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1 Introduction

Le modele biodynamique [1] décrit de facon simpdedumulation dans un organisme comme le résultat
d'une accumulation par voie dissoute, une accuionlgiar voie trophique et un phénomeéne de dépuratio
Ce modele est utilisé afin d’évaluer I'inmportancdative des voies d’accumulation des contaminants
(dissoute et/ou trophique), mais également afirpréelire la contamination d’un site par la mesurdade
contamination des organismes qui y sont présents.

Aprés avoir étudié les facteurs de contréles dbidaccumulation des métaux par voie dissoute chez |
dreissene en 2008 [2], nous avons cherché au ami&nnée 2009 a quantifier les apports par voie
trophique.

Le comportement alimentaire des bivalves apparaitgrdial dans les mécanismes de bioaccumulatien. D
nombreuses études reportent la capacité de sélepi® les dreissenes ont vis-a-vis de leur noueritGe
processus digestif dépendrait & la fois de la tfuali de la quantité de nourriture mais égalemannédtal
considéré [3, 4].Decho et Luoma [4] ont mis en éritk la capacité pour certains bivalves de modiigr
comportement alimentaire afin de réduire leur eitfrs a une contamination en chrome. En effet une
exposition croissante en Cr influence a la foitalex d'ingestion des bivalves mais également lagstimn

de nourriture passant par la glande digestive (dimgestive dite longue en comparaison a la voiestitiale
plus rapide) et donc le temps de rétention de @ticples au niveau du systeme digestif. De plus
l'assimilation différe selon le métal considérésaides métaux comme le Cr ou le Am sont généraieme
tres peu assimilés comparé a d'autres métaux cden@& le Ni ou le Zn.

Ainsi les estimations du modéle biodynamique (dintpde vue trophique) pourraient étre faussées si |
qualité de la nourriture n'était pas convenablerpesé en compte.

Il convient donc d'étudier en laboratoire les mé&rans d’accumulation des métaux par voie trophtquée

en considérant l'aspect qualitatif et quantitagifla nourriture ingérée. Ainsi, nous nous sommeérassés a
deux parameétres du modeéle biodynamique décrivartumulation des métaux par voie trophique: le taux
dingestion (IR) qui correspond a la quantité deurriture ingéré par un organismes, et l'efficacité
d'assimilation (AE) qui correspond au pourcentagenétal ingéré réellement assimilé par I'organisines
métaux étudiés ici sont le cadmium, le cuivre Heme et le nickel.

2 Matériels et méthodes

2.1 Prélevement et acclimatation des dreissénes

Les moules sont prélevées dans le canal de la Meusemmercy. Elles sont calibrées (20-22 mm) puis
acclimatées en laboratoire & 15°C avec un cycléroit 10h/14h. Pendant cette phase d'acclimataltesu
des bacs est progressivement remplacée par dall®qosition (eau minérale Valvert). Les dreissésunt
nourries régulierement de chlorelles en poudrésamede 3,2 g/jour/1000 moules. De plus, l'eaubdes est
renouvelée lorsque les concentrations des difféseiarmes de I'azote atteignent les valeurs ssuilgntes:
NH, : 2 mg.L*, NO, : 0,25 mg.[* et NO; : 25 mg.L". Une pompe et un bulleur sont également instailfés,

de garantir un courant d'eau dans le bac et I'aatign du milieu.
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2.2 Principe de I'expérience

Le principe de l'expérience repose sur la méthadgudlse-chase feeding” combinée a l'utilisatiosodopes
stables des métaux. Elle a été mise au point digagp au gammare en 2008 au Cemagref dans le cadre
PIREN Seine [2]. Nous avons adapté la méthode migsnes.

Les dreissénes sont exposées pendant une coudeparde la nourriture contaminée en isotopedestab
®Ni, ®Cu, '°°Cd etCr. Ces isotopes stables, de par leur abondanaeehiatminoritaire (respectivement
3,6%, 30,8%, 1,2% et 9,5%), permettent de s'affiandes contaminations métalliques antérieures des
tissus. S'ensuit une phase de dépuration pendprglla les féces sont collectées afin de suivpatsage de
cette nourriture contaminée a travers le systegestif des organismes. Suite a cette phase deaté&pules
tissus mous sont collectés puis analysés afin deireela quantité de métaux internalisée et aimsiégluire
I'efficacité d'assimilation (AE) de chacun des rogta

Le suivi des métaux dans les féces permet de e€érdfi'en fin de phase de dépuration, il ne reste gé
nourriture contaminée par des isotopes stable ldassystéme digestif des organismes et que, paegaest,
tout le métal isotopiques qui est mesuré dangideas des dreissenes est bien du métal internddiss
l'organisme.

