F 0,7 um
pyrolysés) sur des unités en polyéthylene (Nalgéne®) pour I'ensemble de molécules
analysées, exceptée pour les eaux destinées a I'analyse des HAP qui ont été filtrées sur des
unités en verre. Ces échantillons ont ensuite été conservés congelés a -20°C avant
analyses. Les échantillons destinés a l'analyse des nutriments ont été filtrés a 0.22 pm
immédiatement apres le prélévement (Minisart Sartorius PES) et conservés au réfrigérateur
avant le transport vers le laboratoire. De gros volumes d’eau (environ 100 litres) ont
également été prélevés a mi-fond a I'aide d’'une pompe Spido (Ecc Pro 300) - en ciblant le
maximum de turbidité a Tancarville et Fatouville, et la pleine mer a Honfleur et la Carosse -
puis filtrés (filtres Whatman GF/F 0,7 um pyrolysés) sur le bateau pour séparer la MO
particulaire (retenue par le filtre) de la MO dissoute. Les échantillons filtrés ont ensuite été
concentrés et dessalés au laboratoire par osmose inverse et électrodialyse en vue des
analyses de la MOD au niveau structural (cf. paragraphe suivant).

Enfin, des carottes de sédiment d’'une dizaine de centimétres ont été prélevées dans le
chenal a l'aide d’'un carottier UWITEC dans la zone du bouchon vaseux, a La Carosse et
dans le port de Rouen. Les stations de Honfleur, trop sableuse et la station de Caudebec
(zone a galets) n'ont pu étre prélevées par cette technique. L’eau porale a été récupérée
tous les cm (entre 0 et 10 cm) a l'aide d’échantillonneurs in situ de type « Rhizon »
(Rhizosphere RP, 0,2 pum) et stockées a 4°C. Les carottes sédimentaires (90 mm de
diameétre et de 20 a 40 cm de hauteur) ont ensuite été découpées sur le pont arriere en
tranches d’1 cm, qui ont été congelées a -20°C puis lyophilisées en vue des différentes
analyses (MO, CHNS, granulométrie). L’étude des contaminants organiques a été réalisée
sur du sédiment prélevé a l'aide d’'une benne Shipeck sur 'ensemble des stations MOSAIC
sauf & Caudebec (zone a galets).



Description des principaux résultats

|. Tache Dynamique de la matiére organique

Cette partie du projet a consisté a déterminer et comparer les caractéristiques de la MO a
différentes échelles — globale (i.e. la MO prise dans son ensemble) et moléculaire — entre
I'amont et I'aval du BV. A notre connaissance, a ce jour, la MO estuarienne n’a été que trés
rarement caractérisée au niveau moléculaire (e.g. Koprinvjak et al., 2009 ; Helms et al.,
2015), les études réalisées jusqu’a présent en milieu estuarien, notamment dans I'estuaire
de Seine (e.g. projet CYMES, Seine-Aval 3, 2007) se limitant a I'échelle globale. Les
caractérisations a I'échelle moléculaire sont pourtant indispensables afin de déterminer avec
précision le réle de la MO sur la dynamique des contaminants et des nutriments en milieu
estuarien.

Des analyses ont par ailleurs été effectuées sur I'ensemble des compartiments de la
MO afin d’avoir 'image la plus compléte de ce matériel : la MO sédimentaire d’une part ; la
MO aquatique d’autre part, ou I'on peut distinguer (i) la MO particulaire (MOP), retenue par
filtration des échantillons, et (i) la MO dissoute/colloidale (MOD). Comme détaillé ci-
dessous, 'ensemble des caractérisations nous ont permis de suivre I'évolution qualitative et
guantitative de la MO sous ses différentes formes et ont fourni des informations
complémentaires sur l'origine, la dynamique et le devenir de ce matériel complexe dans
'estuaire de Seine.

Les données obtenues reposent sur :

- un suivi « espacé » des caractéristiques de la MO, correspondant au prélevement
d'un échantillon d’eau et de sédiment par site et par campagne (16 échantillons au
total) dans le but d’analyser la MO sous ses différentes formes (MO sédimentaire,
MOD, MOP). Les contraintes analytiques, en termes notamment de quantité de
matériel requis et de colt, ne permettent pas d’analyser un plus grand nombre
d’échantillons.

- un suivi « resserré » des caractéristiques de la MOD suite au prélévement de petits
volumes d’eau au cours de cycles de marée tout au long de I'estuaire (ca. 500
échantillons)

La suite de cette section présentera les principaux résultats obtenus a partir de chaque suivi.

Dynamique de la MO sous ses différentes formes dans I’estuaire de Seine

Dans cette partie, la MO a été caractérisée sous ses différentes formes (dissoute,
particulaire et sédimentaire) au niveau global et structural, fournissant des informations a la
fois quantitatives et qualitatives sur ce matériel le long du continuum eau-sédiment.

Concentration et dessalement des échantillons d’eau pour analyses de la
MOD

La plupart des études lites a la MO en milieu estuarien concernent les compartiments
particulaires et sédimentaires. La caractérisation de la matiére organique dissoute, fortement
diluée (quelques mg/l en milieu estuarien), chimiquement complexe et associée a de fortes
salinités en milieu marin constitue en effet un défi international. Elle nécessite d’en isoler des
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guantités suffisantes (20 a 100 mg de C) pour réaliser des analyses élémentaires ou
moléculaires de ce matériel, tout en enlevant les sels et sans en modifier la composition.

Afin d’atteindre cet objectif, une méthode originale et innovante, disponible a ce jour dans
un seul autre laboratoire au niveau mondial (Koprinvikak et al.,, 2006, 2009) a été
développée a [I'Université de Bordeaux: il s’agit de l'osmose inverse couplée a
I'électrodialyse (OI/ED). La MOD et les sels sont retenus et concentrés par une membrane
d’osmose inverse qui ne laisse passer que les molécules d’eau, et les sels sont ensuite
retirés de la solution par électrodialyse pour que les analyses moléculaires soient possibles.

Cette méthode a été optimisée au début du projet en utilisant 40 litres d’eau (conductivité :
520 uS/cm ; pH 8.4) prélevés dans la partie fluviale de la Seine, & Herblay (environ 30 km en
aval de Paris). Ces 40 litres ont été filtrés & 0,7 um sur des filtres en fibre de verre (GF/F
Whatman) afin de séparer la MOP de la MOD. L’échantillon filtré a ensuite été concentré par
Ol et ramené a 4,5 litres. Le volume restant a ensuite été dessalé par ED afin d’atteindre la
conductivité la plus basse possible (conductivité finale : 33 uS/cm). Des aliquotes ont été
prélevés tout au long de la concentration par Ol et du dessalement par ED et ont montré que
la qualité de la MOD fluorescente n’avait pas été modifiée lors du traitement de I'échantillon,
malgré des pertes de l'ordre de 40 a 50%. Le couplage de I'Ol et de 'ED permet donc
d’obtenir un échantillon représentatif de I'échantillon de départ. Cette méthode a été utilisée
pour isoler la MOD des échantillons des différentes campagnes, en partant de volumes
d’eau d’approximativement 100 litres. Aprés concentration par Ol et dessalement par ED, les
échantillons sont concentrés a I'évaporateur rotatif jusqu’a I'obtention d’'un volume d’eau
résiduel (environ 100 ml) puis sont congelés a -20 °C et lyophilisés. Lors de ces différentes
étapes, la qualité de la MOD a été testée par fluorescence tridimensionnelle et montrait peu
de variations. La poudre ainsi obtenue peut ensuite étre soumise aux mémes analyses que
la MOP et le sédiment.

Analyses de la MO au niveau global

Analyses élémentaires et isotopiques

Les analyses élémentaires (teneur en carbone et azote) et isotopiques en carbone (5°C)
de la MO sont classiquement utilisées, pour les phases particulaires et sédimentaires, pour
déterminer la ou les source(s) du matériel organique en milieu estuarien - autochtone (i.e.
produit in situ, plancton estuarien) et/ou allochtone (i.e. matériel d’origine terrigéne) - et son
degré de dégradation. De telles analyses ont été effectuées sur 'ensemble des échantillons
de MOD, MOP et MO sédimentaire obtenues au cours des différentes campagnes du projet
(Tableau 1).

On note tout d’abord que le rapport C/N de la MOP et la MO sédimentaire est compris entre
10 et 12 pour I'ensemble des échantillons, la MOD présentant des valeurs légérement
supérieures (entre 12 et 15 ; Fig. 2). Les végétaux terrestres sont principalement composés
de lignine et de cellulose, qui sont pauvres en azote et présentent des rapports C/N
généralement supérieurs a 20 et pouvant atteindre 500 (Hedges et al., 1997). Les
(macro)molécules constitutives des algues et des bactéries vivant dans I'estuaire (colonne
d’eau et/ou sédiment) sont caractérisées par des teneurs moyennes en azote plus elevées
que celles des végétaux terrestres (Talbot et Johannessen, 1992) et sont plus labiles,
conduisant a des rapports C/N généralement inférieurs a 10 (Meyers, 1994).
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Figure 2. Valeurs du rapport C/N et du 813C de la MO sous ses différentes formes (MOP, MOD, MO
sédimentaire) tout au long de I’estuaire. La taille des cercles est directement liée a la teneur en carbone

organique des échantillons.
Dans l'estuaire de Seine, les valeurs du rapport C/N (Fig. 17) sont intermédiaires entre

celles des algues/bactéries et des végétaux terrestres et montrent que la MO résulte du
mélange de matériel terrigéne et autochtone (produit dans la partie fluviale ou marine).
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Figure 3. Variation de la composition isotopique en *3C de la MO sous ses différentes formes (MOD, MOP,
MO sédimentaire) de I’'amont vers I’aval de I’estuaire de Seine.

Les valeurs du &C de la MO permettent, de maniere complémentaire au rapport C/N,
d’évaluer l'origine de la MO en milieu estuarien. La MO marine présente en général des
valeurs de 8%C comprises entre -21 et -18 %o (e.g. Wada et al., 1987). Le 6C de la MO
fluviale dépend lui des contributions relatives de la MO terrigéne (-25 a -33 %o) et de la MO
autochtone, principalement le phytoplancton d’eau douce (-25 & -33 %o ; Middelburg et
Niewenhuize, 1998). Quel que soit le compartiment considéré (MOD, MOP ou sédiment), on
note une augmentation du d'3C le long de l'estuaire de Seine (Fig. 3). La signature
isotopique en 2C permet ainsi de discriminer le type de MO présent dans les différentes
parties de I'estuaire (amont, BV et aval).

L’augmentation linéaire du &C de la MO le long de I'estuaire est indépendante de la
saison et indique que la composition de la MO dans I'estuaire de Seine est principalement
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contrélée par le mélange des masses d’eaux douces et marines. Cela pourrait également
expliquer la diminution de la diversité moléculaire de la MOD déduite des analyses de
spectrométrie de masse haute résolution (ca. 5000 molécules en amont vs. 2700 a
aval). L’enrichissement en d'°C de la MO de I'amont vers l'aval a été observé dans de
nombreux estuaires autour du monde (e.g. Zong et al., 2006 ; Yu et al., 2010). Les valeurs
de 5®C et du rapport C/N observées dans les parties fluviales et marines de 'estuaire de
Seine sont en bon accord avec celles typiqguement rapportées dans la littérature (Lamb et al.,
2006 et références incluses).
Datations au 4C de la MO

En plus des analyses élémentaires et isotopiques, des datations au **C de la MO ont été
effectuées afin d’estimer 'age de ce matériel. Afin de dater uniquement le carbone organique
et d’éliminer le carbone inorganique, les échantillons de MOP et MO sédimentaire ont
préalablement été décarbonatés (traitement avec une solution HCI 3M), prétraitement qui
n’est pas nécessaire pour la MOD ne contenant plus de carbonates aprés dessalement par
électrodialyse.

Les mesures de “C ont été réalisées au niveau de la plateforme nationale ARTEMIS du
CNRS sur les échantillons de MOD, de MOP, et les sédiments prélevés a 0-1 et 9-10 cm de
profondeur. L’age obtenu est exprimé en BP (Before Present; Fig. 4). Pour ce type
d’analyses, le présent correspond a l'année 1950, date ou l'atmosphére n’était pas
contaminée en *C par les nombreux essais nucléaires des années 1960.

Présent
] g : o

250

Age BP

Fato o

750

:

1000 YPassé
MOD MOP SED SED
0-1cm 9-10cm

Figure 4. Age moyen du carbone organique constituant la MO dissoute, particulaire et sédimentaire
obtenu aprés datation au **C (plateforme ARTEMIS).

Les datations au *C ont révélé 'age moderne (dizaine a quelques dizaines d’années) de la
MOD et de la MOP, quel que soit le lieu de prélevement le long de I'estuaire. A 'opposé, I'on
observe une forte variabilité de 'dge moyen de la MO sédimentaire, de moderne a environ
1000 ans. Il est important de préciser que les datations effectuées fournissent 'dge moyen
des milliers de molécules individuelles constituant la MO, qui présentent des signatures
isotopiques trés variées. Ainsi méme si la plupart des molécules constitutives de la MO ont
été produites récemment, il suffit qu’une faible proportion d’entre elles aient une signature
14C ancienne pour que I'age moyen de la MO augmente fortement. De nombreux paramétres
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peuvent en effet influencer 'age de la MO estuarienne. Ainsi, le lessivage des sols
transporte jusqu'a l'estuaire du matériel organique allochtone dont I'dge, trés variable,
dépend directement de celui du dépbt des sols. Les changements de végétation et de
précipitation le long des bassins versants modifient la quantité de MO issue des sols, qui va
se mélanger a la MO autochtone, produite dans le milieu estuarien. Les changements de
productivité phytoplanctonique, liée entre autres a la température de I'eau et a la quantité de
nutriments, vont également modifier la quantité et la qualité de la MO. Au final, 'ensemble
des processus sus-cités présentent une dynamique spatio-temporelle importante et
complexe, expliquant les fortes variations des caractéristiques de la MO, dont 'age de cette
derniere, en milieu estuarien. Ainsi, en mer Baltique — mer intracontinentale assimilable a un
estuaire — il a été observé que I'age “C moyen du sédiment différait d’environ 600 ans entre
deux carottes prélevés dans la méme zone (dge moyen de 620 ans pour la premiere carotte
et 1200 ans pour la seconde) et variait également avec la profondeur (variation de 200 ans ;
Lougheed et al., 2017). Cette forte variabilité spatio-temporelle se retrouve de la méme
maniére dans les sédiments de I'estuaire de Seine.

Comme le montre la figure 5, 'dge de la MO sédimentaire du bouchon vaseux est
directement lié aux conditions hydrodynamiques dans l'estuaire de Seine. On peut ainsi
supposer que les fortes marées conduisent a une remise en suspension du sédiment
superficiel « frais », laissant en surface un matériel organique ancien, a 'opposé des marées
de faibles amplitudes, qui conduisent au dépodt de MO plus récent au fond de la colonne
d’eau. Cette hypothése expliquerait 'age plus élevé de la MO sédimentaire observé lors des
campagnes de vives-eaux de septembre 2015 et avrii 2016 (coefficients de marée
supérieurs a 75) par rapport a celle de mortes-eaux réalisée en avril 2015 (coefficient de

marée inférieur a 50).
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Figure 5. Relation entre I’age moyen du carbone organique constituant la MO sédimentaire du bouchon
vaseux (Fatouville et Tancarville) et le coefficient de marée lors des différentes campagnes du projet
MOSAIC.

Au final, les datations au *C ont montré que la MO sédimentaire présentait un age
globalement supérieur a celui de la MOP et de la MOD. Ce résultat indique le caractere plus
dégradé du matériel organique dans le sédiment par rapport a la colonne d’eau, cette
tendance étant amplifiée lors de fortes marées.
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Principales conclusions :
v" La composition de la MO varie le long de l'estuaire de Seine, et est
principalement contrélée par la rencontre des eaux douces et marines.

v. La MO sédimentaire présente un caractéere plus dégradé que la MO
particulaire et dissoute. Les caractéristiques globales de la MO sédimentaire, en
particulier son age moyen, sont fortement dépendantes des conditions
hydrodynamiques, a I'inverse de la MOD et de la MOP.

Analyses de la MO au niveau structural : Résonance magnétique nucléaire du
carbone a I’état solide (RMN 3C)

Les analyses effectuées précédemment nous ont permis de déterminer les caractéristiques
globales de la MO. Il est cependant essentiel d’examiner de maniére plus approfondie la
composition chimique de la MO, cette derniere influengant directement les différents
processus biogéochimiques (transfert des contaminants, transformation des nutriments et
activité des microorganismes associés etc.) se déroulant en milieu estuarien.
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Figure 6. Exemple d’un spectre RMN du 3C (MOD prélevée a Caudebec en avril 2015) et déplacements
chimiques associés aux principaux groupements fonctionnels carbonés.

La résonance magnétique nucléaire du carbone (RMN 3C) a I'état solide est une méthode
d’analyse semi-quantitative permettant de déterminer les principaux groupements
fonctionnels liés aux atomes de carbone. On peut distinguer six grands types de fonctions
carbonées, présentées dans I'ordre croissant de leurs déplacements chimiques (e.g. Fig. 6) :
les C aliphatiques (CHs, CH, et CH) ; les groupements méthoxy (OCHs) ; les C de type
alkoxy (C-O) ; les C anomériques (O-C-O) ; les C aromatiques ; les fonctions carboxyliques
(COOH). Ces différentes fonctions ont été observées sur les spectres RMN 3C des
échantillons de l'estuaire de Seine, comme par exemple celui d’'un échantillon de MOD
prélevé a Caudebec en avril 2015 (Fig. 6).

Chaque spectre RMN a par la suite été déconvolué puis intégré. L’aire relative de chacun
des types de carbone est représentée sur la Fig. 7, qui permet de comparer les signatures
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structurales de la MOD, de la MOP et de la MO sédimentaire pour I'ensemble des
campagnes de préléevement.

Les trois types de MO présentent des caractéristiques structurales contrastées. La MOD et
la MOP sont ainsi plus riches en carbones de type aliphatique que la MO sédimentaire. Par
ailleurs, la proportion de carbones aromatiques (C-H et C-O) et de type OCHs est plus
élevée pour les compartiments particulaires et sédimentaires que pour la MOD, qui est elle-
méme enrichie en groupements alkoxys. Le fait que la MOD soit appauvrie en carbones
aromatiques et enrichie en fonctions alkoxys par rapport a la MOP et a la MO sédimentaire
est en accord avec le caractére plus hydrophile de la MO dans la phase dissoute. En outre,
'aromaticité de la MO augmente en général lors de la dégradation de cette derniére, ce qui
suggére que la MOP et la MO sédimentaire présentent un caractere plus dégradé que la
MOD.

