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1. Contexte et objectifs

La mise en ceuvre de la directive cadre européamnkeau rend nécessaire d’établir un lien
entre |'état écologique des milieux et la pressiathropique gu’ils subissent, en particulier d dii
rejets ou de pollution diffuse par les micro-contzants. L'un des premiers signes de contamination
« active » ou biodisponible, c’est a dire suscéptiialtérer certaines fonctions biologiques est la
bioaccumulation des contaminants par les organis@ete bioaccumulation peut étre évaluée en
analysant les tissus biologiques d’'organismes nesdaiéleves sur site.

Il reste difficile d’établir des relations simplentre cette bioaccumulation observée et la
contamination chimique du milieu. En effet, 'inpeétation devrait prendre en compte non seulement
la variabilité environnementale (modification debladisponibilité des contaminants selon la matrice
organique, la situation hydrologique, la saisonmgjs aussi la variabilité biologique. En effet, les
traits de vie, les régimes alimentaires et enfinrfetabolismes dépuratoires variés qui caractérisen
des espeéces différentes modulent la réponse bipledi I'exposition environnementale.
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Une facon de prendre en compte ces éléments egtidel’accumulation et la dépuration des
espéces considérées, dans des milieux d’exposlégolus en plus proches de la réalité des milieux
aquatiques. Cette approche permet en effet dendétr les principaux facteurs biologiques et
environnementaux qui modulent les mécanismes dacbimnulation, puis de les modéliser afin de
rendre interprétables les données obtenues iswitla contamination chimique et la bioaccumulation
des organismes du milieu.

Dans le cadre de la phase 5 du PIREN-Seine, naussathoisi de nous intéresser a deux
espéces modeles complémentaires : le gamm@eniharus pulx crevette détritivore, et la
dreissene,reissena polymorphaou moule zébrée, un mollusque filtreur. Ces denganismes sont
présents dans les milieux aquatiques du bassiamede la Seine. Le travail effectué en 2007 visait
pour ces deux organismes, a comprendre en lab@rdéoitoxico-cinétique du cadmium dissous en
conditions contrdlées.

2. Influencesde la température et de la concentratioen calcium sur
la bioaccumulation du cadmium chegyzammarus pulex

Depuis, 2005, la bioaccumulation des métaux esti€@ucheZGammarus puleau Cemagref
d'Antony. Les protocoles d'exposition au laboratosiont donc bien maitrisés, de méme que le
formalisme d'interprétation des toxico-cinétigu&edumulation au moyen du modele biodynamique
(Luoma et Rainbow, 2005). En 2006, nous avons putrao l'impact des matiéres organiques
dissoutes sur la bioaccumulation, et la pertinaeteeda technique de gradient de Diffusion en couche
Mince (DGT, Davison et Zhang, 1994) pour estimerddmium biodisponible.

En 2007, les travaux de laboratoire visaient aiétdtinfluence d'autres paramétres physico-
chimiques sur les cinétiques de bioaccumulatioes ¢oncentrations en calcium et la température ont
été étudiés (Kermoal, 2007).

2.1. Matériel et méthodes

2.1.1 Prélévement des gammares, puis acclimatation

Les gammares ont été prélevés début avril 2007 ldangutel a la Bardelle, un ru en amont
du bassin versant de la Seine. Le prélevemenffestwe avec un filet Surber (utilisé pour les IBGN
en remontant le courant. Les gammares sont triekaple grace a des tamis de tailles décroissantes
On récupére les gammares entre les tamis de 2,3n2mra, i.e de taille adulte. Une détermination
taxonomique sur 30 individus atteste que les gamsnéchantillonnée était bien tous de I'espéce
Gammarus pulexX.es gammares prélevés ramenés au laboratoirét@népartis dans 3 aquariums en
plastique remplis avec de I'eau du terrain fil{f'8@0 um) et oxygénée, dans une étuve a environ 9°C.
L’eau du premier bac a été progressivement remplpaé de I'eau a basse concentration en calcium
(eau minérale de source Grand Barbier contenamidgil5de calcium). L'eau du second bac a été
progressivement remplacée par de I'eau par de Mantdor contenant 88 mg/L de calcium. Enfin
l'eau du troisieme bac a été progressivement re@plpar de I'eau Montdor dans laquelle a été
rajouté du chlorure de calcium de facon a obtem& concentration en calcium égale a 174 mg/L. Le
renouvellement d'eau a été fait en 3 fois, en jéen remplacant 1/3 du milieu la premiére foissp
2/3 puis l'intégralité de I'eau la derniére foiB)ous avons cessé de nourrir les gammares 5 joarg av
le début de I'exposition.