2.3 Dopage en isotopes stables de la nourriture

La nourriture inclut & la fois des algu&elenastrum capricornutynet les particules minérales de kaolinite.
La premiére étape consiste a doper ces particolesppes stables des métaux.

Aprés 4 jours de culture des algues dans un nsk&is Cu, Zn ni EDTA, les algues sont exposés ailigum
contaminé en isotopes stables (Eurisotope, Saetapce) selon les concentrations suivantes: 500" de
®2Ni, 740 pg.L™* de *°Cu, 200pg.L™* de '%Cd et 29ug.L™* de °°Cr pendant 24 heures. Les solutions
isotopiques étant acides, le pH a été réajustéjpat de soude suite au dopage en meétaux.

Les particules de kaolinite, quant a elle, ontdzpées suivant le protocole d'Arifin et Bendell-¥igy5].
Brievement, 25 mg de kaolinite (Kaolin blanc pratiirRrolabo) sont mis dans 500mL d'eau Valvert pehda
24 heures avec agitation (350 tr.finLes métaux sont ensuite introduits a raison4ledpL™ de ®Ni, 14
ng.L* de®Cu, 10pg.L™ de'®Cd et 75ug.L™ de®*Cr. L& encore, le pH a été réajusté par ajout ddessuite

au dopage. Le bécher est alors passé dans un hdiradson pendant 5min afin d'obtenir un mélange
homogéne. Aprés 24 heures, le mélange de kaoksitedilué dans un volume de 2L afin de limiter au
maximum toute désorption des métaux pendant I'ékposen présence des dreissénes et laissé peddant
jours.

Aprés le dopage, les particules sont filtrées swrfilire polycarbonate (PC) Quih puis remises en
suspension dans 300 ml d'eau minérale Valvert @warutilisées comme nourriture pour les dreissénes

Un prélévement sur filtre PC (diametre de pore4pf) de la solution d'algue et de kaolinite estatfé
afin de déterminer la contamination effective dendaurriture. Dans le cas des algues, un bain d'E[8'A
mmol.L", pH ajusté a 7) est également utilisé afin derdjger les métaux adsorbés (qui sont éliminé des
algues par I'EDTA) des métaux internalisés (qustést au bain d'EDTA) [6].

2.4 Conditions expérimentales
2.4.1 Exposition par voie trophique

Les dreissenes sont exposées pendant 2 heuredaandeirriture contaminée de différentes qualités et
concentrations (3 et 15 mg/L) (Tableau 1). Lestrguqualités différentes de nourriture (0, 33, 66@0%
d'algues) ont été obtenues par différents mélaniggues et de particules minérales. Chaque bécher
contient 500 mL de milieu (eau Valvert) et 5 dreisss.

Les concentrations en nourriture ont été choisee$agon a minimiser l'effet de sélection de la ritune
dans un cas (i.e. exposition a faible concentrad®mourriture limitant la production de pseudcefdcet le
favoriser dans l'autre (i.e. exposition a plus doconcentration). En effet l'effet de sélectiona(Va
production de pseudo-feces) n'est pas observéla faincentration de nourriture [7]; ceci probatsetrafin
de satisfaire au maximum leurs besoins énergétiques
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Qualité de la nourriture

66% kaolinite -
100% kaolinite 33% algues 100% algues
o (blanc)
3mg/L X X X
X
Quantité de
nourriture
X X XX X X

Tableau 1 : Caractérisation des différents milieasexposition. Chaque "x"
correspond a un bécher. Le blanc correspond au témmégatif, c'est-a-dire un milieu
ou les dreissénes sont exposées a de la nourritare-contaminée

Des paniers, composés de tamis en nylon de potd3)ém, permettent une récupération facilitée desd
tout en assurant une bonne circulation des paegathns le bécher par une agitation magnétiquéacuay:
Caractérisation des différents milieux d'expositidhaque "x" correspond & un bécher. Le blanc spard

au témoin négatif, c'est-a-dire un milieu ou le®ishénes sont exposées a de la nourriture non-
contaminéeFigure 1).