On note que pour le compartiment dissous, la signature de la MO varie peu entre les
différents échantillons prélevés tout au long de l'estuaire de Seine lors de campagnes
d’échantillonnage distinctes, contrairement a la MOP et la MO sédimentaire (Fig. 7). Cela
suggeére une composition chimique globale de la MOD comparable en amont et en aval de
I'estuaire. Cette hypothése est confirmée par les analyses de spectrométrie de masse haute
résolution des échantillons de MOD, qui fournissent les masses individuelles des différents
constituants de la MOD. Ces analyses ont révélé que plus de 40 % des molécules (lignine,
tannins, composés acycliqgues riches en fonctions carboxyliques) étaient communes a
'ensemble des échantillons de MOD, quel que soit leur lieu de prélevement dans I'estuaire.

MOD MOP MO SED

Aliphatiques Aliphatiques Aliphatiques

Carboxyliques Omethyl

Phenoliques Qalkyl

Aromatiques Aromatiques Aromatiques

Figure 7. Composition structurale de la MOD, MOP et MO sédimentaire issue des analyses de RMN 13C
sur les échantillons des différentes campagnes. Les échantillons d’un méme type (MOD, MOP ou
sédiment) apparaissent sur le graphique correspondant. Chaque graduation correspond a une abondance
relative de 10% pour le groupement fonctionnel considéré par rapport a I’ensemble des fonctions
carbonées.

Les propriétés structurales de la MOD de I'estuaire de Seine ont été comparées avec celles
de MOD marines prélevées dans I'Océan Atlantique et Pacifique, également isolées par
osmose inverse et électrodialyse (Helms et al., 2015). Les échantillons de MOD estuariens
et marins présentent, d’'aprés les analyses RMN *3C, une composition similaire, suggérant
gu’'une grande partie des composés constitutifs de la MOD sont communs a différents
environnements aquatiques.



Enfin, les spectres RMN **C peuvent également étre utilisés pour préciser les sources de la
MO dans l'estuaire et estimer la proportion relative de MO fraichement produite in situ par
rapport a la MO terrigéne. En effet, un modeéle, développé par Baldock et al. (2004) permet
de calculer 'abondance relative de six grandes familles de molécules constitutives de la MO
(sucres, protéines, lignines, lipides, composés carbonylés, char). Les sucres et les protéines
sont des composés labiles, considérés comme représentatifs de la MO autochtone, a
linverse, de la lignine, biopolymére présent chez les végétaux terrestres (et donc d’origine
allochtone). Nous avons observé que la MO fraichement produite dans I'estuaire (i.e. sucres
et protéines) représentait entre 75 et 80 % de l'ensemble de la MO (autochtone +
allochtone ; Tableau 2), quel que soit le compartiment considéré.

Au final, ces résultats montrent l'intérét de la caractérisation structurale de la MO, qui
apporte des informations qualitatives et quantitatives sur ce matériel, non disponibles & partir
des seules analyses globales. |l apparait ainsi que la MO est principalement d’origine
autochtone dans 'estuaire de Seine.

Site / date de prélévement Compartiment MO autochtone (%)
Caudebec avril 2015 MOD 80.1
Caudebec avril 2015 MOP 76.5
Tancarville janvier 2015 MOD 78.7
Tancarville avril 2015 MOD 79.9
Tancarville avril 2015 MOP 75.8
Sédiment 0-1

Tancarville avril 2015 cm 75.8
Sédiment 9-10

Tancarville avril 2015 cm 75.9

Fatouville avril 2015 MOP 75.3
Sédiment 0-1

Fatouville avril 2015 cm 76.0
Sédiment 9-10

Fatouville avril 2015 cm 75.3

Tableau 2. Proportion de MO produite in situ par rapport a ’ensemble de la MO (autochtone et terrigéne),
estimée a partir des analyses RMN!3C (set d’échantillons pris a titre d’exemple). Dans ce modéle, les
sucres et les protéines sont considérés comme représentatifs de la MO autochtone et la lignine de la MO
terrigene.

Principales conclusions :

v' La MO présente des caractéristiques structurales différentes en fonction du
compartiment considéré (dissous, particulaire ou sédimentaire).

v’ Les propriétés structurales de la MOD, basés sur les analyses RMN *3C,
varient peu entre les différents échantillons de I’estuaire de Seine. Une grande
partie des molécules constitutives de la MOD semblent donc communes aux
échantillons prélevés a ’amont et a I’aval.

Les analyses RMN®C ont permis de préciser les résultats obtenus a partir des
analyses globales et montré que la MO était principalement d’origine autochtone
(i.e. produite in situ) dans I’estuaire de Seine.



Effet combiné du type de MO et de la variabilité spatio-temporelle

Afin d’examiner conjointement les différences entre MOD, MOP et MO sédimentaire, et les
variations spatio-temporelles de la MO dans ces trois compartiments, une analyse en
composante principale (ACP) a été réalisée sur les données de RMN 3C et d’analyses
élémentaires (rapport C/N) et isotopique (8**C) des différents échantillons (Fig. 8).

On distingue statistiquement les trois types de MO (MOD, MOP et MO sédimentaire) le
long de la dimension 1 de 'ACP (Fig. 8). La MOD est liée aux plus faibles valeurs dans cette
dimension, fortement influencée par la proportion de groupements carbonés de type alkoxy
contenus dans les sucres. Cette tendance suggere que la MOD contient un matériel moins
dégradé que la MOP et la MO sédimentaire, comme suggéré précédemment. Au final, TACP
met en avant une forte variabilité inter-compartiments des caractéristiques globales et
structurales de la MO. Ces différences de propriétés chimigues peuvent directement
influencer les interactions avec les contaminants et les nutriments dans I'estuaire. Une étude
plus détaillée du lien entre la dynamique de la MO, des contaminants et des nutriments sera
proposée dans la suite de ce rapport.

La dimension 2 de 'ACP met par ailleurs en avant la variabilité spatiale des propriétés de
la MO, principalement particulaire (Fig. 8). Les échantillons de MOP prélevés a I'amont
présentent ainsi des valeurs plus faibles que ceux prélevés a 'aval, plus particulierement a la
Carosse (point le plus a droite). La répartition des différents échantillons le long de 'axe 2
est fortement liée a la composition isotopique en *C, qui augmente de I'amont vers l'aval
comme nous lavons vu précédemment (Fig. 3). Cette ACP a été effectuée a partir
d’échantillons prélevés lors de différentes campagnes. Nous n’avons pas noté d’influence
saisonniére notable sur les caractéristiques de la MO, et ce quel que soit le compartiment
considére.
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Figure 8. Distribution des variables (C/N, 813C,
015N de la MO, groupements fonctionnels liés aux
analyses RMN 13C) et des échantillons dans les
deux dimensions de 'ACP effectuée suite aux
analyses globales et structurales de 'ensemble des
MOD, MOP, et MO sédimentaire de I'estuaire de
Seine.
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Principales conclusions :
v' Le traitement statistique des données (ACP) a montré la forte variabilité des
caractéristiques globales et structurales de la MO dans les différents
compartiments liés a la colonne d’eau et au sédiment.

v' Lavariabilité spatiale des propriétés de la MO a également été mise en avant,
principalement dans le compartiment particulaire. A l'inverse, il n’a pas été
observé d’influence saisonniére majeure sur les propriétés globales et
structurales de la MO.
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Suivi resserré de la dynamique de la MOD dans I’estuaire de Seine

Comme décrit précédemment un peu plus de 500 échantillons, prélevés en points fixes au
cours de cycles de marée lors des 5 campagnes d’échantillonnage et lors d’un transect
réalisé dans la partie fluviale de I'estuaire en avril 2016, ont été analysés de facon globale
afin d’appréhender la dynamique de la MOD dans l'estuaire de Seine. Compte tenu du
nombre d’échantillons étudiés et dans un souci d’alléger la présentation des résultats, ceux-
ci seront présentés pour un nombre restreint d’échantillons et quelques paramétres choisis
comme exemple pour illustrer la discussion. Les résultats de la campagne de 2016 seront
notamment présentés car cette campagne compte le plus grand nombre de sites étudiés
d'amont en aval. La totalité des résultats sont évidemment pris en compte pour les
discussions et conclusions et pour le croisement final des données.

Teneurs en carbone organique dissous (COD)

Les mesures des teneurs en carbone organique dissous (COD) ont été réalisées par
oxydation thermique dans un four a 680°C en présence d'un catalyseur a l'aide des
analyseurs de carbone TOC-V CSN et TOC-L CSH/CSN SHIMADZU. L’appareil est étalonné
a I'aide de gammes d’étalonnage réalisées a partir d’'une solution standard de phtalate de
potassium diluée a différentes concentrations. Pour chaque échantillon le résultat donné est
la moyenne d’au moins trois mesures satisfaisantes en termes d’écart type et de coefficient
de variation. De plus, au moins deux échantillons de référence certifies (CRM) (ANALAB,
Environnement Canada) sont testés, en début et fin de chaque séquence d’analyse
d’échantillons, afin de valider les résultats (Parot, 2016).
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Figure 9. (A) Teneurs moyennes en COD des échantillons prélevés en avril 2016
(B) distribution du COD en fonction de la salinité

Ces mesures ont montré une forte variabilité spatiale des teneurs en COD de I'ensemble
des échantillons, comme illustré sur la Figure 9A pour les échantillons prélevés en avril
2016. Les concentrations en COD varient de 2.73 +0.03 & 2.41 + 0.03 mg.L? dans la partie
fluviale de l'estuaire (transect) (moyenne 2.51 + 0.08 mg.L?), de 3.14 a 252 mg.L*
(moyenne 2.79 + 0.24 mg.L?) a Tancarville, de 3.27 a 1.85 mg.L? (moyenne 2.7 + 0.54
mg.L?) a Fatouville, de 2.73 a 1.74 mg.L* (moyenne 2.38 + 0.43 mg.L™) a Honfleur et enfin
de 1.41 a4 1.10 mg.L- (moyenne 1.21 + 0.11 mg.L?) a La Carosse. La Figure 9B montre un
modeéle de dilution de type conservatif le long de I'estuaire pour cette période de I'année
(c’est-a-dire une dilution linéaire du carbone organique avec la salinité sous l'effet du
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mélange des masses d’eaux douces et marines, sans ajout ni perte de matériel le long de
'estuaire). Ces résultats sont en bon accord avec de précédentes études sur le COD en
zones estuariennes (Abril et al., 2002 ; Asmala et al., 2012).

La Figure 10 et les Figures Al-A et C et A2-A et C en annexe présentent les variations
observées dans la colonne d’eau pendant les cycles de marée avec de fortes valeurs en
surface pour Fatouville et Tancarville par exemple alors que les plus fortes valeurs sont
obtenues pour les échantillons de fond pour les sites de La Carosse et Honfleur (Fig. 10).
Les valeurs de COD dans la partie fluviale montrent peu de variations et sont plus faibles
qu’a Tancarville et Fatouville (Figures 10 et A3-A en annexe).
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Figure 10. Teneurs en COD des échantillons d’avril 2016, en surface et au fond, pour La Carosse,
Honfleur, Fatouville et Tancarville a pleine mer (PM), jusant (J) et basse mer (BM) ainsi que pour les
échantillons de surface prélevés entre Caudebec et Rouen.

La teneur en COD comme seul parameétre ne permet cependant pas de rendre compte du
type de MOD présente, de son role environnemental et des multiples transformations qu’elle
peut subir dans les milieux aquatiques.

La connaissance du matériel organique dissous/colloidal et de son évolution dans les
systemes aquatiques naturels, notamment estuariens et cotiers, et des relations existant
entre ses caractéristiques et ses propriétés vis-a-vis des contaminants, constitue encore un
défi au niveau international. Dans I'environnement, la complexité des démarches analytiques
vient de I'extréme diversité et complexité de la MOD associée aux faibles concentrations en
milieux aquatiques. Afin de pallier & ces difficultés analytiques, la caractérisation détaillée, en
utilisant une combinaison de techniques permet d’obtenir des informations complémentaires
sur les propriétés de la MOD (taille, concentration, conformation, composition, etc.).
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Parmi les outils de caractérisation de la MOD, les techniques optiques ont été largement
utilisées depuis de nombreuses années : spectrophotométrie (Hayase and Shinozuka, 1995 ;
Helms et al., 2008 ; Stubbins et al., 2012) et spectrofluorimétrie hotamment (Mopper and
Schultz, 1993 ; Coble 1996 ; Huguet et al., 2009). Les techniques de fractionnement par
couplage flux/force (Field-Flow Fractionation, FFF), développées dans les années 1970-
1980, permettent, d’autre part, la séparation de molécules et macromolécules sur une large
gamme de tailles pouvant aller de quelques nanométres a plusieurs micrometres. Avec
I'explosion des études sur des objets aux échelles nanométriques ces techniques ont connu
un net regain d’intérét depuis quelques années. Actuellement les études de la MOD se font
principalement par fractionnement par couplage flux force avec flux asymétrique (AF4)
(Baalousha et al., 2011 ; Guéguen et al., 2011 ; Kammer et al., 2005).

Absorbance de la MOD

La fraction de la MOD qui absorbe a la fois dans les ultraviolets et le visible est appelée
matiére organique colorée ou chromophorique (MODC). La spectroscopie d’absorption UV-
visible a été utilisée pour la détermination rapide des propriétés générales de la MODC. Les
analyses ont été effectuées a I'aide s’'un spectrophotomeétre Jasco V-560.

Afin d’obtenir des informations sur les propriétés de la MODC a partir des spectres
d’absorbance (enregistrés entre les longueurs d’onde de 200 et 800nm), I'absorption a des
longueurs d’onde spécifiques est utilisée pour quantifier la MODC et différents indices ont
été développés et appliqués a I'étude de la MOD en milieu aquatique tels que le SUVA ou
les pentes spectrales.

L’absorbance a 254nm normalisée par la concentration en COD, appelée SUVA2s4 (Specific
UV Absorbance), est corrélée avec le pourcentage d’aromaticité de la MOD (Weishaar et al.,
2003). Le SUVA.s4 est donc considéré comme un indicateur de I'aromaticité, de la réactivité
et du caractére hydrophobe ou hydrophile de la MOD en milieu aquatique. Quand sa valeur
est haute (> 4) la MOD est dite hydrophobe avec un caractére aromatique fort alors que
guand elle est faible (< 3) la MOD est dite hydrophile (Matilainen et al., 2011).

La pente du spectre d’absorption permet d’avoir une idée de la source, de 'aromaticité, de
la taille moléculaire et des propriétés chimiques de la MOD (Helms et al., 2008; Stubbins et
al.,, 2012). La pente spectrale calculée entre les longueurs d’'onde 275 et 295nm (S27s.205) a
été utilisée pour caractériser la MOD en termes de taille moléculaire, d’aromaticité et comme
un traceur du COD terrigéne dans les zones cotieres et océaniques sous influence terrestre
(Blough and Del Vecchio, 2002; Helms et al., 2008). Ainsi Sz7s.295 présente des valeurs
élevées (S > 0,018nm™) pour la MOD d’origine autochtone et/ou photodégradée, alors que
des valeurs plus faibles (S < 0,018 nm?) ont été obtenues pour les zones cotiéres
influencées par des apports en MOD d’origine terrestre (Blough and Del Vecchio, 2002).

Le rapport des pentes spectrales (Sg) est calculé comme le rapport de la pente spectrale
pour les courtes longueurs d’onde (Sz7s.205) sur la pente spectrale de plus grandes longueurs
d’onde (Ssso-400). L€ rapport Sg est négativement corrélé avec la taille de la MOD (Helms et
al., 2008), quand Sg augmente le poids moléculaire diminue. Cet indice donne également
des informations sur l'origine de la MOD, Sr est ainsi supérieur a 1 pour les eaux sous
influence marine (autour de 1,7 pour les zones cotiéres et de 4 pour les zones océaniques)
et inférieur a 1 pour la MOD d’origine terrestre (Helms et al., 2008).
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Figure 11. Distribution en fonction de la salinité des indices (A) SUVA2ss, (B) S275205 and (C) Sr
pour les échantillons prélevés en avril 2016 en surface et au fond de la colonne d’eau.

La Figure 11 montre la distribution de ces indices en fonction de la salinité pour les
échantillons de la campagne DYNAMOSEINE 2 prise comme exemple.

Les plus fortes valeurs du SUVAzs. ont été observées dans la partie fluviale de I'estuaire
ainsi qu’a Tancarville, Fatouville et Honfleur. Ceci traduit probablement des apports
allochtones de MOD d’origine terrigéne et/ou anthropique comme rapporté dans la littérature
(Hernes and Benner, 2003).

Les Figures 11B et 11C ne montrent pas de relation particuliere avec la salinité pour les
indices Sz7s.205 €t Sg. La taille moyenne de la MOD semble donc étre affectée dans I'estuaire
par des processus autres qu’un simple mélange des eaux douces et marines. La distribution
du rapport de pentes spectrales Sg (Fig. 11C) suggére une séparation de I'estuaire en deux
zones : tout d’abord la partie fluviale et amont de I'estuaire caractérisée par de forts apports
allochtones constitués de MOD aromatique et de masse moléculaire (MM) élevée et d’autre
part la partie la plus aval de I'estuaire caractérisé par de faibles MM et taux d’aromaticité et
du matériel d’origine autochtone fraichement produit et/ou de la MOD dégradée.

L’ensemble de ces indices montrent que I'abondance, la qualité et la composition de la
MOD ne varient pas linéairement le long de I'estuaire.

Fluorescence de la MOD

Une partie de la MOD chromophorique présente des propriétés de fluorescence qui
permettent d’obtenir des informations sur la structure et les propriétés générales des
macromolécules. La fluorescence est une technique trés sensible qui permet de caractériser
la MOD a partir d’'un échantillon aqueux de faible volume sans nécessité de concentration ou
d’extraction. Pour caractériser la MOD, la fluorescence tridimensionnelle (ou matrices
d’excitation-émission (EEM) de fluorescence) est généralement utilisée pour I'étude de la
dynamique et des mélanges de masses d’eau en milieu cétier et estuarien (Guéguen et al.,
2007 ; Huguet et al., 2009 ; Jaffé et al., 2004 ; Tzortziou et al., 2015) ou la discrimination des
masses d’eau (Carstea et al., 2010 ; Coble, 1996 ; Mopper and Schultz, 1993).