Figure 1: Préparation des béchers d'exposition

Suite a la période de contamination, les dreissépas rincées a I'eau Valvert puis transférées dans
nouveau bécher non contaminé pour la phase deatépurElles sont alors nourries pendant 70h aeead
nourriture non-contaminée mais présentant les mémaexctéristiques trophiques (qualité et quantité
pendant la phase d'exposition. Au cours de cetéseplide dépuration, les feces et les pseudo-feces so
collectées régulierement (Figure 2) sur des filR€spréalablement pesés.

Que ce soit pendant la phase d'exposition ou delldépuration, les milieux sont régulierement rédogn
particules afin de maintenir une concentration tane dans le bécher (Figure 2). Les concentragons
particules sont déterminées en utilisant un comp@eulter Z1 DT.

période de décontamination

Oh 30mi  1h1S Zh

période de contamination
Figure 2: Dates de redopage en nourriture et de Iprements des feces

Les tissus de dreissene sont prélevés a la finadphhse de dépuration. Des échantillons d'eau sont
régulierement prélevés par filtration seringue Qm5que ce soit pendant la phase de contaminatiateou
décontamination.
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2.4.2Controle d'une éventuelle exposition par voie digg®

Suite au 2h de contamination une partie du miliexpbsition est filtré sur filtre PC. Le filtre, @lgé en
particules, est analysé afin de vérifier la contetion de la nourriture en fin d'exposition pouacin des
béchers.

Le reste du milieu d'exposition est filtré sur ultrd GFF 0,45um préalablement grillé. Les partsul
retenues sur le filtre sont analysées pour medaréaction inorganigue et organique dans les riffiés
types de nourriture : les filtres GFF sont placdgtave a 100°C pendant 24h puis a 500°C pendargt 2
sont pesés aprés chacune de ces étapes.

Trois dreissenes sont exposées pendant 2h au fifira d'évaluer I'accumulation éventuelle des mnéta
dissous résultant d'une désorption de métal arpdes particules de nourriture. Les tissus sontitns
prélevés.

2.5 Préparation des échantillons

Les prélevements d'eau sont acidifiés a 1% avéeiN©:.

L'ensemble des échantillons de feces, pseudo-féisssis de dreissénes et particules de nourritste e
lyophilisé, pesé puis minéralisé. La minéralisataes échantillons est faite par Digiprep, en wilisun
protocole comportant des ajouts successifs d'H&IGHO, (cas des tissus de dreisséne) ou d'HINOI et
H.O, (cas des féces, pseudo-féces et nourriture) @iresdes phases de montée en température.

Un matériel de référence est utilisé afin de stassle la validité du protocole de minéralisati&RW-CE
278).

2.6 Analyse

Les échantillons sont analysés par ICP-MS (Thersiadfi Scientific) au LSCE pour lI'ensemble des issgop
du Ni C®Ni, ®Ni, ®Ni, ®Ni et *Ni), cd (°°Ccd, '%cd, *°Cd, '*'cd, *%cd, *3cd, *Cd et*°Cd), Cu P°Cu

et ®°Cu), Cr °Cr, °%Cr, >*Cr et*'Cr) et Ge (*Ge et’’Ge). Afin de s'affranchir d'éventuelles variatiates
sensibilité de I''CP-MS, un étalon interne (Gepha#et été ajouté a chaque échantillon.

Pour limiter toutes interférences poly-atomiquEsH-MS a été utilisé dans la configuration CCT I(dela

collision). Il est en effet fréquent d'observer desrférences résultant de la combinaison engréoles de la
matrice et le gaz vecteur (ex: associatior!’de et **C correspondant & la mase dGr). La CCT est une
cellule permettant de séparer ce type d'associptiorollision avec 2 gaz auxiliaires: He et Hintérét de
['utilisation de la CCT dans ce type de suivi ardétntré lors des travaux précédents [2].

Le matériel certifié¢ SRM 1640 (NIST) a été utiliggur contrdler la fiabilité de I'analyse.

2.7 Cadre d'interprétation

La quantité d'isotop&Cr, ®Ni, ®°Cu et'*®Cd nouvellement accumulé est déterminée selon &uateal. [8].
En prenant I'exemple du chrome, la concentratioti@nse calcule suivant '‘équation :

53 53 53

[ Cr] Cr] mesuréand 'échantillan _[ C]

ajouté _[ initialement présent

[53Cr] ajouté = psscr'([cr] évaluépar®cr B [Cr] évaluépar®cr )

Ou p°*Cr est I'abondance naturelle &fiCr, [>°Cr] est la concentration en isotope 53 du chromiCdtla
concentration en élément chrome (tous les isotopesuée soit par la masse de l'isotope 53 ou delle
l'isotope 52. L'abondance naturelle de chacun sletepes a été calculée dans les solutions standards
calibration de I''CP-MS. Elle correspond au rapptetlintensité du signal d'un isotope sur la soncie
intensités des signaux de tous les isotopes @enkit. Il a été vérifié que ces abondances comelspent &

4
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celle de la littérature.

L'efficacité d'assimilation (AE) est calculée parapport entre la quantité de métal résiduelles destissus
de dreisséne aprés 70h de dépuration et la qualetitéétal ingéré. Le taux d'ingestion (IR) est mdiee
comme la quantité de particules filtrées dans wrege de temps donnée (moins la production dedgseu
féces) divisée par le poids sec des tissus deséresy. g, .| ™).

3 Reésultats et discussion

3.1 Contamination de la nourriture

Les concentrations éfNi, ®®Cu, *°®Cd et>*Cr dans les solutions d'algues et de kaolinite pofgentées dans

le Tableau 2.
53Cr 62Ni 65Cu 106Cd
algues non contaminées 0.3 0.007 0.7 0.02
solution mere d'algues contaminées 35 1089 3617 457
- 1007 ENLEs - 15 29 644 17
milieux 3mg/L
d'expositions 100% algues - 12 115 2112 68
15mg/L
kaolinite non contaminée 0.07 0.006 0.4 0.1
solution mére de kaolinite contaminée 50 0.3 3 0.2
N 100% kaolinite - 45 03 3 0.2
milieux 3mg/L
d'expositions 100% kaolinite - 54 0.2 4 03
15mg/L

Tableau 2: Concentration (10/goias sep €N iSOtopes stables dans les algues et la
kaolinite de différents milieux

Plusieurs points importants peuvent étre soulignés:

la contamination de la nourriture est importante Les concentrations en métaux sont plus élevées
dans les solutions meres ayant servies a la comsdiom des milieux et dans les milieux eux-mémes
(mesure effectuée a T=2h) que dans les solutiongmetaminées.

Les algues sont bien plus contaminées que la kaolinjtexception faite du chrome. Ainsi la
contamination des algues dans les milieux d'exijposést en moyenne supérieure d'un facteur 300,
400 et 150 pour le Ni, le Cu et le Cd.

Dans le cas des algues, les contaminations sontitierieures dans les milieux d'exposition en
comparaison des solutions meres. Ceci pourraiplggser par unedésorption des métaux, des
algues vers la phase dissout&ette hypothése est corroborée par l'analysex départition des
métaux dans les algues (Figure 3). En effet la rtéjdes métaux sont présents dans la fraction
extracellulaire (respectivement 86, 60, 83 et 9pckr 1e®Ni, le ®°Cu, le'°Cd et Ie*°Cr).

A linverse, dans le cas dee kaolinite, il ne semble pas y avoir eu désorptiodes métaux puisque
pour I'ensemble des métaux les concentrationsgg@siment identiques entre la solution mére et les
solutions d'expositions.



3.2

Les concentrations en métaux dissous (Figure 4% dlanu ont augmenté au cours de la phase
d'exposition par voie trophique. Ces concentrafiqusétaient respectivement dans le controle d&2,714
et 2 ng.I* pour le®Ni, ®*Cu, °®Cd et>*Cr ont atteint au maximum 7, 3, 4 et 0.1 |igdelon les milieux. A
I'exception du Chrome, les concentrations en métiams I'eau sont d'autant plus grandes que lainoarr
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Figure 3: Répartition intra et extracellulaire desiétaux dans les algues

Contamination par voie dissoute

contaminée est algale.