Emission (nm)

260 280 300 320 340 360 380 400

Excitation (nm)

Figure 12. Projection dans le plan d'une matrice EEM d'un échantillon d’eau estuarienne.
Les lettres représentent les bandes de fluorescences spécifiques identifiées dans I'échantillon

Les spectres EEM (Figure 12) mettent en évidence les différents fluorophores (Tableau 3)
constituant la MOD et donnent des informations sur sa source, sa composition chimique, son
état de dégradation et sa réactivité (Coble et al., 1990 ; Fellman et al., 2010 ; McKnight et al.,
2001 ; Parlanti et al., 2000).

Les spectres ont été enregistrés a l'aide d’'un spectrofluorimétre Fluorolog Horiba Jobin-
Yvon FL3-22. Les données quantitatives et qualitatives a prendre en compte sont l'intensité
(proportionnelle a la concentration des fluorophores) et la position des maxima de
fluorescence qui varient en fonction de la nature et de l'origine des échantillons et dépendent
des espéces moléculaires fluorescentes qu’ils contiennent (Tableau 2). Des indices de
fluorescence (HIX, BIX, f450/f500, les rapports d’intensités des bandes de fluorescence a’/a,
B/a et y/a) sont également déterminés afin d’estimer les sources et le degré de maturation de
la MOD fluorescente.

Nom des Type de fluorophores Origine Longueurs Longueurs
fluorophores d'ondes d'ondes
d'excitation (nm) d'émission (nm)

a' Substances type allochtone/ 230-260 380-480

humique + matériel plus  autochtone
récent

a Substances type allochtone/ 330-370 420-480
humique autochtone

B Matériel biologique et autochtone 310-320 360-410

origine microbienne /
matériel récent

Y Protéines et activité autochtone 270-280 300-350
bactérienne

4] Protéines et composés autochtone 280-300 320-380
phénoliques

Tableau 3. Principales bandes de fluorescence de la MOD citées dans la littérature pour décrire les eaux
naturelles (Coble, 1996 ; Parlanti et al., 2000 ; Stedmon et al., 2003)
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L’indice d’Humification HIX (Zsolnay et al., 1999) a été développé pour estimer le degré de
maturation de la MOD en se basant sur le fait que le maximum d’émission de fluorescence
pour une longueur d’onde d’excitation de 254nm se décale vers les grandes longueurs
d’'onde lorsque I'aromaticité et donc le degré de maturation augmente. De fortes valeurs de
HIX indiquent donc la présence d’'un matériel organique humifié/aromatique. Les valeurs de
HIX diminuent pour des composés présentant un degré d’aromaticité moindre et souvent des
masses moléculaires plus faibles.

Un indice d’activité biologique (BIX) a été développé afin de caractériser la production
autochtone de MOD (Vacher, 2004 ; Huguet et al., 2009). Il correspond au rapport des
intensités de fluorescence a 380nm et a 430nm pour une longueur d'excitation de 310nm et
permet d'estimer la présence de matiere organique fraichement produite dans le milieu (une
valeur supérieure a 1 indique une MOD produite récemment et d'origine autochtone et plus
cette valeur se rapproche de 0,5 plus la part de matériel frais est faible).
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Figure 13. Distribution des indices HIX et BIX le long de [I'estuaire pour les échantillons
d’avril 2016 prélevés en surface et a basse mer.

L’indice FI Permet d'identifier la contribution relative de MOD terrestre (FI = 1,3) ou
aquatique/microbienne (FI = 1,9) (Mc Knight et al., 2001 ; Cory et al., 2010).

Les rapports d’intensités des bandes de fluorescence a’/a, p/a et y/a correspondent au
rapport des intensités des fluorophores caractéristiques d’un matériel fraichement produit
dans le milieu (a’, B et y) sur lintensité du fluorophore a considéré comme étant le plus
mature et réfractaire.

Les résultats des rapports a’/a, p/a et y/a (Fig. en annexe Al-B et D, A2-B et D (cycles de
marée avril 2016) et A3-B (transect avril 2016)) et de Fl ne sont pas présentés ici mais
utilisés dans le croisement des données (partie 1V).

La figure 13 présente comme exemple les valeurs de HIX et BIX déterminées pour les
échantillons d’avril 2016 prélevés en surface a un méme moment de la marée pour pouvoir
étre comparables. Une forte variabilité de ces indices est observée d’amont en aval avec
logiquement la plus forte valeur de BIX et la plus faible de HIX pour I'échantillon le plus
marin. Les fortes valeurs de HIX (parfois supérieures a celles du transect fluvial) pour
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Fatouville, Tancarville et Honfleur ne refletent pas les apports de 'amont mettant ainsi en
évidence des processus de dégradation de la MOD ou des apports différents dans cette
partie de lI'estuaire. Il faut noter que, globalement, les valeurs de HIX restent relativement
faibles et montrent une trés forte variabilité traduisant a la fois une activité biologique dans le
milieu (faible HIX et BIX moyen) et certainement différentes sources d’apports de matiéere
organique dans la partie fluviale et des processus et/ou sources différents autour de
Fatouville, probablement en lien avec la présence du bouchon vaseux.

Des variations des propriétés de fluorescence sont également observées dans la colonne
d’eau et au cours du cycle de marée comme illustré sur la Figure 14 pour les échantillons de
Fatouville d’avril 2015.

wx A Evolution de I'indice HIX nix B Evolutionde HIX et BIXen fond
12 ——HIX S 12 0,74
11 —HXM 19 —HX | 73
——HIXF ——BIX
10 8 + 0,72
9 6 + 0,71
8 4 + 0,7
7 2 + 0,69
6 0 - 0,68
0 5 10Salinite 15 20 25 0 10 Salinité 20 30

Figure 14. Evolution au cours d’un cycle de marée a Fatouville en avril 2015

A) de HIX dans la colonne d’eau - B) des indices HIX et BIX pour les prélevements de fond.

Les valeurs de HIX, qui restent relativement faibles (comprises entre 7 et 11), sont plus
faibles en surface. Elles augmentent pendant le jusant et diminuent ensuite pendant le flot
pour étre inférieures aux valeurs de surface a marée haute (Fig. 14A). Les valeurs de BIX
autour de 0,7, traduisant une activité biologique moyenne, sont maximales a marée haute et
minimales a marée basse.

La Figure 15 montre I'évolution des intensités de fluorescence de la bande o’ prise comme
exemple au cours d’'un cycle de marée dans la colonne d’eau toujours pour les échantillons
de Fatouville d’avril 2015. Tous les fluorophores montraient un comportement similaire a la
bande o’ présentée ici.
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Figure 15. Evolution de I'intensité de la bande o’ au cours d’un cycle de marée
dans la colonne d’eau a Fatouville en avril 2015
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Les intensités sont plus fortes en surface et diminuent quand la profondeur augmente.
L’intensité augmente pendant le jusant puis diminue pendant le flot. Les intensités sont
similaires entre surface, mi-fond et fond a basse mer traduisant une homogénéisation dans
la colonne d’eau pendant I'étale contrairement a la pleine mer.

Fractionnement de la MOD par AF4

Le fractionnement par couplage flux/force avec flux asymétrique (AF4) est une technique
proche de la chromatographie liquide mais ou la séparation, en fonction de la taille des
molécules, se fait dans un canal et non sur une phase stationnaire dans une colonne. Le
fractionnement par AF4 est basé sur le coefficient de diffusion des particules. Il permet de
séparer plus rapidement les molécules et de réduire les phénoménes de dilution, souvent
problématiques lors de I'étude environnementale a faible concentration. L’appareil utilisé est
un systeme Eclipse 3 (Wyatt Technology, Dernbach, Germany) couplé a une chaine HPLC
(Agilent HP 1200 series). Le canal de séparation est équipé d’'un espaceur de 490 um et
d’'une membrane de seuil de coupure de 1kDa (PES, Pall Omega® ou Alting®) (Parot,
2016).
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Figure 16. Evolution de la masse moléculaire moyenne (MM) et du COD le long de I’estuaire pour les
échantillons d’avril 2016 prélevés en surface et a basse mer.

La figure 16 montre la variabilité spatiale des teneurs en COD et de la masse moléculaire
moyenne (MM), déterminée par AF4, le long de l'estuaire. La MM diminue globalement
d’amont en aval en bon accord avec ce qui a déja été observé en estuaire de Seine (Vacher,
2004 ; Huguet et al., 2010) ou en zones cotieres (Hassellév, 2005 ; Zanardi-Lamardo et al.,
2002). Les valeurs les plus élevées sont observées dans la partie fluviale de I'estuaire et
sont caractérisées a nouveau par une grande variabilité confirmant le caractére trés
hétérogéne des propriétés de la MOD dans cette zone amont de I'estuaire alors que les
teneurs en COD restent relativement constantes.
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La plus grande variabilité de la MM au cours du cycle de marée est observée pour les sites
d’'Honfleur et Fatouville en avril 2016 (Fig. 17), les plus grandes valeurs ayant été mesurées
pour les échantillons de surface pendant le jusant pour ces deux sites notamment.

On observe une forte variabilité de la MM au cours du cycle de marée mais aussi dans
la colonne d’eau (valeurs supérieures au fond a basse mer) a Fatouville (Fig. 18A). Les
variations au cours du cycle de marée sont encore plus prononcées a Tancarville en
septembre 2015 (Fig. 18B).
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Figure 17. Evolution de la masse moléculaire moyenne (MM) des échantillons d’avril 2016, en surface et
au fond, pour La Carosse, Honfleur, Fatouville et Tancarville a pleine mer (PM), jusant (J) et basse mer
(BM)

00 F: ille Surf 2600
- atouville Surface —
8 A —+ Fatouville Fond g 2500 B Fatouville surface
by 2200 + = - Tancarville surface
£ k 2 2400
@ 2100 g
E‘ \ . E 2300
@ 2000 ! \\\ @ 2200 —
= \ . =
S 1900 - R £ 2100
8 e 8
= — ™ = 2000
S 1800 — 2
£ R
@ — \ @ 1900 |t
w 1700 e I
@ @ 1800
= =

1600 T T T 1700 T T T T

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25
Salinité Salinité

Figure 18. Evolution de la masse moléculaire moyenne (MM) pendant un cycle de marée en septembre
2015 A) a Fatouville (échantillons de surface et de fond) — B) a Fatouville et Tancarville (échantillons de
surface)

Analyse statistique des données optiques (UV-Visible), AF4 et mesures COD
Une analyse en composante principale a été réalisée, pour les échantillons de la campagne

DYNAMOSEINE 2 , en considérant les variables suivantes : COD, SUVA2s4, AbSsss, Sg,
salinité et MM (Fig. 19).
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Cette ACP a permis de discriminer les échantillons en fonction de la marée, de leur position
dans l'estuaire et dans la colonne d’eau. Six clusters ont pu étre identifiés. Deux se
différencient dans I'estuaire aval, I'un correspondant aux échantillons de surface et le second
aux échantillons profonds. L’estuaire amont a marée haute ressort de l'analyse sans
distinction cette fois entre les échantillons dans la colonne deau. Trois clusters
correspondent enfin a l'estuaire amont a marée basse et l'estuaire fluvial : un cluster
regroupe les échantillons de I'estuaire fluvial, les 2 autres clusters réunissent les échantillons
de Fatouville et Tancarville 'un pour les eaux de surface et l'autre pour les échantillons de
fond.

Factor map
Variables factor map (PCA)
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Figure 19. Analyse en Composantes Principales des données optiques (UV-Visible), AF4 et mesures COD

pour ’ensemble des échantillons prélevés en avril 2016

Cette analyse montre l'intérét de prendre en compte la MM pour étudier la dynamique de la
MOD et a mis en évidence la variabilité et le caractére hétérogéne de ses caractéristiques
(variations spatiales des propriétés de la MOD, différences entre eaux de surface et de fond,
différences en fonction de la marée).

Principales conclusions :

v Les propriétés (optiques et taille) de la MOD ont montré des différences
significatives dans les caractéristiques de la MOD et une forte variabilité :

= spatiale le long de I’estuaire
= au cours des cycles de marée
= dans la colonne d’eau

v' La MOD est caractéristique d’apports terrigénes mais aussi d’une activité
biologique relativement élevée.

v Dans I’estuaire de Seine, la MOD change donc de taille, de nature et de type
entre 'amont (MOD plus allochtone) et I’aval (MOD plus autochtone), de fagon
non linéaire, ce qui traduit une production et/ou la transformation de MOD dans
I'estuaire.

v' Cette variabilité traduit I’hétérogénéité des constituants de la MOD, de ses
sources et des processus de transformation dans I’estuaire.

Les techniques de caractérisation globale de la MOD (optiques et taille)
apparaissent comme de bons outils pour discriminer les différentes sources et la
dynamique de la MOD.



Variations saisonniéres

L’investigation des variations saisonniéres par comparaison des résultats des différentes
campagnes de préléevement est présentée dans cette partie en se focalisant notamment sur
les échantillons de septembre 2015 et d’avril 2016.

La détermination de la MM par AF4 a montré de fortes variations de la taille des molécules
(Fig. 20). Ces résultats montrent & nouveau une diminution de la taille des constituants de la
MOD en allant vers I'aval pour les 2 périodes considérées et des masses moléculaires
globalement plus élevées en avril 2016 qu'en septembre 2015 (Fig. 20 A et B). Une plus
forte variabilité de la MM est observée en avril 2016 (Fig. 20B et C) pour Fatouville et
Honfleur pour les eaux de surface notamment et de fond également. Cette variabilité peut
s’expliquer par le fait que ces deux sites sont soumis aux plus fortes variations de salinité au
cours du cycle de marée qui semblerait donc affecter d’avantage la taille moyenne des
constituants de la MOD dans les eaux de surface. Cependant en septembre 2015 (Fig. 20A)
la variabilité de la MM est bien moindre et plutbt au niveau de Tancarville et Fatouville
(Fig. 20A et C). Les variations de salinité ne suffisent donc pas a expliquer les variations de
taille observées qui sont trés certainement en lien avec la présence du bouchon vaseux, sur
Tancarville/Fatouville en septembre 2015 et Fatouville/Honfleur en avril 2016, et avec une
plus grande hétérogénéité des composants de la MOD dans la colonne d’eau en avril 2016
pour Fatouville et Honfleur notamment (Fig. 20C).
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Figure 20. Comparaison des masses moléculaires moyennes(A) le long de I'’estuaire en septembre 2015
(B) en avril 2016 (C) entre septembre 2015 et avril 2016 pour les sites de Honfleur, Fatouville et Tancarville
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Figure 21. Comparaison des parameétres environnementaux, d’absorbance et de MM entre septembre
2015 et avril 2016

Septembre 2015 est caractérisé par de fortes variations de salinité, de faibles débits et
teneurs en COD et de fortes températures de I'eau alors qu’en avril 2016 les variations de
salinité et de la température de I'eau sont plus faibles et les débits et teneurs en COD plus
élevés (Fig. 21). Les indices d’absorbance SUVA:zs4 et azsa sont plus faibles en septembre
2015 qu’en avril 2016, en accord avec les teneurs en COD, alors que la pente Sz7s.205
présente des valeurs significativement plus fortes en septembre 2015. Ces résultats
traduisent une prédominance des apports terrigénes en avril 2016 en lien avec les forts
débits et les faibles températures de I'eau et en accord avec les plus fortes MM, alors que
les conditions de septembre 2015 (faibles débits, température de I'eau élevée) sont propices
a la production primaire, aux apports autochtones et a la transformation de la MOD.
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Figure 22. Variations des indices HIX et BIX (A) entre septembre 2015 et avril 2016 pour I’ensemble des

sites (B) pour Honfleur, Fatouville et Tancarville



La Figure 22 montre des valeurs significativement plus faibles pour HIX et plus fortes pour

BIX en septembre 2015 par rapport a avril 2016 confirmant les plus forts apports terrigénes
et une activité biologique réduite en avril 2016. Il faut noter & nouveau les faibles amplitudes
de variations de ces indices en estuaire de Seine en comparaison avec d’autres estuaires
pour lesquels des valeurs de HIX entre 5 et 14 et de BIX entre 0.5 et 1 ont été rapportées
(Couturier et al., 2016 ; Huguet et al., 2009 ; Yang et al., 2015).
L’ensemble des résultats des données optiques (absorbance et fluorescence) et de masse
moléculaire suggérent que la MOD dans la Seine en période estivale est fortement
influencée par la production autochtone, les apports des eaux marines et les processus de
transformation alors que les apports terrigénes, associés aux forts débits, sont
prépondérants en hiver/début de printemps (Bittar et al., 2016 ; Jaffé et al., 2008).

Dans un spectre EEM de fluorescence de MOD, les pics se superposent et ont des
influences les uns sur les autres. Afin d’extraire plus dinformations des spectres de
fluorescence EEM, une méthode numérique de traitement des spectres a été développée et
permet une séparation mathématique des différentes contributions spectrales. Cette
approche statistique de modélisation nommée PARAFAC (PARAllel FACtors analysis) est
devenue incontournable pour traiter les spectres tridimensionnels de MOD en milieux
naturels (Stedmon et al., 2003, 2008 ; Chen et al., 2013 ; Guo et al., 2011 ; Osburn et al.,
2016).

Les matrices d’excitation et d’émission de fluorescence de 'ensemble des échantillons des
campagnes de septembre 2015 et avril 2016 ont été traitées par PARAFAC. Un modele a 6
composants (Figure 23A) a ainsi pu étre déterminé et validé, expliquant 99,8 % de la
variabilité du jeu de données. Les 6 composants ont été comparés a la base de données
« OpenFluor database » (http://www.openfluor.org/) (Murphy et al., 2013).

Les deux premiers composants (C1 et C2), qui contribuent a la fluorescence des bandes o’
et a, correspondent a du matériel d’origine majoritairement terrigéne communément trouvés
dans des eaux douces et estuariennes et généralement associés a des masses moléculaires
élevées et du matériel aromatique d’origine terrestre (Stedmon and Markager, 2005 ;
Yamashita et al., 2013). Le troisiéme et le quatriéme composants (C3 et C4) sont attribués a
de la MOD de type protéique (C4 assimilable a y) et/ou fraichement produite dans le milieu
d’origine microbienne ou bactérienne (Catala et al., 2016 ; Fellman et al., 2008). C3 est
assimilable a la bande B. Le cinqui€me composant (C5) pourrait correspondre a de la MOD
anthropique issue d’effluents (Cawley et al., 2012). Le sixieme composant (C6) contribue a la
bande de fluorescence o’ et a déja été détecté dans des environnements continentaux et
cétiers et attribué a du matériel d’origine terrigéne et/ou dégradé photochimiquement
(Cawley et al., 2012 ; Stedmon and Markager, 2005).
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Figure 23. A) Composants déterminés par PARAFAC - B) Distribution de ces 6 composants en septembre
2015 et avril 2016

Les comparaisons des distributions de ces composants entre septembre 2015 et avril 2016
(Fig. 23B) montrent des différences significatives pour C1 et C2, avec une augmentation des
concentrations en avril 2016, et pour C5 observé majoritairement en septembre 2015 en
raison des plus faibles débits et apports terrigenes a cette période (Parot, 2016). Les
composants C3, C4 et C6 ne montrent pas de différences significatives entre les deux
périodes de lannée. C3 pourrait donc étre produit par dégradation microbienne ou
bactérienne des composants d’origine terrigéne C1 et C2 (Jgrgensen et al., 2011 ; Lambert
et al., 2016 ; Parot, 2016). Le composant C4, associé a des substances de type protéigque,
ne montre pas de variations saisonnieres ce qui laisse envisager deux sources différentes
pour ce composant: allochtone anthropique et autochtone par dégradation microbienne

(Lambert et al., 2016 ; Stedmon and Markager, 2005).

Principales conclusions :

L’étude des caractéristiques de la MOD a montré des variations saisonniéres.

v' L’hiver/début de printemps est caractérisé par de forts apports fluviaux (liés au
débit de la Seine) avec des eaux plus chaudes que dans l'estuaire 2 sources
allochtones majoritaires de la MOD (matériel aromatique, masses moléculaires
élevées). Deux principaux facteurs influencent les caractéristiques de la MOD a
cette période :

= |e mélange des eaux douces et marines
= la température de '’eau notamment en ce qui concerne les apports liés
I’activité biologique

v' La période estivale, caractérisée par de faibles débits de la Seine, est propice a
une MOD moins soumise aux apports fluviaux mais fortement influencée par la
production autochtone, les apports des eaux marines et les processus de
transformation.

v' De potentiels apports anthropiques (effluents) ont été mis en évidence pendant
cette période. lls sont également présents en période hivernale mais masqués par
les apports fluviaux de MOD.
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Synthese des résultats obtenus sur la dynamique de la MO

L’ensemble des résultats obtenus au cours du projet MOSAIC nous conduisent a proposer
un schéma de synthése de la dynamique de la MO sous ses différentes formes dans
I'estuaire de Seine (Figure 24).
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Figure 24. Schéma de synthese illustrant la dynamique de la matiére organique sous ses différentes
formes (dissoute, particulaire et sédimentaire) dans I'estuaire de Seine et variation des principaux
descripteurs globaux associés.



Les principales informations a retenir du schéma ci-dessus sont les suivantes :

v' La MO est principalement d’origine autochtone ( i.e. produite in situ) dans
I'estuaire de Seine.

v' La proportion de MO allochtone (i.e. terrigéne) diminue de ’'amont vers I’'aval de
I’estuaire.

v Le mélange des masses d’eaux douces et marines contrdle la teneur et la
composition de la MO estuarienne. La MO, en particulier dissoute, subit des
transformations non-linéaires (taille, nature, degré de dégradation) le long de
I'estuaire.

v’ Les différents compartiments de la MO (MO dissoute, particulaire et
sédimentaire) sont en constante interaction. Chaque pool de MO présente des
caractéristiques spécifiques, la MO sédimentaire est globalement plus
ancienne que la MO dissoute et particulaire, d’age récent.

v" Dans le bouchon vaseux, I’dge et la composition de la MO sédimentaire sont
fortement dépendants des conditions hydrodynamiques. En présence de
marées de faibles amplitudes, la MO particulaire, récente, se dépose au fond de
la colonne d’eau. A l’'inverse, de forts coefficients de marée conduisent a une
remise en suspension du sédiment fraichement déposé et peu dégradé dans la
colonne d’eau et laissent en surface un matériel plus dégradé et ancien.

Plusieurs descripteurs « clefs » des caractéristiques de la MO ont été utilisés au cours du
projet. Certains peuvent étre appliqués a I'ensemble des compartiments (Tableau 4),
d’autres uniquement a la phase dissoute colloidale (Tableau 5). Tous ces descripteurs ne
peuvent étre utilisés en routine de par le colt analytique associé et le temps nécessaire pour
la préparation des échantillons. Un suivi pérenne des caractéristiques de la MO pourrait étre
effectué a partir d’analyses élémentaires, isotopiques et spectroscopiques (UV-Visible et
fluorescence 3D).



Particulaire, dissous et sédiment
Méthode Nom complet Abréviation Calcul Description Références

Estimation des sources et du degré de
dégradation de la MO. Une augmentation de ce
Proportion du Carbone organique divisée parla rapport indique la présence d'une MO plus Thornton et McManus 1994,
proportion en Azote total terrigéne et/ou plus dégradée alors qu'une Meyers 1994
diminution correspond a une MO plus autochtone
et plus fraiche

Rapport atomique entre
le Carbone organique et Corg/N
I'Azote total

Analyse élémentaire et

isotopique Le 63C de laMO aumgente lors du mélange de la
Signature isotonique du 813C=(("3C/[**C échantillon])/(*3C/[*2C standard] MO continentale (-30%o) avec de la MO marine Viddelb H
€ . pla 88¢c ) —1) x1000 (entre -21 et -18%o). Permet également de iaae u2r§0e7 erman
C
différencier les plantes en C3 (appauvries en 3C)
des plantes en C4 (enrichies en 3C)
Age moyen de I'ensemble des molécules
. . 1 - constituant la MO. Un age récent signifie que la
Calibration de la teneur en ““C en utilisant les courbes I . " .
, L. ) X majorité des molécules ont été produites X
Spéctrométrie de masse IntCal13 et PostBomb NH1 (pour les échantillons plus . A . Marwick et al. 2015,
. Age moyen de la MO Age ) o récement, alors qu'un age ancien montre la
par accelération récents que 1950). La calibration peut s'effectuer sur X \ ; . s Raymond et Bauer 2001
X présence d'une proportion de MO agée et
le site d'OxCal . . . . \
dégradé, pouvant provenir des sols ou bien d'une
pollution aux hydrocarbures
Proportion de carbones . , .
liohati CH. CH Aliphati Aire d . tre 0 et 50 Indique I'abondance relative en carbone de type
aliphatiques , CH,, iphatique ire des picsentre Oe m . .
phatiques (CHs, CH, phatiq P PP aliphatique (CHs, CH,, CH)
CH)
Proportion de Atteste de la présence de lignine dans les
groupements méthoxy Méthoxy Aire du pica 55 ppm échantillons en combinaison avec la présence de
(OCH3) fonctions phénoliques
Proportion de Teneur en fonctions O-Alkyls (CHOH, CH,OH etc...)
groupements O-Alkyls O-Alkyls Aire des pics entre 60 et 90 ppm présentes en grande partie dans les
(CHOH, CHOH etc.) carbohydrates Helms et al. 2015, Abdulla
Proportion en carbones
Résonnance magnétique P L Anomériques Aire du pic entre 102 et 104 ppm Atteste de la présence de sucres danslamo  etal- 2(_)19' Mao etal. 2012,
o s anomeriques Koprivjnak et al. 2009,
nu'cleélre dU‘ Fen Proportion de carbones Une augmentation de la teneur en fonctions Sannigrahi et al. 2005
polarisation croisée avec  aromatiques (protonnés Aromatiques Aire des pics entre 120 et 140 ppm aromatiques indique une plus forte proportion de
rotation a I'angle magique et non protonnés) MO terrigéne et/ou dégradée
en phase solide Proportion de Atteste de la présence de lignine dans les
groupements Phénoliques Aire du pica 155 ppm échantillons en combinaison avec la présence de
phénoliques fonctions méthoxy
Proportion de
groupements . . N Abondance relative en groupements
R Carboxyliques Aire du pica 174 ppm X R
carboxyliques, ester et carboxyliques, ester et amides
amides
Estimation des abondances relatives des
Modele de mélange Application d'un modeéle transformant le spectre RMN différents constituants de la MO des échantillons :
— MMM . ’ . . Baldock et al. 2004
moléculaire en mélange de 5 constituants de la MO Lipides, Charbons, Carbohydrates, Protéines et

Carbonyls

Tableau 4. Principaux descripteurs des caractéristiques de la MO utilisables pour I’ensemble des compartiments.
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Méthode Nom complet

Abréviation

Dissous
Calcul

Description

Références

Absorbance spécique a
254 nm

Spectroscopie UV-visible

Rapport des pentes
spectrales

SUVA254

Sr

Abs 254 nm/COD x 100

Pente spectrale entre 275 et 295 nm divisée parla
pente spectrale entre 350 et 400 nm

Indicateur de I’aromaticitéet du caractére
hydrophobe ou hydrophile de la MOD
SUVA254> 4: MOD hydrophobe avec un caractére
aromatique fort ; SUVA254< 3: MOD hydrophile.
Estimation du poids moléculaire de la MOD, plus
la valeur est forte, plus le poids moléculaire de la
MOD est faible
Sr>1 pour les eaux marines ; Sr<1 MOD terrestre

Weishar et al. 2003
Matilainen et al., 2011

Helms et al. 2008

pctionnement flux-force (AF Poids moléculaire

Mw

Calibration avec des molécules de références

Mesure plus précise du poids moléculaire de la
MOD

Cuss etal. 2012

Substances de type
humique
Substances de type
humique et matériel
récent
Matériel biologique
récent
Protéines et activité
microbienne

Rapport de pica'/a

Rapport de pic B/a

Rapport de picy/a

Fluorescence 3D

Indice d'humification de
la MOD

Indice de production
biologique de la MOD

Indice de fluorescence

Parallel Factor Analysis

B/a

v/a

HIX

BIX

Fl

PARAFAC

Intensité maximale pour les longueurs d'ondes
d'excitation 350-370 nm et d'emission 420-480 nm

Intensité maximale pour les longueurs d'ondes
d'excitation 230-260 nm et d'emission 380-480 nm

Intensité maximale pour les longueurs d'ondes
d'excitation 310-320 nm et d'emission 460-410 nm
Intensité maximale pour les longueurs d'ondes
d'excitation 270-280 nm et d'emission 300-320 nm

Rapport de l'intensité du pica'surle pica

Rapport de l'intensité du pic B surle pica

Rapport de l'intensité du picy surle pica

Rapport de l'aire de I'émission 435-480 nm sur |'aire
de I'émission 300-345 nm pour une excitation de 250
nm

Rapport de I'intensité a une émission de 380 nm sur
I'émission a 430 nm pour une excitation de 250 nm

Rapport de I'intensité a une emission de 450 nm sur
I'emission a 500 nm pour une excitation de 370 nm

Analyse statistique multivariée des spectres de
fluorescence 3D qui permet de deconvoluer les
spectres en n composantes

Substances de type humique

Substances de type humique et matériel récent

Matériel biologique récent

Protéines et activité microbienne

Indicateur de la proportion de susbstances
humiques recentes par rapport aux substances
humiques. Augmente avec le caractere récent de
la MOD
Indicateur du caractére autochtone de la MOD.
Augmente avec la MO d'origine autochtone
Indicateur de la proportion de MOD de type
protéique par rapport a la MOD humique.
Augmente avecla MO autochtone et la
productivité dans I'environnement
Estimation du degré d'aromaticité et
d'humification de la MOD. De fortes valeurs
indiquent la présence de MOD dégradée alors que
des valeurs faibles indiquent une MOD plus
récente et moins aromatique.

HIX>12: caractére humique fort - apports
térrigénes importants ; HIX<4: origine biologique
ou bactérienne aquatique
Estimation de la production de MOD autochtone
et la présence de MOD fraichement produite.
Augmente avec la production biologique.
BIX>1: origine biologique ou bactérienne
aquatique ; BIX<0.5: faible activité biologique
Estimation des sources de la MOD, des valeurs
fortes (>1.9) indiquent une MOD microbienne,
alors que des valeurs faibles (<1.3) indiquent une
MOD terrestre

Permet de determiner les différents constituants
de la MOD fluorescente ainsi que leurs sources
(allochtone, anthropique, autochtone etc...)

Parlanti et al. 2000

Parlanti et al. 2000

Parlanti et al. 2000

Parlanti et al. 2000

Huguet et al. 2009

Parlanti et al. 2000

Huguet et al. 2009

Ohno et al. 2002
Vacher 2004

Vacher 2004
Huguet et al. 2009

Mc Knight et al. 2001

Stedmon et Markager 2005,

Stedmon 2008

Tableau 5. Principaux descripteurs des caractéristiques de la MO dissoute

30l




Tache Dynamique des contaminants

Ce volet du projet s’est intéressé en premier lieu a caractériser de maniére globale, la
contamination de [l'estuaire par deux classes emblématiques des milieux fortement
anthropisés : les hydrocarbures aromatiques polycycliqgues et les composés
pharmaceutiques. En effet, différents projets Seine Aval ont montré la présence des
contaminants en estuaire de Seine (Budzinski et al., 2014 ; Cailleaud et al., 2007 ; Togola,
2006). La contamination par ces composés organiques a été étudiée dans différents
compartiments (dissous, particulaire, sédiment) de Rouen a La Carosse. Dans cette partie,
I'étude s’est focalisée sur la partition des contaminants dans la colonne d’eau dans des
zones ou différents parameétres environnementaux sont trés variables (salinité, turbidité).
Dans un deuxiéme temps, la dynamique de la contamination a été étudiée a deux échelles
temporelles afin de mettre en avant de potentielles variations en fonction des saisons, mais
aussi au cours d’'une méme journée dans les zones de balancement des marées. L’objectif
final était de pouvoir croiser les données de dynamique des contaminants avec celle de la
matiere organique.

Descriptif et choix des molécules

Les hydrocarbures aromatiques

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des molécules organiques
ubiquistes constitués par plusieurs cycles benzéniques. On distingue les HAP légers
(naphtaléne, anthracéne) des HAP lourds (benzo(a)pyréne, benzo(g,h,i)péryléne)
notamment par le nombre de cycles aromatiques qui influe sur leurs propriétés physico-
chimiques (Figure 25) et donc sur leur devenir dans I'environnement.

00 & & o oY

Acéna Fluoréne Phénanthréne Anthracéne
Masse molaire 128,20 152,10 154,20 166,20 178,20 178,20
Log Kow 3,37 4,06 3,92 4,18 4,50 4,45
Molécule Fluoranthéne*  Pyréne Benzo(a)anthracéne Chryséne B (b)fluorantheé
Masse molaire 202,30 202,30 228,30 228,20 228 30 252,30
Log Kow 5,20 4,88 5,70 5,61 5,49 6,50
Molécule Benzo(j)fluoranthéne  Benzo(k)fluoranthéne** Benzo(e)pyréne Benzo(a)pyréne** Pérylene
e 252 30 252,30 252,30 252,30 252,30
Log Kow 6,80 7,40 6,31 6,63
‘ * Substance prioritaire DCE
** Substance dangereuse
Molécule Indéno(1,2-c,d)pyréne** Dibenzo(a + h)anthracéne Benzo(g,h,i)péryléne** prioritaire DCE B
Masse molaire 276,30 278,40 252,30
Log Kow 6,7 6,50 7,20

Figure 25. Liste des HAP étudiés (masse molaire en g/mol et log Kow : sans unité).
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Ces molécules sont notamment caractérisées comme des molécules stables et plutot
hydrophobes. Leur formation est naturelle ou anthropique et peut étre subdivisée en trois
sources : pyrolytigue (combustion de matiéres organiques), petrogénique (bruts pétroliers et
dérivés) et diagénétique (formation naturelle pétrole). Cette famille de composés est
notamment prise en compte dans la directive cadre sur 'eau (DCE) et fait partie des
molécules les plus déclassantes de I'état chimique des masses d’eau. Parmi cette vaste
famille chimique, sept molécules sont inclues dans le cadre de la surveillance chimique
comme substances prioritaires (naphtaléne, anthracéne, fluoranthéne) ou dangereuses
(benzo[a]pyréne,  benzo[b]fluoranthéne,  benzo[K]fluoranthéne,  benzo[g,h,i]péryléne,
Indéno[1,2-c,d]pyréne).

Les composés pharmaceutiques
Les composés pharmaceutiques font partie des molécules dites d’intéréts émergents dont
le comportement dans les masses d’eau est encore peu renseigné. Ces molécules sont
particulierement préoccupantes du fait de leur consommation importante mais aussi du fait
de leur activité biologique. Les différentes phases Seine Aval (2 ,3 ,4) ont, d’'ores et déja,
démontré la présence de ces molécules dans I'estuaire de Seine (Togola, 2006).