8
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o
b= O 66%kao
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c
3 0 '_|—|_| | [ 0%kao
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La contamination de I'eau que I'on observe apriésu?es d'exposition a pu entrainer une accumulalésn
isotopes par voir dissoute en méme temps que qeltevoie trophique. Ceci est confirmé par les

concentrations importantes en isotopes dans deastides dreissenes exposées pendant 2 heuras a l'e

concentration (ug/L)

concentration (ug/L)

4
65Cu || mcontrole
3
0 100% kao
27 O 66%kao
1 0O 33%kao
o 0%kao
0
contrble  3mg/L 15mg/L
106Cd — || mcontrole
|| o0 100% kao
0O 66%kao
[ 0 33%kao
il @ 0%kao
contrble 3mg/L 15mg/L

Figure 4: Concentration erfNi, ®*Cu, '°®Cd et >*Cr (ug/L) dans l'eau filtrée des

filtrée seule (Figure 5).

milieux apres 2h d'exposition
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Figure 5: Concentration erf*Ni, ®°Cu, *°°Cd et>*Cr (ug/g,) dans les tissus de dreissénes exposées 2h au
filtrat des différents milieux

3.3 Taux d'ingestion des dreissénes

Les taux d'ingestion (IR) ont été plus faibles dassmilieux les moins concentrés (Figure 6) quelsoit la
gualité de la nourriture considérée. A faible tenen MES, le taux d'ingestion diminue quand la igal
organique de la nourriture augmente, alors gustiereonstant a plus forte teneur en MES.

1.0
= 0O 100% kaolinite
> o T
L gl | [@O66% kaolinite - 33% algue
>
3 O 33% kaolinite - 66% algue
3 o06{{ [[@100% algue |
K=y
S
2 o4
5
o
c
o 02
©
=
04
= 00
3mg/L 15mg/L

Figure 6: Taux d'ingestion (IR) des dreissenes{@riure_poids_selJiissu_poids_sdjoUr) au
cours de la phase d'exposition

3.4 Excrétion des isotopes

Les métaux ingérés ont été excrétés des le prgré@vement de féces, c'est-a-dire dés la fin gehéese
d'exposition (Figure 7). Ainsi la durée de tramstestinal (GRT) est inférieure a la durée d'expmsipar
voie trophique (i.e. 2h). Pour I'ensemble des metkintégralité de la contamination en isotopedkis est
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excrétée pendant les 30 premieres heures.

n
8 40 300
2 0
0 —o—53Cr (O]
5]
@ 1250 @
62N} [
@ 30 - N o
_cg s 106Cq T 200 %
G 85Cu %
o 20 - t150 I
(@] a0
:_ i
= 1100 2
© (@)
O 10 - =
'.q_)' T 50 =]
> (@)
- 0 = e
O o 20 40 70

Phase de dépuration (h)

Figure 7: Suivi de la contamination des feces (uggs s} excrétés par les dreissenes
exposées a 3 mg/L d'algues contaminées

3.5 Efficacité d'assimilation

Etant donné la contamination tres largement supérides algues par rapport a la kaolinite (TabBales
efficacités d'assimilation calculées dans le camilieux d'exposition comportant une nourritureeshte a
partir d'un mélange d'algue et de kaolinite, séresft toutes aux assimilations de métaux portédesur
particules algales. En effet, sur I'ensemble dggmances réalisées avec différents mélanges d'agde
kaolinite, I'apport de métaux par la kaolinite ggmnte au maximum 2% de l'apport par les alguegpdrn
faite du chrome).

L'assimilation du chrome reflete a la fois l'asttion par les algues et la kaolinite, étant doqné la
contamination de ces deux types de particule est&ae ordre de grandeur pour ce métal.

3.5.1Prise en compte de I'accumulation par voie dissoute

Etant donné l'accumulation des dreissénes pardisgoute, la contamination dans les tissus exppaes
voie trophique a été corrigée a l'aide des dondéapositions par voie dissoute (cf 3.2).