Un premier état des lieux a été réalisé sur la phase dissoute d’échantillons prélevés lors
des campagnes DYNAMOSEINE LEG 1 et 2 de 2015. Cette étude préliminaire a permis de
sélectionner les molécules majoritairement retrouvées en estuaire de Seine. Ainsi, un
screening sur 53 composés pharmaceutiques a été réalisé sur un panel d’échantillons,
permettant d’identifier 8 molécules «traceurs» (Figure 26), considérées comme
représentatives de I'ensemble des composés (80 % de I'abondance relative). Cette liste
regroupe 2 bétabloquants (aténolol et sotalol), 2 antiépileptiques (carbamazépine et
gabapentine), 1 anxiolytique (oxazépam), et 3 anti-inflammatoires non stéroidien (diclofénac,

ibuproféne et son métabolite le 2-hydroxy ibuproféne).
\ e
o -y, ;
OH L
NH3 po
Molécule Gabapentine Sotalol Aténolol 2-hydroxy-ibuproféne
Masse molaire 171,24 272,36 266,34 222,28
Log Kow -1,3 -0,4 0,43 2,37
LogD (pH 7)* -1,2 -2,4 -2 0,1
Molécule Carbamazépine Oxazépam lbuproféne Diclofénac
Masse molaire 236,27 286,71 206,28 296,15
Log Kow 2,77 2,92 3,84 4,26
LogD (pH 7)* 2,9 2,9 1,6 1,4
Figure 26. Liste des composeés pharmaceutiques étudiés

(masse molaire en g/mol et log Kow : sans unité, logD a pH 7 prédit par ChemAxon).
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Echantillons et méthodes analytiques

Les études se sont focalisées sur les échantillons prélevés lors des campagnes
DYNAMOSEINE 1 et 2. En premier lieu, 'ensemble des composés ont été recherchés de
Rouen a La Carosse dans 3 compartiments : phase dissoute (<0,7 um), phase particulaire
(>0,7 um) et sédiments. L’'objectif était dans un premier temps d’évaluer la répartition de ces
contaminants dans la colonne d’eau et le sédiment, puis dans un deuxieme temps de
comprendre leurs interactions avec la MO dans ces compartiments. En deuxiéme lieu, la
variabilité de la dynamique de la contamination a été étudiée au cours du cycle de marée au
niveau des sites de Caudebec, Tancarville, Fatouville et Honfleur. Pour chaque site, 3 temps
de marée (pleine mer, basse mer et jusant) a 3 profondeurs différentes ont été analysés.

| bissous | PARTICULAIRE SEDIMENTS

M Extraction SPME M Extraction MAE (100 % DCM) M Extraction MAE (100 % DCM)
W Volume : 10 ml [l Prise d’essai : 0,1-0,3 g M Prise d’essai : 2-3 g
HAP M Analyse en CG-SM B Purification CL sur colonne M Purification CL sur colonne
ouverte alumine-silice ouverte alumine-silice
M Analyse en CG-SM M Analyse en CG-SM
H Injection directe W Extraction MAE W Extraction MAE
H Analyse en CL-SM/SM W Prise d’essai : 0,1-0,3 g W Prise d’'essai : 2-3 g
Pharmaceutiques B Purification SPE B Purification SPE
H Analyse en CL-SM/SM H Analyse en CL-SM/SM

Tableau 6. Récapitulatif des méthodes analytiques employées pour caractériser la contamination au
niveau du sédiment, de la phase dissoute et de la phase particulaire.

Un récapitulatif des analyses effectuées est présenté dans le tableau 6. Pour 'analyse de
la phase dissoute, les HAP ont été extraits par micro extraction sur phase solide (SPME)
suivi d’'une séparation et analyse en chromatographie gazeuse couplée a de la spectrométrie
de masse (GC-SM). Du fait du nombre important d’eaux échantillonnées dans le cadre de
'étude des cycles de marée, des méthodes a haut débit (injection directe) ont été
développées. Ainsi, les analyses des 8 composés pharmaceutiques en phase dissoute ont
été réalisées en injection directe et chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem (CL-SM/SM). Les 8 molécules ont ainsi été analysées par 4 protocoles
analytiques dans le but d’obtenir les meilleures performances analytiques. L’extraction des
HAP et des composés pharmaceutiques a été réalisé par micro-ondes (MAE) sur les
particules et sédiments préalablement lyophilisés (prise d’essai : 2-3 g pour le sédiment et
0.1-0.3 g pour les particules). Aprés purification, les composés ont été analysés en CG-SM
pour les HAP et CL-SM/SM pour les composés pharmaceutiques.



MOLECULES ETALON INTERNE
ng/g ng/g ng/|
Naphtaléne Naphthalene-d8 0,5 10 9
Acénaphtyléne Acénaphthyléne-d8 0,5 1 0,5
Acénaphténe Acénaphthene-d10 0,2 1 0,3
Fluoréne Fluoréne-d10 0,2 1 0,5
Phénanthréne Phénanthrene-d10 2 30 1
Anthracéne Anthracene-d10 0,4 10 0,2
Fluoranthéne Fluoranthéne-d10 0,6 15 0,3
Pyréne Fluoranthéne-d10 0,5 15 0,2
HAP Benzo(a)anthracéne Benzo(a)anthracéne-d12 0,1 0,5 0,2
Triphényléne + Chryséne Chrysene-d12 0,1 0,5 0,2
Benzo(b+j+k)fluoranthéne  Benzo(k)fluoranthéne-d12 0,1 0,5 0,7
Benzo(e)pyréne Benzo(e)pyrene-d12 0,1 0,5 0,7
Benzo(a)pyréne Benzo(a)pyréne-d12 0,1 0,5 0,7
Péryléne Benzo(e)pyréne-d12 0,1 0,5 0,7
Indéno(1,2-c,d)pyrene Indéno(1,2-c,d)pyreéne-d12 0,1 1 0,5
Dibenzo(ac + ah)anthracéne Dibenzo(ac)anthracene-d14 0,1 1 0,5
Benzo(g,h,i)péryléne Benzo(g,h,i)pérylene-d12 0,1 1 0,5
Aténolol Aténolol d7 4 4 1
Carbamazépine Carbamazépine d10 0,3 0,3 1
Gabapentine Gabapentine d4 7 7 1
. Oxazépam Oxazépam d5 0,3 0,3 1
Pharmaceutiques
Sotalol Sotalol d7 2 2 1
Diclofénac Diclofénac d4 1 1 1
Hydroxy-ibuproféne Hydroxy-ibuprofene dé 9 9 4
Ibuproféene lbuproféene d3 1 1 1

SEDIMENTS PARTICULES DISSOUS

Tableau 7. Récapitulatif des limites de quantification de I'ensemble des molécules ciblées dans les 3
matrices : sédiment, phases dissoute et particulaire. Ces limites sont données en ng/l dans la phase
dissoute et en ng/g dans la phase particulaire.

Excepté pour le naphtaléne et I'hydroxy-ibuproféne, les limites de quantification sont
inférieures a 1 ng/l dans la phase dissoute (Tableau 7). Dans le sédiment, les limites de
guantification oscillent entre 0,1 et 9 ng/g alors qu’elles varient entre 0,3 et 30 ng/g pour les
particules (Tableau?).

Etat des lieux de la contamination et partition le long de I'estuaire de
Seine

Contamination par les HAP

Dans la phase dissoute, la somme totale des HAPs varient entre 15 et 74 ng/l avec des
concentrations maximales au niveau de Fatouville (Figure 27A). Globalement, la
contamination en HAP au cours des années est assez variable. En effet, des valeurs
similaires ont déja été retrouvées (4-36 ng/l) dans une étude au niveau de I'estuaire de Seine
réalisée en 1997 (Fernandes et al., 1997). Les concentrations adsorbées sur la phase
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particulaire diminuent d’'un facteur 10 le long du transect, passant de 4720 ng/g a 416 ng/g
de poids sec. Les niveaux de contaminants retrouvés sont comparables a ceux qui avaient
été recensés par Cailleaud et al. 2009. Dans le sédiment, les concentrations les plus
importantes ont été retrouvées au niveau de Rouen (0,59 pg/g), cependant aucun gradient
amont-aval n’a pu étre clairement défini, ce qui est cohérent avec les données acquises lors
de projets antérieurs. mais également avec les concentrations retrouvées dans I'estuaire de
la Gironde (Budzinski et al., 1997). Les concentrations en HAP dans les sédiments sont
corrélées aux teneurs en carbone organique, comme observé dans d’autres estuaires (e.g.
Jiao et al., 2012 ; Wang et al., 2014).

A Concentrations totales en HAP B Abondance relative
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Figure 27. Synthése des concentrations (A) et abondance relative (B) en HAP recherchés dans le
sédiment et dans les phases dissoute et particulaire. (<LQ : inférieur a la limite de quantification, nd : non
déterminé). Les résultats synthétisent les données obtenues durant la campagne d’avril 2016.

Contamination par les composés pharmaceutiques

La présence des composés pharmaceutiques ciblés est peu marquée dans le sédiment.
Les composés les plus hydrophobes (carbamazépine, oxazépam, ibuproféne, diclofénac) ont
été quantifiés seulement au niveau de Rouen avec une concentration totale de 9 ng/g
(Figure 28A). Dans I'ensemble des autres matrices étudiées, les concentrations individuelles
des huit composés pharmaceutiques étaient en dessous des limites de quantification.

Les concentrations totales en phase dissoute diminuent peu entre Rouen et Fatouville
passant de 409 a 342 ng/l (Figure 28A). Une diminution marquée des concentrations n’a été
observée qu’au niveau du point marin, La Carosse. A I'exception du 2-hydroxy-ibuproféne,
'ensemble des composés ont été quantifiés dans la phase particulaire (Figure 28B). Les
concentrations individuelles sont en accord avec les données qui avaient été obtenues dans
le cadre du projet MEDSEINE (SA4) (Togola, 2006; Togola and Budzinski, 2007) et celles
obtenues par le projet CRAPPSE (SA5). La gabapentine est le composé majoritaire et
représente plus de 50% de la concentration en phase dissoute mais également en phase
particulaire. Elle est en revanche peu retrouvée dans les sédiments. Cette partie apporte des
informations complémentaires au projet CRAPPSE, qui s’est intéressé aux composés
pharmaceutiques plus en amont de I'estuaire (de Poses a Caudebec-en Caux).
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A Concentrations totales en pharmaceutiques B Abondance relative
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Figure 28. Synthése des concentrations (A) et abondance relative (B) en pharmaceutiques recherchés
dans le sédiment et dans les phases dissoute et particulaire. (<LQ : inférieur a la limite de quantification,
nd : non déterminé). Les résultats synthétisent les données obtenues durant la campagne d’avril 2016.

Evolution globale des concentrations dans la colonne d’eau et partition

Le devenir des HAP entre les phases dissoute et particulaire de Rouen a La Carosse est
présenté en Figure 29A. Globalement, les concentrations au niveau de la colonne d’eau
augmentent d’'un facteur 4 entre les sites de Caudebec (pk : 310) et Fatouville (pk : 350).
Ainsi, le long de cette partie de I'estuaire, les concentrations en HAP dans la colonne d’eau
peuvent varier entre 53 et 350 ng/l. Ce résultat est en accord avec les données obtenues
entre 2003-2007 au niveau de l'estuaire de Seine (Cailleaud et al., 2009). Ces
concentrations sont supérieures a celles observées dans I'estuaire de San Francisco (Ross
and Oros, 2004) mais inférieures a celles observés dans le delta de la riviére Pearl (Luo et
al., 2004).

La partition est fortement dépendante de la concentration en matieére en suspension
notamment au niveau de Fatouville. Ainsi dans les zones a fortes concentrations en matiére
en suspension (pK : 350, Fatouville), la part de HAP portée par les particules peut atteindre
80 %. Le méme phénomeéne a déja été observé en estuaire de Seine, une corrélation
positive entre concentration en matiére en suspension et concentration en HAP avait été
mise en évidence (Fernandes et al., 1997). Ce phénoméne est également associé a une
plus forte affinité des HAP pour la phase particulaire concomitante avec 'augmentation de la
salinité

Un comportement différent a pu étre observé pour les composés pharmaceutiques
(Figure 29B). De Rouen a Fatouville les concentrations varient peu, et passent de 409 ng/l a
342 ng/l. Les concentrations quantifiées au niveau de la colonne d’eau sont le reflet des
composés présents dans la phase dissoute et colloidale. En effet, moins de 1% de la
contamination en pharmaceutiques étudiés est porté par les matiéres en suspension. Ce
comportement est similaire quelques soient les molécules considérées. Le pourcentage
porté par les particules tend a augmenter au niveau de la zone de turbidité pour quelques

molécules (oxazépam et hydroxy-ibuproféne) mais n’excédent pas 4 %. Ce résultat est
|
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cohérent avec différentes études menées dans l'estuaire de la Gironde et East River (New
York) (Aminot, 2013; Lara-martin et al., 2014).
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Figure 29. Evolution de la concentration et du pourcentage (pointillés) porté par les particules dans la
colonne d’eau (dissous+ particulaire) de Rouen a La Carosse pour : A. ), HAP et B. ), pharmaceutiques .
Résultats obtenus a partir de la campagne d’avril 2016.

Principales conclusions :

v Les HAPs se retrouvent tout le long de l'estuaire de Seine dans les 3
matrices étudiées mais avec des profils de contamination différents. En zones
fortement turbides, la charge portée par les matiéres en suspension peut
atteindre 80 %.

v Les composés pharmaceutiques sont retrouvés principalement dans la
phase dissoute (99%). Leur présence est faible dans la phase particulaire et n’a
pu étre quantifiée qu’au niveau de Rouen dans le sédiment.

Variabilités temporelles sur la contamination

La dynamique des pharmaceutiques et HAP a été étudiée a différentes échelles
temporelles :
e une premiere trés large dans le but de mettre en avant des tendances
saisonniéeres
e une seconde a I'échelle d’une journée, en point fixe au cours d’un cycle de marée

Une premiére comparaison de la contamination en HAP a permis de mettre en évidence
d’importantes variations des concentrations dans la phase dissoute. A linverse, les
concentrations adsorbées sur les particules sont relativement stables lors des 3 campagnes
effectuées (Figure 30A). Ce constat est le plus marqué au niveau du site de Fatouville, ou la
somme des HAP atteint 73 ng/l en avril 2016. Ces différences s’expliquent en majorité par
les HAP bi et tri -aromatiques tels que le naphtaléne, acénaphténe, fluoréne et phénanthrene
(Figure 30B). Une telle variabilité saisonniére des concentrations en HAP dans la colonne
d’eau a déja été observée dans d’autres estuaires (e.g. Riviére des Perles en Chine ; Niu et
al., 2018). La teneur en MES et la température de I'eau sont considérés comme des facteurs
clefs dans la régulation de la teneur et de la distribution des HAP.

En raison, de leur faible présence durant les campagnes d’avril et septembre 2015,
I'étude du comportement des HAP au cours du cycle des marées s’est focalisée sur les
-
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résultats obtenus en avril 2016. La Figure 31A présente I'évolution des concentrations en
HAP au cours d'un cycle de marée au niveau des sites de Tancarville, Fatouville et Honfleur.
Les variations les plus importantes ont été constatées au niveau de Fatouville ou les
concentrations oscillent entre 10 et 70 ng/l en quelques heures. Sur ces 3 sites, les
concentrations ont varié d’un facteur 1,7 a 4.
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Figure 30 . Comparaison des concentrations en HAP retrouvées au niveau de la phase particulaire (A) et
de la phase dissoute (B) lors des différentes campagnes d’échantillonnage au niveau des sites de
Caudebec et Fatouville.
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Figure 31. Dynamique de la contamination des HAP et composés pharmaceutiques dissous au cours d’un
cycle de marée au niveau des sites de Tancarville, Fatouville, Honfleur. Les résultats concernent
uniquement la phase dissoute et sont exprimés en ng/l. Les échantillons ont été prélevés durant le
courant de jusant (JU), I’étale de basse mer (BM) et le courant de flot (FL).

En revanche, sur 'ensemble des sites, les mémes tendances ont été constatées pour les
huit composés pharmaceutiques étudiés (Figure 31B). Les variations de concentration
durant ces campagnes oscillent d’un facteur allant de 1,1 a 2,9. Les dilutions engendrées par
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la marée sont les plus marquées au niveau d’Honfleur avec des concentrations qui varient
de 140 ng/l & 470 ng/l. En remontant vers 'amont, une atténuation du facteur de dilution a
été mise en évidence. Les résultats obtenus aux différentes profondeurs ne permettent pas
de définir de tendance ou de stratification de la colonne d’eau. Le comportement des
médicaments est ainsi fortement influencé par les cycles tidaux. L'impact de la marée sur les
concentrations en pharmaceutiques a déja été observé dans l'estuaire de Seine (Togola,
2006), dans I'estuaire Yangtze (Yang et al., 2011 ; Zhao et al., 2015).

L'impact de la marée sur la dynamique de la contamination en pharmaceutiques a pu
étre comparée a des saisons pseudo hivernales (avril 2015) et estivales (septembre 2015).
Ces deux périodes d’échantillonnages sont marquées par des conditions de débits
différentes mais également par des coefficients de marées opposées. Une synthése des
résultats obtenus concernant les composés pharmaceutiques est décrite en Figure 32.
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Figure 32. Evolution des concentrations (ng/l) moyenne (basse, pleine mer et jusant) en composés
pharmaceutique de I’'amont vers I’aval : Dynamique de la contamination au cours d’un cycle de marée. Le
graphique central représente les concentrations moyennes en avril et septembre 2015 de Caudebec a
Honfleur. Les graphiques a, b, c, d, e, f représentent les variations de concentrations au niveau d’un site
au cours d’un méme cycle de marée. Les échantillons ont été prélevés a basse mer (BM), jusant (Ju) et
pleine mer (PM).

Des concentrations moyennes journaliéres plus élevées en septembre ont été retrouvées
jusqu’a Tancarville (pk 340 ; Figure 32). Au niveau de Fatouville (pK 350) et Honfleur (pK
355), les niveaux de pharmaceutigues sont équivalents aux temps échantillonnés.
Cependant a une échelle de temps plus réduite (cycle de marée), I'estuaire moyen subit de
grandes variations en concentrations. Au niveau du site d’Honfleur, une variation des
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concentrations d'environ 70 % a été constatée quels que soient les conditions
hydrodynamiques et le coefficient de marée (Figure 31). L'impact de la marée sur les
concentrations est dépendant des conditions de débit du fleuve au niveau des sites de
Fatouville et dans une moindre mesure a Tancarville. En condition d’un faible débit (222 m?/s
a Poses) et d’'un fort coefficient de marée (105), le site de Fatouville a subit les plus fortes
fluctuations de concentration (80% lors de septembre 2015). Des variations de
concentrations ont été observées sur certains sites entre le fond et la surface, avec des
écarts de 100 a 300 ng/l au niveau d’Honfleur et Fatouville en septembre 2015. Cependant,
aucune tendance concernant une stratification de la contamination entre surface et fond n’a
pu clairement étre mise en avant.

Ces fortes variations de concentrations lors d'une méme journée, pose une réelle
question quant a I'évaluation du risque chimique en zone estuarienne. Effectivement, les
concentrations étant trés variables, la représentativité d’échantillon ponctuel peut étre remise
en question. L'utilisation d’échantillonneurs passifs qui permettent d’intégrer la contamination
semble tout a fait pertinente pour évaluer la contamination dans ces zones de balancement
des marées.

Principales conclusions :

v La contamination de la phase particulaire en HAP est relativement constante, aux
périodes étudiées. De fortes variations de la phase dissoute ont été observées. Ce
constat est d0 aux HAP de faibles poids moléculaires tels que le naphtaléne. Au
cours du cycle de marée, les variations en phase dissoute peuvent atteindre un
facteur 4. Les variations les plus importantes ont été observées au niveau du site
de Fatouville.

v/ La contamination en composés pharmaceutiques est dépendante de la saison. En
période de bas débits, des concentrations moyennes deux fois plus importantes
ont été constatées au niveau des points les plus amont. En aval de P’estuaire, les
différences sont moins marquées. Ceci est le résultat des fortes variations qui
s’opérent dans les zones de forts marnages. C’est le cas, au niveau d’Honfleur et
Fatouville ou les oscillations des concentrations sont les plus importantes. Ce
phénomeéne est amplifié en période de bas débit (a Poses) et de fort coefficient de
marée ou les concentrations peuvent varier jusqu’a 80 % en quelques heures.



Tache Dynamique des nutriments et métabolismes

Introduction

Les objectifs de ce travail étaient multiples et concernaient 'ensemble du fleuve (colonne
d’eau et sédiment). Il s’agissait de déterminer les taux de dégradation de la matiére
organique dans le bouchon vaseux (BV) en conditions oxiques et anoxiques, ainsi que les
taux de réduction des nitrates dans les sédiments. |l était également question de mesurer les
concentrations en nutriments dans les eaux porales des sédiments afin d’en déduire les taux
des processus biogéochimiques et les flux de nutriments dans les sédiments et a I'interface
eau-sédiment par modélisation (diagenése précoce). Enfin cela a consisté a estimer les
densités des communautés microbiennes fonctionnelles du cycle de I'azote.

Matériel et méthodes

Microbiologie

La non-cultivabilité des micro-organismes est une difficulté majeure en microbiologie
environnementale et nous contraint a requérir & la biologie moléculaire pour leur
caractérisation.

Dans le cas présent, 'TADN microbien a été directement extrait a partir de sédiments ou de
matieres en suspension de la colonne d’eau, préalablement collectées sur filtre
(PolyVinylidene DiFluoride, 0,2 um). Les ADN ont été récupérés selon la méthode décrite
par Griffith et al (2000) grace a des billes (Precellys lysing soil grinding mix SK38). Puis les
génes d’intérét marqueurs des fonctions suivies ont été ciblés par PCR : anammox
(anaerobix ammonium oxidation), dénitrification, oxydation de 'ammonium, oxydation du
nitrite, DNRA (Dissimilative Nitrate Reduction to Ammonium). En paralléle, les nombres
totaux de bactéries et d’archées ont été mesurés par quantification du nombre de copies de
genes codant pour I'ARN ribosomique (ARNr) 16S bactérien et archéen, respectivement.

Concernant I'ADN microbien de la colonne d’eau d’avril 2015, les filtres ont été coupés en
trois afin d’obtenir des triplicatas. En septembre 2015 et avril 2016, I'extraction a également
été réalisée en triplicatas mais a partir de demi-filtres. Pour chaque sédiment, a été pesé 0,5
g d’échantillon frais en triplicatas pour les trois campagnes.

La gPCR quantifie en temps réel un nombre de fragments d’ADN d’intérét, synthétisés in
vitro. Pour cela, deux amorces sont choisies de fagon a étre spécifiques d’'une séquence
d’ADN. Le géne microbien ciblé n’étant pas toujours en copie unique dans le génome, ces
mesures donnent une approximation des effectifs microbiens. Dans ce rapport, nous
parlerons d’effectifs en étant bien conscients qu’il s’agit du nombre de copies de génes. Une
normalisation par rapport aux ARNr 16S est réalisée pour tous les génes fonctionnels utilisés
car il nous importait de mesurer la représentativité de chaque groupe fonctionnel. Chaque
extrait d’ADN a été amplifié en triplicatas.
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Détermination des taux biogéochimiques et micro-profils d’oxygéne dissous

Pendant les campagnes de septembre 2015 et avril 2016 pour les 4 stations (Honfleur,
Fatouville, Tancarville et Caudebec) les transformations en azote et carbone dans le
bouchon vaseux ont été déterminées par incubation en batch. Pour cela, 50 ml de bouchon
vaseux ont été incubés dans des flacons de 250 ml en triplicatas en conditions oxique et
anoxique. Les différents composés azotés (NOs,, NO2, NH4, N2O) et carbonés (CO- et CHa)
ont été dosés pour estimer leurs taux de consommation et/ou production dans la phase
liquide ou gazeuse. Ceci a été permis par des prélevements effectués en début d’incubation
(TO) et aprés 4h (T1).

En septembre 2015, des taux de réduction de nitrate et sulfate des sédiments de Fatouville
ont été déterminés aux profondeurs de 0-2 cm et 10-12 cm en réacteur a flux continu (pour
détails sur la méthode, voir Laverman et al., 2006, 2012). Pendant la campagne d’avril 2016,
ces taux en réacteurs ont été déterminés pour 4 stations, La Carosse, Fatouville, Tancarville
et Rouen, a la profondeur de 0-2 cm.

La vitesse de la consommation d’oxygéne (métabolisme aérobie) a été réalisée a bord sur
les échantillons du bouchon vaseux. Ces échantillons sont répartis en triplicatas dans des
tubes avec septum de 10ml. La mesure de la concentration de I'oxygéne dissous dans I'eau
se fait a 'aide des mini-optodes (ROP, Firesting O2, Pyroscience). La calibration des mini-
optodes a été faite a deux points du % de saturation (0, 100). L'acquisition des données a
été réalisée dans lincubateur pendant 24h et dans les conditions optimales : obscurité,
température in situ de I'échantillon et agitation (agitateur rotatif 360°, RT35, Grant-Bio).

Les micro-profils d’oxygéne dissous ont été mesurés a l'interface eau-sédiment durant
les campagnes Dynamoseine Leg 2 et Dynamoseine 2. Ces mesures ont été faites en
utilisant une micro-optode, un mini-fluorimétre FireSting® (Pyroscience) et un micro-
manipulateur permettant des incréments verticaux de 100 um. Ces micro-profils donnent
acces pour chaque station a la profondeur de pénétration de I'oxygéne et la possibilité de
calculer le flux benthique diffusif d’oxygéne (i.e., demande benthique en oxygéne), ainsi que
le taux net des métabolismes aérobies dans les premiers mm de sédiment.

Nutriments dans les eaux porales et la colonne d’eau
Les dosages des nutriments ont été faits par spectrophotométrie a flux segmenté, par un
analyseur automatique type AXFLOW QUAATRO aprés dilution. Les formes de l'azote
mesurées sont les nitrites NO,, les nitrates NOs et I'azote ammoniacal ZNH3
(essentiellement sous la forme de NH4"). Pour le phosphore et le silicium, les concentrations
mesurées correspondent aux sommes des formes dissoutes PO, et ZSi.

Résultats et discussion

Densités microbiennes pendant le cycle de marée
C’est en avril 2015, en mortes eaux, qu’un cycle de marée a été étudié a Fatouville. Ceci a
permis d’y observer I'évolution des densités microbiennes et notamment de mettre en
évidence un pic de densités microbiennes (8,9 108 copies/| pour les bactéries et 2,2 108, les
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archées ; Fig. 33) a 11h30, qui correspondait au maximum de turbidité (250 NTU). Les
bactéries montraient des effectifs supérieurs d’un facteur 4 a 8 a ceux des archées.
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Figure 33. Densités microbiennes (bactériennes et archéennes) dans la colonne d’eau a Fatouville
pendant le cycle de marée.

A cette turbidité maximale de mortes eaux, les bactéries oxydant I'ammonium
représentaient 1,68 % des bactéries, les archées oxydant 'ammonium 0,59 % des archées
et les bactéries oxydant le nitrite 0,41 % des bactéries. Les métabolismes aérobies de I'azote
n’étaient donc pas potentiellement favorisés par les conditions du milieu. Ceci nous a incités,
par la suite, a rechercher les micro-organismes impliqués a la fois dans les métabolismes
aérobies et anaérobies dans la colonne d’eau.

Distribution verticale des nutriments et micro-organismes dans l'eau porale et le
sédiment
Dans la carotte de sédiments récupérée a la méme date (avril 2015), il apparait que les
micro-organismes les plus représentés sont ceux capables de réaliser la dénitrification quelle
que soit la profondeur (Figure 33). L’épaisseur 0-1 cm est la seule qui contient de I'oxygéne
(données non montrées) ; tous les groupes fonctionnels y sont sur-représentés par rapport
aux horizons plus profonds. Il faut noter une plus forte représentation des archées nitrifiantes
par rapport aux bactéries nitrifiantes dans tous les horizons. Les bactéries et archées
nitrifiantes et dénitrifiantes sont présentes a des profondeurs ou oxygéne et nitrate, requis
pour leurs activités, sont absents. Une premiére hypothése pour expliquer ce résultat est que
ces micro-organismes peuvent étre présents mais pas forcément actifs. D’autres études
dans des sédiments ont montré la présence active de bactéries dénitrifiantes a des
profondeurs ou il n’y a plus de nitrate et proposent comme hypothéses, qu'il s’agit soit d’un
autre métabolisme soit d’'un transport de sédiment (Papaspyrou et al., 2014).
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L’abondance des archées oxydant 'ammonium est en accord avec d’autres études dans
des sédiment estuariens anglais (Bernhard et al., 2010). |l sera intéressant d’inclure pour de
futures recherches, des analyses a la fois de la présence et de lactivité des micro-
organismes pour choisir parmi ces différentes hypotheses.
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Figure 34. Nombres de copies de génes fonctionnels normalisés par rapport aux estimations d’effectifs
microbiens (gauche), concentrations des nutriments (droite) en fonction de la profondeur du sédiment
pour la campagne d’avril 2015 a Fatouville.

Les concentrations en NO3z', NO2, NHs" dans le sédiment a Fatouville sont représentées en
Figure 34. Les concentrations de NO3s sont maximales en surface (220 uM) pour diminuer
jusqu’a leur disparition a 3 cm de profondeur. Cette diminution est classique et due a la
réduction des nitrates en absence de O (pénétration d’O, environ 3 mm, résultats non
montrés). Les concentrations de NO; — intermédiaires de la dénitrification — sont faibles avec
une petite augmentation a 2 cm, en lien avec une activité de dénitrification a cette
profondeur. Les concentrations d’ammonium augmentent en profondeur, grace a la

minéralisation de la matiére organique et a 'absence d’oxydants en profondeur.

Taux biogéochimiques et abondances microbiennes de la colonne d’eau

Pendant les campagnes de septembre 2015 et avril 2016, des taux biogéochimiques et des
densités microbiennes des différents groupes impliqués dans les transformations azotées
ont été déterminés pour les 4 stations dans la colonne d’eau (marées de vives eaux). Les
nombres totaux de bactéries et archées dans la colonne d’eau de septembre 2015 sont
présentés dans la Figure 35.
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Parmi tous les processus du cycle de 'azote recherchés, c’est la dénitrification qui est
largement dominante en cette période de vives eaux dans le bouchon vaseux en atteignant
100% des micro-organismes présents ou presque dans tous les sites (données non
montrées). Concernant les processus secondaires, qui représentent moins d’1 %, il s’agit de
la nitrification bactérienne, la DNRA et la nitratation. Aucun géne marqueur du processus
anammox ou de la nitrification archéenne n’a pu étre détecté avec la méthode utilisée.
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Figure 35. Nombre des bactéries et archées dans la colonne d’eau, septembre 2015.

Les taux de transformation d’ammonium et nitrate dans le bouchon vaseux sont montrés en
Figure 36. Pour les 4 sites, est observée une consommation (oxydation) d’ammonium entre
0,02 et 0,18 nmol NH,* mg MES™ h'. Les nitrates sont également consommés a un taux plus
élevé que pour 'ammonium (entre 0,3 et 26 nmol NOs mg MES™ h), avec un taux trés
élevé a Tancarville (26 nmol NOs mg MES™ h?),
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Figure 36. Taux de consommation de nitrate et ammonium dans la colonne d’eau des 4 différentes
stations en conditions oxiques (septembre 2015).



Les productions de N,O et CO; dans les incubations en batch (Figure 37) varient entre 3 et
5 pmol mg MES™? h? pour le N,O et entre 1 et 4 nmol mg MES™ h! pour le CO.. La
production de CO: était la plus faible & Tancarville.

La disparition de nitrate observée dans la colonne d’eau peut étre due a la dénitrification ou
'assimilation des nitrates. Méme si les conditions expérimentales étaient oxiques, cette
consommation de nitrate est plus vraisemblablement due a la dénitrification, vue la
dominance et la présence des bactéries dénitrifiantes (Fig. 34). Il est trés probable que le fort
contenu en MES et une activité hétérotrophe importante créent des micro-niches anoxiques
favorisant la dénitrification. La production de N2O semble aussi une indication pour la
dénitrification en micro-niches, méme si la production de N>O peut provenir de la nitrification.
Cependant, les trés faibles taux de nitrification ne semblent pas a l'origine de cette
production. Les concentrations de N.O produit sont dans tous les cas trés faibles (de I'orde

du pmol). Cette production de N2O ne semble pas significative par rapport a la
consommation de nitrate.
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Figure 37. Taux de production de N20 (en pmol) et CO2 dans la colonne d’eau des 4 différentes stations
en conditions oxiques (septembre 2015).

Abondances microbiennes sédimentaires, taux biogéochimiques et distribution des
nutriments dans les eaux porales (sédiments)

Pendant la campagne d’avril 2016, des sédiments de 4 sites entre Rouen et La Carosse
ont été analysés en termes de taux, d’abondances microbiennes (Figure 38) et de
distribution verticale des concentrations en nutriments. Les densités microbiennes
s’échelonnent entre 10° et 10*! copies d’ADNr 16S par g de sédiment sec.
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Figure 38. Nombre de copie bactéries et archées dans les sédiments (0-2 cm) en avril 2016.

De méme que dans la colonne d’eau, ce sont les micro-organismes capables de réaliser la

dénitrification qui dominent, suivis par ceux réalisant la DNRA (Figure 38). Les proportions
observées sont dix fois plus importantes que dans les eaux. Les densités de bactéries
anammox restent inférieures au seuil de détection de la méthode.
Il faut souligner que le nombre de copies de géne de bactéries dénitrifiantes élevé détecté a
Tancarville (Figure 39) ne peut étre considéré comme un indicateur de taux de réduction des
nitrates plus importants au niveau de ce site. Cette mesure révéle uniquement la présence
de bactéries dénitrifiantes mais en aucun cas leur activité.

Les taux de réduction de nitrate et la production dammonium dans les sédiments des 4
différents sites de prélévements sont donnés en Figure 40. Les taux de réduction de nitrate
sont trés élevés a Rouen (= 400 nmol cm h'), de méme que la production d’ammonium (~
80 nmol cm= h). Les sites plus en aval montrent a la fois des taux plus faibles de réduction
de nitrate (~ 60 et 80 nmol cm h'!) et de production d’ammonium, entre 2 et 8 nmol cm= h?
avec des taux minimaux a Fatouville. Les taux de réduction de nitrate sont du méme ordre
de grandeur que ceux mesurés précédemment dans des vasiéres de la Seine (Laverman et
al, rapport RE2, Seine Aval) ou encore dans d’autres sédiments estuariens (entre 100 et 350
nmol cm h?, Laverman et al 2012, Ogilvie et al 1997).
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Figure 39. Nombres de copies de génes fonctionnels normalisés par rapport aux estimations d’effectifs
microbiens en avril 2016, dans les 0-2 cm du sédiment.
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Figure 40. Taux de réduction de nitrate (gauche) et production d’ammonium (droite) dans les sédiments
(0-2 cm) des 4 sites de prélévements en avril 2016.

Les concentrations en nutriments dans les eaux porales des sédiments montrent des profils
classiques (Figure 41). Les concentrations en nitrate diminuent avec la profondeur grace a la
réduction de nitrate (dénitrification, DNRA, anammox) en absence d’oxygéne et les
concentrations en ammonium augmentent suite & la dégradation de matiere organique et
'absence d’oxydants. Les concentrations en nitrates sont les plus élevées dans l'eau
surnageante a Rouen et Fatouville (305, 350 uM) et plus faibles a La Carosse (20 uM). La
disparition de nitrate au bout de 2 cm a Rouen indique une réduction de nitrate élevée par
rapport a Fatouville ou le nitrate diminue plus lentement (donc taux plus faible) et a disparu
au bout de 6 cm. Cette activité élevée a Rouen est confirmée par les concentrations
d’ammonium élevées en profondeur (jusqu’a 1500 uM), preuve d’'une dégradation de matiére
organique intense. La profondeur de pénétration d’'O, de 3 mm (non montrée) démontre
également l'existence d’une activité microbienne (dégradation de matiére organique,
nitrification) trés importante a Rouen.
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Figure 41. Concentrations de nitrate et ammonium dans les eaux porales a La Carosse, Fatouville et
Rouenpour la campagne d’avril 2016.

Afin de mieux comprendre les flux d’azote a l'interface sédiment — eau et les distributions

fines des taux biogéochimiques, un modéle de transport réactif a été appliqué (pour plus de
détails : https://uwaterloo.ca/ecohydrology/software). Cette partie, non initialement inscrite
dans le projet Mosaic, est en cours de réalisation. A ce jour, le modéle a permis d’ajuster les
profils d’eau porale d’O2, NO3z", NO>, NH4" pour les sites de La Carosse, Fatouville et Rouen,
pour la campagne d’'avril 2016. La Figure 42 montre les données de nitrate et ammonium
mesurées dans les eaux porales de Fatouville et les résultats du modéle avec les meilleurs
ajustements des parameétres de ce dernier.
Le taux des différents processus en fonction de la profondeur prédits par le modéle sont
représentés dans la Figure 43. Les taux de nitrification sont faibles et localisés dans les
premiers millimétres. La dénitrification est le processus dominant a compter de la zone de
disparition d’oxygéne. Il nous est apparu que les facteurs les plus importants a prendre en
compte dans la modélisation des flux de nitrate et d’ammonium sont la quantité et la qualité
de la matiére organique, les concentrations en nitrate et la teneur en oxygéne (conditions
oxigues/anoxigues).

Le modéle permet ainsi une estimation satisfaisante des flux a l'interface sédiment-eau ; les
flux pour les formes d’azotes dissous sont représentés dans le Tableau 8. A Fatouville et La
Carosse, les sédiments sont un puits pour les nitrates et une source d’'ammonium. Des
travaux sont en cours pour les autres sites et saisons. Ces flux sortant dammonium et
entrant de nitrate sont en accord avec des flux déterminés dans d’autres études pour des
sédiments estuariens ou lacustres (e.g. Canavan et al 2006, Dedieu et al 2007).
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Figure 42. Concentrations mesurées et modélisées de nitrate et ammonium pour Fatouville.