Pour ce faire nous disposions des résultats deicdmation par voie dissoute mesurés aprés 2h déiqpu
Or la contamination par voie trophique a été masapres 2h d'exposition 8dh de dépuration. Il convenait
donc d'appliquer une phase de dépuration théoegueissus contaminés par voie dissoute. Cettmattin

a éteé réalisée en suivant la cinétique de dépurdgarite dans le modéle biodynamique:

dc,
dt

R _ K, [0
Dot G g =Cyon €77

Ou C, est la concentration en métaux dissous accumudés tes tissus (ug,@), ke la constante de
dépuration (jouf) ett le temps (jour) correspondant ici & 70h (i.e.jai9s). Les constantes de dépuratign k
ont été obtenues dans la littérature pour chacunétaux (i.e. 0.01T%pour le Cd et le Cr, 0.019 pour le

Ni et 0.022 7 pour le Cu) [3, 9, 10].

La Figure 8 présente les concentrations en métans tbs tissus de dreissénes (pypkexposées par voie
trophique et/ou dissoute (corrigées et non corsgée

= _ke |]:W
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Figure 8: Concentrations en métal accumulé dans tessues de dreissenes (pgjgoar
voie dissoute et/ou trophique dans les milieux en8/L (100%, 66%, 33% et 0% de
kaolinite). Les concentrations dans le milieu saagues (100% kaolinite) sont
reportées sur |'axe secondaire alors que celles tleis autres milieux sont représentées

par l'axe principal

3.5.2 Efficacité d'assimilation VS taux d'ingestion

Les efficacités d'assimilation (Figure 9) ont aié$é calculées a partir des concentrations en métau
uniguement assimilé par voie trophique (Figurel8)prise en compte de I'assimilation par voie diss@
dans quelques cas abouti a une AE négative, notatrula@s le cas du Cr. Dans ce cas les valeurstént é
exclues de la représentation graphique.
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Figure 9: Efficacité d'assimilation (AE) dif?Ni, ®°Cu, *°°Cd et>>Cr (%) en fonction du
taux d|inge3ti0n (IR) (ugoids_seégpoids_segour)

Le chrome est le métal qui présente la plus fakmilation quelque soit le milieu considéré. Bvanche
le Cd montre une assimilation supérieure par rappdensemble des métaux étudi€:cfEAEN> AEc>>
AEc, (Figure 9). Les résultats d'assimilation pour teet le Cr correspondent a ceux observé par R@diti
sur la moule zébrée.

Pour I'ensemble des métaux, I'assimilation esttatdiplus grande que le taux d'ingestion (IR) esilé.

Ceci peut s'expliquer par un temps de digestionuacen présence d'une faible concentration de itanerr
conduisant ainsi a une assimilation d'autant plysoirtante. Cependant aucune corrélation clairgun‘étre
mise en évidence entre I'AE et le temps de pasdagk nourriture dans le systéme digéstBPT).

L'hypothése précédente n'a donc pas pu étre \&rifié

Aucune relation entre I'AE des métaux et la quaé@éa nourriture n'a pu étre observée.

4 Conclusion

Cette étude a permis d'estimer l'efficacité d'agsiion du Ni, du Cu, du Cd et du Cr a partir diadg
contaminées dans des milieux présentant différesdesctéristiques trophiques. Ainsi le chrome agipar
comme un élément tres peu assimilé par rapport @utres métaux étudiés. Les assimilations sont
respectivement de 1%-60%, 2%-53%, 2%-25% et 0.08%90 pour le Cd, le Ni, le Cu et le Cr, tous
milieux confondus.

La majeure partie des métaux a seulement été anssety les algues et non internalisée. Ce qui duiba
une accumulation par voie dissoute dans les tidsudreisséne suite a la dépuration des métauxtia ¢hes
particules d'algue. Afin de palier & ce biais,desinées de contamination des tissus par voie tjaphont
été corrigées en tenant compte de cette accumulpéitasitaire par voie dissoute. Dans certains aette

! Temps nécessaire a I'excrétion de 90% des méstnaxvées dans les féces
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correction a conduit a l'obtention d'AE négativesincipalement du chrome qui est, de base, trés peu
assimilé par voie trophique).

Les AE ont pu étre corrélées au taux d'ingestiois maacune relation claire n'a pu étre établie daeypialité

(0]

u la quantité de nourriture, ni méme avec le GPT.
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