(umol cm3 an'l)

10 20 30 0 0 10 20 0 % o 10 ) . 2 0 1 2 3 s

£
L
— 4 4
=
[
©
C 6 s
S anammox
a | nitrification denitrification DNRA | no,
NHs —> NO, NO, —> N, NO, —> NH,* NH —> N,
10

Figure 43. Distribution en profondeur des taux modélisés pour la nitrification, dénitrification, DNRA et
anammox

Il est difficile de mettre en regard les flux/taux calculés localement avec ceux
transitant dans l'estuaire. Seule une estimation trés globale peut étre réalisée, non prévue
initialement dans le cadre du projet MOSAIC. Le modéle sédimentaire prédit des flux a
l'interface sédiment/eau. Les flux sédimentaires de NOs en direction du sédiment pour
Fatouville - 98 pmol m2 h! (Tableau 8), soit 3.3 mgN m jour! (ou 12000 kgN km=2 an').
Pour le NH4* les flux en direction de la colonne d’eau sont d’environ 4.4 mgN m2 jour? ou
16150 kgN km? an. Dans le bouchon vaseux, il y a une consommation de NH4* d’environ
0.5 kg N km= an. Il y a donc a Fatouville plutét une source sédimentaire de N en direction
de la colonne d’eau, méme s'il y a un flux significatif de nitrate en direction du sédiment et un
peu de consommation de NH4" dans le BV.

En premiére approche, en prenant I'exemple de Fatouville, les flux d'azote a
linterface des sédiments du chenal semblent négligeables par rapport a la quantité d’'N
passant dans la colonne d’eau.

NO3 NO2 NH4*
pumol m2 ht
Fatouville -98,1 -0,1 131,7
la Carosse -4,9 0,9 105,6
Rouen en cours

Tableau 8. Flux de nitrates, nitrite et ammonium calculés par la modélisation a I'interface sédiment eau.
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Conclusions
v' Les résultats d’abondances microbiennes montrent que la présence des micro-
organismes est associée ala présence de MES.

v' La colonne d’eau et en particulier le bouchon vaseux montre une disparition de
nitrate, une production de NO et une abondance trés importante de bactéries
dénitrifiantes. Ceci indique une activité dénitrifiante dans cet environnement
globalement oxique, qu’est la colonne d’eau et y suggére la présence de
microniches anoxiques dans les MES pour permettre a ce processus d’avoir lieu.
Les taux de réduction de nitrate sont beaucoup plus élevés (facteur 1000) dans les
sédiments en raison de conditions plus favorables, a savoir la présence de matiere
organique et I'absence d’oxygéne. Il en découle que les sédiments se comportent
comme des puits de NOs. La dégradation de la MO dans les sédiments entraine
également un flux d’ammonium émis par les sédiments.

v Les MES de la colonne d’eau et surtout des sédiments, riches en MO et en micro-
organismes dénitrifiants ont un fort potentiel de réduction de nitrates. En outre, les
sédiments, par rapport a la colonne d’eau, présentent I’avantage que les
conditions requises pour la réduction des nitrates y sont réunies.

Dynamique croisée delamatiere organique, des contaminants et des
nutriments

Dans les parties précédentes, les dynamiques de la MO, des contaminants organiques et des
nutriments ont été évaluées séparément. Il est désormais essentiel d’examiner conjointement
ces trois dynamiques, et le réle de la MO sur le transfert des contaminants organiques et des
nutriments en milieu estuarien. La grande quantité de données acquise au cours des
différentes campagnes nous a permis d’étudier I'influence des modifications a la fois
gualitatives et quantitatives de la MO sous ses différentes formes sur la dynamique des
contaminants et des nutriments. Ce travail constitue un point particulierement original et
innovant du projet, les études conjointes de la MO, des contaminants et des nutriments étanten
effet souvent réalisées a I'échelle globale (i.e. flux de matiére ; e.g. McGuirk Flynn, 2008 ; Zhou
et al.,, 1999), alors qu’il est crucial de comprendre, d’'un point de vue qualitatif et
mécanistique, comment se déroule conjointement le transfert substances naturelles et
anthropigues en milieu estuarien (e.g. Santschi et al., 1997).

Base de données

L’étude croisée de la dynamique de la MO, des contaminants et des nutriments a nécessité
dans un premier temps l'établissement d’'une base de données, contenant I'ensemble des
informations (parametres environnementaux, résultats des différentes analyses effectuées)
liés aux échantillons prélevés lors des différentes campagnes d’échantillonnage. Cette
base met a disposition 'ensemble du jeu de données obtenu lors du projet MOSAIC et a été



fournie au GIP Seine-Avalen mémetempsque cerapport. Elle aétéréalisée surle systéme de
gestion de base de donnéesrelationnelle (SGBDR) Access développé par Microsoft. Ce SGBDR
a été choisi pour sa simplicité de mise en ceuvre, sa forte complémentarité avec Excel et sa
relative facilité d’utilisation par rapport a d’autres SGBDR (MySQL par exemple).

La structure de la base est centrée sur la table « Echantillon », contenant toutes les
informations sur les échantillons prélevés lors du projet (Fig. 44). Cette structure permet de
faciliter le croisement entre les différentes analyses ainsi que I'exportation des données. Les
différentes données environnementales et analytiques ont ensuite été croisées. Les résultats
associés sont présentés dans la suite de ce rapport.
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Figure 44. Structure simplifiée de la base de données MOSAIC.

Croisement des données

Interactions matiére organique et contaminants organiques

Nous avons dans un premier temps examiné le lien entre la dynamique de la MO et celle
des contaminants organiques d’un point de vue quantitatif puis qualitatif. Cette étude a été
réalisée sur la colonne d’eau (phases dissoutes et particulaires) et le sédiment.

i) Phase dissoute

Les teneurs en COD et en contaminants organiques dans la phase dissoute diminuent
de 'amont vers 'aval (i.e. lorsque la salinité augmente), comme le montrent les Figures A4,
A5 et A6 en annexe. Cependant, cette diminution n’est globalement pas linéaire, indiquant
des apports ponctuels ou pertes de COD ou contaminants le long de I'estuaire. Par ailleurs,
les variations des concentrations en COD et en contaminants varientfortement en fonctionde
lasaison considérée. Parexemple, lateneuren COD est plusimportante durantl’hiver, enlien
avec un plus fort lessivage des sols et un apport en MO terrigéne, comme précédemment
observé lors de la phase 2 du programme Seine-Aval (Vacher,2004).

Les teneurs en contaminants et en COD sont liées (Fig. 45), avec une augmentation linéaire
de la concentration totale en composés pharmaceutiques avec le COD. Une plus grande
variabilité est observée pour les HAP. Néanmoins, quel que soit le type de polluant considéré
la relation entre la concentration en COD et en contaminants dépend fortement de la saison,
en accord avec la forte variation saisonniere des quantités de COD, de HAP et
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pharmaceutiques (cf. annexe). Concernant les composés pharmaceutiques, ce résultat est en
accord avec des études antérieures réalisées dans I'estuaire Yangtze en Chine qui ont trouvé la
méme relation en lien avec les cycles tidaux de I'estuaire (Yan et al., 2013 ;Zhao et al., 2015).
Nos résultats montrent donc que les contaminants organiques représentent une proportion
variable du COD, cette derniére étant directement liée a la saison.

Total des HAP Total des Pharmaceutiques
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Figure45.Relation entrelaconcentration encontaminants organiques eten carboneorganique lors des campagnes
DynamoseinelLeg 2 (septembre 2015)et Dynamoseine 2 (avril 2016).

i) MOD et composés pharmaceutigues

Les variations de concentrations en contaminants le long de I'estuaire sont également
liées a la qualité de la matiére organique. Ainsi, la concentration totale en composés
pharmaceutiques diminue linéairement avec le BIX, indicateur de production biologique de
MOD (obtenu aprés analyses de la MO fluorescente, cf. tache MO), et ce pour 'ensemble des
campagnes (Fig. 31). L'augmentation de la proportion de MO autochtone comparativement a la
MO terrigene est donc corrélée a la diminution de la teneur en composés pharmaceutiques
dans/l’estuaire.
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Cecipourrait s’expliquer par une source commune des composés pharmaceutiques etde la
MO terrigéne dans l'estuaire de Seine, qui proviendraient majoritairement de 'amont de la
Seine (agglomération parisienne, Rouen) et se dilueraient ensuite le long de I'estuaire sous
influence des masses d’eaux marines. Ce lien observé pourrait étre une spécificité de
I'estuaire de Seine, avec une mégapole située trés en amont de I'estuaire qui produit une
grande partie des contaminants observés dans I'estuaire. Cependant, il n’existe a notre
connaissance aucune étude conjointe des contaminants organiques associés a la MOD
fluorescente dans les estuaires. La corrélation observée dépend cependant de la saison,
montrant une nouvelle fois la forte variabilité temporelle des dynamiques des contaminants
et de la MO dans l'estuaire de Seine. Ces observations montrent la nécessité d’étudier les
interactions MO-contaminants dans les parties plus amont de la Seine, en particulier autour de
lagglomération rouennaise (STEP Emeraude) ainsi qu’avant et aprés I'agglomération
parisienne (enlien avec le PIREN Seine).

Afin d’approfondir I'étude des interactions MO-contaminants, nous avons examiné le
lien existant entre les constituants de la MOD fluorescente et la concentration en composés
pharmaceutiques. A notre connaissance, ce lien n’a encore jamais été testé Les spectres de
fluorescence 3D de la MOD de la Seine ont été décomposés en 6 composants (cf. tdche
MO). Les deux premiers composants (C1 et C2) correspondent a du matériel d’origine
terrigéne, le troisieme et le quatrieme a de la MO fraiche, d'origine biologique, le
cinquiéme a de la MO issue d’effluents industriels ou urbains et le sixieme a du matériel de
type terrigene et/ou dégradé (Parot, 2016).
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Figure47Relationentrelaconcentrationencomposéspharmaceutiquesetlescomposants (C1aC6) déterminés par
PARAFACapartirdesspectresdefluorescencedelaMODpourles échantillons des campagnes Dynamoseine
leg 2 (septembre 2015) et Dynamoseine 2 (avril 2016).

Nous avons observé que la concentration totale en composés pharmaceutiques était
corrélée linéairement a I'ensemble des constituants de la MOD fluorescente lors de la
campagne de septembre 2015 (Dynamoseine leg 2), montrant la forte interaction entre la MOD
dissoute et ces contaminants (Fig. 47). De telles corrélations n’ont pas été observées en avril
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2016, ce qui pourrait s’expliquer par la faible gamme de variations des teneurs en composés
pharmaceutiques, et dans une moindre mesure, de l'intensité des constituants de la MOD
fluorescente lors de la campagne 2016. A linverse, la gamme des concentrations en
contaminants et intensité de la MOD fluorescence est nettement plus forte en septembre
2015.

Nos résultats suggerent donc que les interactions entre la MOD et les composés
pharmaceutiques dépendent fortement de la saison considérée. Afin de mieux comprendre la
variabilité des corrélations existantes entre MOD et contaminants organiques, il apparait
nécessaire d’examiner en détail le type des groupements fonctionnels de la MO liés aux
interactions MO-contaminants tout au long de I'estuaire, notamment par spectrométrie de
masse haute résolution, et de poursuivre les travaux initiés dans le cadre du projet
MOSAIC en précisant la nature de ces interactions (e.g. par quenching de fluorescence,
extraction sur phase solide (SPE) couplée a la GC-MS...).

Par ailleurs, la nature du composé pharmaceutique joue un role sur les interactions possibles
avec la MOD (Ding et al. 2013). Ainsi, lorsque I'on examine le lien existant entre la
concentration de composés pharmaceutiques individuels et l'intensité des constituants de
la MOD fluorescente, il apparait que la quantité de la plupart des pharmaceutiques
augmente avec celle de la MOD (Tableau 9). L’aténolol (bétabloguant) présente un
comportement opposé aux autres composés. Par ailleurs, aucune relation n’existe entre la
concentration en sotalol (autre bétabloquant) et la MOD fluorescente. Les
comportements spécifiques de l'aténolol et du sotalol pourraient s’expliquer par leur
caractere plus hydrophile par rapport aux autres composés pharmaceutiques (cf. valeurs de log
Kow et logD ; Fig. 26).

Hydroxy
Ibuproféne
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&=
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£
©
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©
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Oxazepam
Atenolol
Sotalol
Gabapentine
Diclofénac

Tableau 9. Corrélations entre les constituants de la MOD fluorescente et différents composés
pharmaceutiques. Les fleches croissantes (encadré vert) indiquent une corrélation positive, les fleches
décroissantes (encadré bleu) une corrélation négative.

i) MOD et hydrocarbures aromatiques polycycligues

De la méme maniére que pour les composés pharmaceutiques, la relation entre les
constituants de la MOD fluorescence et les HAP a été étudiée et est présentée sur la Fig.
48.
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Figure48.Relationentrelaconcentrationencomposés pharmaceutiques etles principaux constituants des spectres
de fluorescence(ClaC6)delaMOD,pourleséchantillonsdelacampagneDynamoseine2(avril2016).

On observe une relation exponentielle entre la concentration totale en HAP dans la phase
dissoute et l'intensité de 'ensemble des composants de la MOD fluorescente, excepté C5.
L’absence de corrélation avec C5 pourrait étre expliquée par l'origine spécifigue de ce
composant, qui semble provenir des stations d’épuration, contrairement aux autres constituants
C1-C4 et C6, lies ala MO naturelle. Ce résultat suggere en tout cas que les dynamiques des HAP
et de la MO sont étroitement liées dans I'estuaire de Seine. Cependant, le tableau 10 montre
que seuls les HAP contenant 2 et 3 cycles interagissent avec la MOD fluorescente,
principalement les constituants C1 a C3 représentant les deux principales sources de MO
(terrigéne et autochtone). Aucune relation n’a été observée entre la concentration en
MOD fluorescente et celle des HAP a 4 cycles, probablement en lien avec le caractére
plus hydrophobe de ces composés en comparaison des analogues a 2 et 3 cycles.

2 CYCLES 3 CYCLES 4 CYCLES

cl

2

a3

ca

c5

cé

Tableau 10. Corrélations entre les constituants de laMOD fluorescente etles HAP a2, 3et 4 cycles. Les
fleches croissantes arrondies indiquent une corrélation positive exponentielle, les fleches droites
unecorrélationlinéaire. La corrélation est d’autant plus forte que I’encadré vert est foncé.

iv) Phase particulaire etsédiment

Le croisement des données entre les contaminants organiques et la MO dans la phase
particulaire s’est focalisé sur les HAP, les composés pharmaceutiques étant trés peu
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abondants dans ce compartiment. Comme dans la phase dissoute (Fig. 45), on observe
globalement une augmentation de la concentration en HAP avec la teneur en carbone
organique (Corg) dans le matériel en suspension (Fig. 49a).

Par ailleurs, la concentration en HAP normalisée par rapport a la quantité de Corg diminue de
maniére exponentielle avec une augmentation du 3*3C de la MOP (i.e. une MO plus marine ; Fig.
49b). Ce résultat montre que la quantité de HAP représente une part de moins en moins
importante du matériel organique particulaire en allant de 'amont vers I'aval de I'estuaire. Par
ailleurs, la concentration de chaque HAP pris individuellement diminue également avec le
5'3C de la MOP, montrant I'absence d’interactions préférentielles entre certains HAP et la
MOP. A l'inverse, Countway et al. (2003) ont étudié les liens entre 'abondance relative des
différents HAP et celle de constituants spécifiques de la MO — stérols et acides gras, deux
familles de lipides utilisés comme marqueurs de sources de la MOP (allocthone/autochtone) —
dans l'estuaire de York (Etats-Unis). Ces auteurs ont montré que la teneur en HAP les plus
volatils était corrélée a celle en MOP autochtone, I'abondance en HAP les plus lourds étant
corrélée avec la concentration MOP allochtone. Les interactions entre les HAP et la MOP
semblent donc estuaire-dépendant et mériteraient une étude plus approfondie, en
reproduisant’approche développée par Countway etal. (2003).

Dans le sédiment, la concentration totale en HAP est également corrélée avec la teneur
en Coyq (Fig. 50a). Néanmoins, lorsque la teneur totale en HAP est normalisée par rapport au
Corg, I'On s’apercoit que cette derniere augmente avec le 3*3C de la MO, i.e. de 'amont vers
I'aval de I'estuaire de Seine (Fig. 49b).
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Figure 49. (a) Relation entre la concentration en HAP et lateneur en carbone organique dans la phase particulaire
pour les échantillons de lacampagne Dynamoseine 2 (avril 2016). (b) Relation entrelaconcentration en HAP et 8*°C
delaMOPpourles échantillons de lacampagne Dynamoseine 2 (avril 2016).

La diminution de la concentration en HAP dans les phases patrticulaires (Fig. 49) et dissoutes
(Fig. A5 en annexe) le long de I'estuaire est donc & mettre en paralléle de 'augmentation de
cette derniére dans le sédiment. Au final, nos résultats démontrent un transfert des HAP
depuis les compartiments dissous et particulaires vers le sédiment, conduisant a une
accumulation de ces composés dans le sédiment a I'embouchure de l'estuaire. Ce
phénomene d’accumulation des HAP a précédemment été observé dans d’autres écosystémes
cotiers (e.g. Soclo etal., 2000).
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Figure 50. (a) Relation entrelaconcentration en HAP et lateneur en carbone organique dans le sédiment
pour les échantillons de lacampagne Dynamoseine 2 (avril 2016). (b) Relation entre laconcentration en
HAP et &C de la MO sédimentaire pour les échantillons de la campagne Dynamoseine 2 (avril

2016).

L’accumulation de HAP dans la MO sédimentaire pourrait induire un plus fort taux de
consommation de ces contaminants par les microorganismes benthiques, maillon d’entrée
dans la chaine alimentaire. Une augmentation de leur transfert dans le reste du réseau
trophique pourrait entrainer une hausse des mutations génétiques et des cancers du biote
dans la baie de Seine. Toutefois, la biodisponibilité des HAP dépend de nombreux facteurs,
comme la qualité de la MO ou la nature de la matrice sédimentaire, qu’il conviendrait

d’étudier plus en détail.

Principales conclusions :

v Les variations a la fois qualitatives et quantitatives de la MOD influencent directement les
concentrations en composés pharmaceutiques et HAP dans la phase dissoute. Certains
constituants delaMOD interagissent plus particulierement avec les contaminants organiques.
Les dynamiques de la MOD et des contaminants organiques, interdépendantes, montrent
une forte variabilité saisonniére.

v'Laconcentration en HAP, normalisée a lateneur en carbone organique de la MO, diminue le long
de I'estuaire dans la phase particulaire et augmente en paralléle dans le sédiment. On observe
donc une accumulation des HAP dans le compartiment sédimentaire & ’embouchure de

I’estuaire.



Pour aller plus loin dans la compréhension des interactions MO-contaminants dans
'estuaire de Seine, des analyses conjointes, au niveau moléculaire et sur les mémes
échantillons, de la MO, des contaminants libres et des contaminants liés sont nécessaires. Des
méthodes analytiques ont récemment pu étre développées pour déterminer les quantités de
composés pharmaceutiques (Ding et al., 2013) ou HAP (de Perre et al., 2014) liées a la MOD par
SPE. De plus, l'utilisation de biomarqueurs lipidiques dans les phases particulaires et
sédimentaires semble étre prometteuse pour mieux élucider les sources des HAP
(atmosphérique, érosiondes sols, urbaines...).

L'analyse des contaminants souffre des problémes liés a I'environnement trés dilué qui
limite parfois les interprétations. Afin d'approfondir les résultats et aborder des questions plus
mécanistiques, il serait nécessaire de se focaliser sur un site (ex: Fatouville). Par ailleurs, il
serait intéressant, toujours au niveau d'un seul site, de rechercher, en plus des interactions
MO-contaminants, des couples composés parents produits de transformation afin de mettre
en avant des processus de transformation in situ, au niveau du bouchon vaseux.

Ajout du contaminant

et du sel si besoin UV, fluo 3D, ICP-MS
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Figure 51. Schéma expérimental proposé pour I’étude des interactions entre la MOD et les contaminants

Il serait également intéressant d’étudier le lien entre la dynamique de la MO et des
contaminants inorganiques dans I'estuaire de Seine, qui n’était pas prévu et n’a donc pas été
abordé au cours du projet MOSAIC. En effet, la MOD est connue pour piéger les métaux,
principalement grace a ces fonctions carboxyliques et phénoliques (Ding et al., 2013). Afin de
comprendre ces phénomenes, des enrichissements de I'eau de I'estuaire de Seine en
métaux (®3Cu, **Mo, *°Co, ®As, 'Cd) dans des échantillons préalablement concentrés et
dessalés pourraient étre effectués. L'étude des interactions MO-métaux se trouverait
facilitée dans de telles conditions. Cette expérimentation permettrait de suivre la
complexation des contaminantsinorganiques avec laMOD. L’étude de I'effet de la salinité sur
la formation de complexes MOD-métaux dans I'estuaire de Seine pourrait étre effectuée
en modifiant artificiellement la teneur en sels de I'eau. La nature des groupements
fonctionnels liés aux métaux pourrait étre déterminée par analyse RMN du métal
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sélectionné. Par exemple, la RMN du *Cd permet de déterminer le type d’environnement
chimique du Cd en solution aqueuse (Li et al., 1998). Cette analyse pourrait é&tre complétée par
un dosage des métaux dans la solution par ICP-MS.

La complexation des contaminants organiques et inorganiques pourrait également étre
suivie par quenching de fluorescence. En effet, lorsque la MOD se lie aux contaminants,
l'intensité de fluorescence peut augmenter ou diminuer. L’étude des interactions MOD-
contaminants devra étre réalisée en paralléle d’une caractérisation fine de la MOD libre pour
mieux €lucider les interactions possibles. La figure 51 résume les différentes manipulations
et analyses qui pourraient étre réalisées.

Lien entre la matiére organique et les processus biogéochimiques du cycle de
I'azote

Au cours du projet, le devenir des nutriments et des éléments traces lors de leur transfert du
milieu continental au milieu océanique, et notamment lors de leur passage dans le bouchon
vaseux, a eté étudié. Ces éléments ont été analysés dans les échantillons d’eau prélevés lors
des différents cycles de marée des campagnes DYNAMOSEINE (Tableau 1 et Fig. 1). Les
résultats obtenus indiquent que la plupart des nutriments (cf. Fig. A8-9 en annexe) et une
grande partie des éléments traces ("Li, 8Rb, &Y, Mo, 13%Cs, 137Ba 238U, 197Au, 29Tl, *°Co, %Sr)
ont un comportement conservatif dans I'estuaire. D’autres éléments traces (*'!Cd, 118Sn, 208Pb,
51y, 52Cr, ®3Cu, "As), ainsi que les nitrites et phosphates (Fig. A6 et A10 en annexe) présentent
desrésultats variables en fonction des sites et des campagnes.

En paralléle de ces mesures quantitatives, les activités et densités microbiennes associées au
cycle de l'azote dans l'eau et les sédiments de I'estuaire ont plus particulierement été
guantifiées (cf. section Ill). Dans cette derniére partie du rapport, nous avons cherché a
déterminer l'influence du type et de la quantité de MO dans I'eau et les sédiments sur les
processus biogéochimiques et la présence de microorganismes du cycle de I'azote.

Danslacolonned’eau, ilapparaittoutd’abord que laproduction ou laconsommation de NO,
intermédiaire de la dénitrification, est favorisée par de faibles teneurs en COD, une
tendance opposée étant observée pour la consommation de NH4* (mesurée en batch, en
conditions oxiques ; Tableau 11). Par ailleurs, les nombres de microorganismes capables
de réaliser la dénitrification ou la DNRA sont corrélés positivement a lindice de
fluorescence BIX (indice de production biologique), au rapport d’intensité des fluorophores
B/a (relié ala MOD autochtone) et a I'indice FI (faible pour la MOD terrigéne, élevé pour la
MOD aquatique/microbienne), et sont corrélés négativement au HIX (indice d’humification de
la MOD ; Tableau 11). La dénitrification et la DNRA sont donc favorisées en présence de MOD
peu dégradée, dorigine autochtone, c'est-a-dire le type de MO détecté de maniére
prédominante dans I'estuaire et d’autant plus a l'aval (cf. résultats de la tache MO). Ceci
est cohérent avec le métabolisme hétérotrophe des microorganismes réalisant les processus
de dénitrification et DNRA, qui, pour rappel, sont les micro-organismes associés aux MES, ayant
été récupérés par filtration. Outre la quantité de MO, la qualité de cette derniére joue donc
également un réle important sur les processus biogéochimiques liés au cycle de I'azote, comme
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précédemment observé dans d’autres estuaires (e.g. Eyre et al., 2013). La MO autochtone,
enrichieensucres

et composés azotés est facilement dégradable, et entraine une hausse de 'activité microbienne, a
l'inverse de laMO terrigéne, moins biodégradable.

f450/f500
SUVA
$275-290

coD
HIX
BIX
d'/a
B/a
y/a

Sr

Horganismes impliquées dans
la dénitrification

Bactéries impliquées dans
la DNRA

Bactéries

Archées

Production N20

Production CO2

‘ Production/Consomation NO2

Production NO3

BATCH (conditions oxiques)

‘ Consomation NH4

Tableau 11. Corrélations entre lateneur en COD, les caractéristiques de la MOD (reflétées par différents indices de
fluorescence— HIX, BIXf450/f500 —, les rapports d’intensité des constituants de laMOD fluorescente et des indices
calculés apartirdespectres UV-SUVA, S275-S290, Sr)etles processus biogéochimiques +lesmicroorganismesdu
cycledel’azotedanslacolonned’eau.

Dans le sédiment, d'un point de vue quantitatif, des teneurs en carbone organique élevées
entrainent de plus forts taux de réduction de nitrate, de production de nitrites et d’ammonium
(mesurés en conditions anoxiques ; Tableau 12). Ce lien entre les capacité de dénitrification
et la quantité de carbone organique a déja été démontré dans des sédiments estuariens et
marins (Hardison et al., 2015), mais également dans les sols (Burford and Bremner, 1975).
Nous n’avons par contre pas observé dans I'estuaire de Seine de corrélation significative entre
les processus liés au cycle de I'azote et le caractére frais/réfractaire de la MO (Tableau 12). Ce
résultat est en accord avec les conclusions tirées de I'étude conjointe de la MO et de ces mémes
processus dans les vasiéres de I'estuaire de Seine (projet SA4 RE2). L’effet de la qualité de la
MO sur le taux de dénitrification semble cependant lié au site d’échantillonnage. Ainsi, Dodla
et al. (2008) ont observé des corrélations positives entre les teneurs en polysaccharides (MO
fraiche) et les taux de dénitrification, et négatives avec les composants phénoliques (MO
réfractaire).

En parallele, si I'on s’intéresse au nombre de bactéries dénitrifiantes dans le sédiment, on
s’apercoit que ce dernier diminue lorsque le rapport C/N de la MO augmente, i.e. que la MO est
plus dégradée (Tableau 12). Comme dans la colonne d’eau, on observe donc un lien direct
entre le nombre de bactéries responsables de la dénitrification et la fraicheur de la MO. Enfin,
les nombres de bactéries et d'archées détectés dans les sédiments de I'estuaire de Seine
tendent a diminuer lorsque le 3C de la MO augmente, i.e. vers le milieu marin. Le nombre de
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microorganismes liés au cycle de I'azote diminue donc le long de I'estuaire, en lien avec la
diminution de la quantité de MO de 'amont vers I'aval. Ces résultats, obtenus dans la colonne
d’eau et le sédiment, seront complétés par I'étude détaillée de la MO et des processus
biogéochimiques (cycle de I'azote en particulier) dans la vasiére Nord de I'estuaire de Seine
(projet SA6 PHARE-SEE).

Granulométrie
Sucres (mg/gsed)
Protéines (mg/gsed)
Sucres (mg/gCorg)
Proteines (mg/gCorg)

porganismes impliquées dans
la dénitrification

Bactéries impliquées dans
la DNRA

Bactéries

Archées

Production NO2

Reduction NO3

REACTEUR

BATCH (conditions oxiques) ~(conditions anoxiques)

Production NH4

Production N20

Production CO2

Production NO3

Consomation NH4

Tableau 12. Corrélations entre la teneur en carbone organique du sédiment, les caractéristiques de la MO et les
processus biogéochimiques +les microorganismes du cycle de I'azote.

Conclusion :

L’estuaire dans son ensemble révéle un potentiel a épurer les charges importantes en azote qu’il contient comme
le montrent de fagon concordante les nombres de micro-organismes dénitrifiants, les taux de réduction de
nitrates et les fortes teneurs en MO métabolisables par les micro-organismes. Ceci confirme ce qui avait été
montré dans une préceédente étude Seine-Aval (RE2) sur les vasieres. Il conviendrait maintenant de s’intéresser a
I’activité des micro-organismes en plus de leur présence.



Conclusion

Le projet MOSAIC avait pour but de contraindre les sources et le devenir de la MO
dans l'estuaire de Seine au niveau global et moléculaire, et de déterminer sa variabilité
spatio-temporelle. Nous avons en paralléle cherché a étudier l'influence des modifications
gualitatives et quantitatives de la MO sur la dynamique des nutriments et de deux classes de
contaminants (hydrocarbures aromatiques polycycliques - HAP et composés
pharmaceutiques) dans l'estuaire de Seine. Afin d’atteindre ces objectifs, 5 campagnes
d’échantillonnage ont été réalisées sur le navire Cétes de la Manche (CNRS/INSU) entre
janvier 2015 et avril 2016. Ces campagnes ont couvert les différentes parties de 'estuaire :
en amont (Rouen / Caudebec), dans le bouchon vaseux (BV, zone de turbidité maximale,
entre Fatouville et Tancarville) et en aval de ce dernier (Honfleur ou La Carosse). Des
préléevements d’eau (environ 500 pour I'ensemble des campagnes) et de sédiment (8
carottes de 10 cm) ont été effectués dans chaque partie de I'estuaire.

Les caractéristiques de la MO sous ses différentes formes (dissoutes/colloidales -
MOD ; particulaire - MOP ; sédimentaire) ont été déterminées au niveau global et
moléculaire. L’analyse en composantes principales réalisées a partir de ces données a
montré une forte variation de la signature de la MO entre les compartiments, la composition
de la MOD différant de maniére significative de celle de la MOP et MO sédimentaire. La
datation des échantillons au 14C a par ailleurs révélé I'age récent (> 1950) de la MOD et de
la MOP, contrairement a la MO sédimentaire, dont I'dge (jusqu’a 1000 ans B.P.) dépend
fortement de la saison et des conditions hydroclimatiques associées. La variabilité spatiale
des caractéristiques de la MO le long de I'estuaire a également été mise en avant. Ainsi, le
mélange des eaux douces et marines semble étre le principal facteur contrblant la
composition de la MO dans I'estuaire, comme le révéle (i) 'augmentation linéaire du 3°C de
la MOP de I'amont vers l'aval et (ii) la diminution concomitante de la diversité moléculaire de
la MOD déduite des analyses de spectrométrie de masse haute résolution (ca. 5000
molécules en amont vs. 2700 a 'aval). Par ailleurs, la dilution non linéaire de la MOD le long
de I'estuaire a montré son caractére hautement dynamique, qui ne résulte pas uniquement
d’'un mélange des eaux douces et marines, mais subit des transformations de 'amont vers
'aval et est soumise a des apports variés. La combinaison des analyses isotopiques et
moléculaires de la MO indique en outre une origine principalement autochtone de cette
derniére dans l'estuaire, méme si des composés d’origine terrigéne ont pu étre détectés
dans les différents échantillons. Enfin, des variations saisonniéres de composition de la MO
ont été observées, les analyses spectroscopiques montrant par exemple que la MOD est
plus aromatique et a une masse plus élevée en hiver qu’en été.

En paralléle, nos résultats ont également montré que les nutriments et une grande
partie des éléments traces avaient un comportement conservatif dans I'estuaire. Différents
processus biogéochimiques transforment les nutriments en dégradant la MO. Nous avons
cherché a inventorier les activités et les micro-organismes associés aux cycles
biogéochimiques dans l'eau et les sédiments de I'estuaire, avec un focus particulier sur le
cycle de I'azote. La colonne d’eau et en particulier le bouchon vaseux montre une disparition
de nitrate, une production de N>O et une abondance tres importante de bactéries
dénitrifiantes. Ceci indique une activité dénitrifiante dans cet environnement globalement
oxique et suggere la présence de microniches anoxiques dans les matiéres en suspension
de la colonne d’eau pour permettre a ce processus d’avoir lieu. Les taux de réduction de
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nitrate sont beaucoup plus élevés (facteur 1000) dans les sédiments en raison de conditions
plus favorables, a savoir la présence de matiére organique et I'absence d’oxygéne. Il en
découle gque les sédiments se comportent comme des puits de NO ~. La dégradation de la
MO dans les sédiments entraine un flux dammonium émis par les sédiments.

Les analyses de contaminants organiques ont montré que les HAP légers étaient
présents préférentiellement dans la phase dissoute et les plus lourds dans le sédiment et la
phase particulaire, et que leur concentration dans l'eau était fortement liée a la marée
(diminution d’un facteur 2 & 3 entre la pleine mer et la basse mer). A l'inverse, la teneur en
HAP dans la phase particulaire est globalement constante aux périodes étudiées. En
parallele, un screening des composés pharmaceutiques a été réalisé sur un panel
d’échantillons, permettant d’identifier 8 molécules « traceurs », considérées comme
représentatives de 'ensemble des composés. Ces derniers sont faiblement concentrés dans
les sédiments et dans la phase particulaire, et ont majoritairement (99%) été détectés dans
la phase dissoute. Les concentrations en composés pharmaceutiques sont globalement
stables en amont et dans le bouchon vaseux, et diminuent uniquement a 'embouchure. Par
ailleurs, elles sont fortement dépendantes de la marée (basse mer vs. pleine mer) et des
conditions hydrologiques (débit et hauteur d’eau). Ainsi, a Fatouville et Honfleur, les
concentrations en composés pharmaceutiques peuvent varier jusqu’a 80 % en quelques
heures en période de bas débit (mesuré a Poses) et de fort coefficient de marée.

Dans un dernier temps, les dynamiques de la MO, des contaminants et des
nutriments ont été examinées conjointement. Nous avons montré que les variations a la fois
gualitatives et quantitatives de la MOD influencent directement les concentrations en
composés pharmaceutiques et HAP dans la phase dissoute. Certains constituants de la
MOD interagissent plus particulierement avec les contaminants organiques. Les interactions
MO-contaminants organiques dépendent de la nature de la MO et des contaminants. La
dynamique de la MOD et des contaminants organiques, interdépendantes, montrent une
forte variabilité saisonniére. Par ailleurs, La concentration en HAP, normalisée a la teneur en
carbone organique de la MO, diminue le long de l'estuaire dans la phase particulaire et
augmente en paralléle dans le sédiment. On observe donc une accumulation des HAP dans
le compartiment sédimentaire a I'embouchure de l'estuaire de Seine. De méme, la
dynamique de la MO et celle des composés azotés sont étroitement liées. L’estuaire a ainsi
un fort potentiel a épurer les charges importantes en azote qu’il contient comme le montrent
de fagon concordante les nombres de micro-organismes dénitrifiants, les taux de réduction
de nitrates et les fortes teneurs en MO métabolisables par les micro-organismes.

Au final, le projet MOSAIC a démontré, via des approches distinctes et
complémentaires, les interactions étroites entre dynamique de la MO, des contaminants et
des nutriments dans la colonne d’eau et le sédiment. Les nombreux résultats obtenus,
regroupés dans une base de données a disposition de la communauté scientifique, pourront
servir a alimenter les modéles de dynamique biogéochimique de I'estuaire de Seine.
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Figure A4. Variation de la teneur en carbone organique dissous (COD) avec la salinité lors des différentes
campagnes d’échantillonnage MOSAIC.
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Figure A5. Variation de la concentration en composés pharmaceutiques avec la salinité lors des différentes
campagnes d’échantillonnage MOSAIC.
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Figure A6. Variation de la concentration en HAP avec la salinité lors des différentes campagnes
d’échantillonnage MOSAIC.
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Figure A7. Variation de la concentration en NOzavec la salinité lors des campagnes Dynamoseine.
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Figure A8. Variation de la concentration en NO -avec la §alinité lors des campagnes Dynamoseine.
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Figure A9. Variation de la concentration en Si avec la salinité lors des campagnes Dynamoseine.
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