2.1.2 Exposition au cadmium dans des eaux de différenteacentrations en calcium
Schéma expérimental

L'objectif de cette expérience est de mesurer demtons éventuelles d'influx de cadmium
dansGammarus puleen fonction de la concentration en calcium dueuili'exposition. Pour mesurer
ces variations, nous avons effectué des exposigonsonditions contrélées en laboratoire dans des
milieux contenant diverses concentrations en cal@tien cadmium pendant une durée de 48 heures.
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Afin d'étudier l'influence de la concentration exlcaum sur les influx d’accumulation de Cd,
nous avons constitué 3 milieux ayant respectivemqeunt concentration en calcium 4,1mg/L, 96mg/L
et 200mg/L (la composition de ces eaux est détadié annexe). Dans chacun de ces milieux, nous
avons exposé les gammares a 4 concentrations emucadO pg/L, 1 pg/L, 3 pg/L et 9 pg/L, soit 12
milieux d'exposition au total. Pour chacun de c2grilieux, nous avons choisi de faire 3 réplicats
d'accumulation. Cela représente donc 36 béchepastiques d'une contenance d'environ 700 mL.
Les gammares n'ont pas été nourris pendant l'digusiLa figure 10 synthétise les milieux
d’exposition choisis :

Tableau 1 : Schéma expérimental de I'expériencgod®tion deGammarus pulea diverses
concentrations de cadmium et de calcium. Une @pirbolise un bécher d’exposition.
L’expérience est réalisée en triplicats pour chagoaple (Ca ;Cd)

Concentration en cadmium (en pg/L)

0 1 3 9
Concentration ef 4 X X X X X X X X X X X X
calcium 96 X X X X X X X X X X X X
(en mg/L) 200 X X X X X X X X X X X X

Echantillonnage des gammares

Pour cette expérience, un prélévement de gammasseffectué a 12h, 24h, 36h et 48h. Un
prélevement a également été effectué dans lesdlmmdimatation juste avant le début de I'expaositio
Au moment du changement d'eau, I'eau et les garsrearg versés dans un plat en verre. 5 gammares
par échantillon sont alors prélevés a l'aide d'wrceau de tamis. lls sont placés dans un tube
Eppendorf Reak CC PP HT d'une contenance de 1,5mL

Contrble des concentrations en cadmium

L'eau a été renouvelée toutes les 12 heures. Uantibbn d'eau a été prélevé dans chaque
bécher au début et a la fin de chaque période kePidur constituer un échantillon, 4,95mL d'eau son
prélevés et introduits dans un tube en polyprogyl€m y ajoute ensuite 50uL d'acide supra pur 65%
(Merck). Les échantillons sont conservés au frogtjy'a analyse par spectrophotométrie & absorption
atomique. Dans la mesure ou les matiéres partieglalans l'eau sont supposées trés faibles, nous
assimilerons cette mesure a celle du cadmium dissou

Contrble de la concentration en calcium

Aux temps 12h aprés changement d'eau et 36h atianggement d'eau, le calcium contenu
dans un des trois réplicas pour chaque accumulatiéié mesuré. Les concentrations en calcium ont
été mesurées au moyen d'un chromatographe DIONEX 20X

Préparation et renouvellement des eaux d'exposition

Pour chaque milieu, lintégralité de l'eau utilissteété préparée en début d'expérience et
stockée dans un jerrican en PVC propre. Les solsitiie cadmium ont été obtenues par dilution d'une
solution mére contenant 1g/L de cadmium. Cettetisolunére a été obtenue par dissolution de sel de
cadmium (CdMNOg + 4(H,0) ) dans de I'eau distillée. Les béchers ont &téepposés durant 24h avant
le début de I'expérience, pour palier & une évélatadsorption du cadmium dissous sur leurs parois.
L'expérience est réalisée en conditions semi-stasigdimensionnée pour que les variations des
concentrations en métal restent négligeables (s8¥6n les cinétiques antérieurement observées a Ca

=99mg/L).

2.1.3 Exposition dans des eaux de différentes tempérasure
Milieux d'exposition

Gammarus pulexit dans des eaux dont la température est comenise 2 et 17 degrés. Nous
avons exposé des gammares a différentes concensgratie cadmium dans pieces thermostatées
respectivement a 15,4°C, 11,2°C et 7,8°C. La mémeawinérale a été utilisée dans tous les bacs.
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Tableau 2: Schéma expérimental de I'expériencgd@tion decGammarus pulea diverses
concentrations de cadmium et températures

Concentration en cadmium en pg/L
0 0,5 2 8
Température 7,8 X X X
d'exposition 11,2 X X X
en °C 15,4 X X X X

Acclimatation a I'eau minérale utilisée dans I'expice

Les gammares préleves, une fois ramenés au lalveraiot été répartis dans 3 bacs et placés
dans une étuve a froid & une température d'endiid€. L'eau des bacs a été progressivement
remplacée par I'eau minérale faiblement calciquleséé pour I'exposition. Le renouvellement d'eau a
été fait en 3 fois, sur 5 jours (cf. 2.4.2).

Le 5 jour, juste aprés le dernier changement d'eaubades ont été placés dans les pieces
thermostatées utilisées pour les expériences. desaacs a ainsi été mise en une douzaine d'heeures
la température de la piéce. lls ont été maintercetté température quelques heures avant le début d
expériences. Nous avons cessé de nourrir les gasarbgours avant le début de I'exposition.

Echantillonnage des gammares

Dans chaque bac, nous avons choisi de préleveraghsibons de 5 gammares a 6h ; 12h ; 24h
; 48h. Les gammares sont préleves directementldarmcs avec un morceau de tamis. lls ont ensuite
été mis a baigner dans de l'eau du robinet peridan8 minutes afin de les rincer et de désorber en
partie le cadmium possiblement adsorbé. Puis lesngaes ont été placés dans des "épuisettes”
fabriquées a partir de tube Eppendorf Reak 1mL &R I base a été tranchée et remplacée par du
tamis. Cette technique permet une évaporation @pgle de I'eau adsorbée sur les gammares et
contenue dans les gammares lors de leur passagevi |

Contrdles dans les eaux (Cd et T)

Trois prélevements par bacs ont été effectuéshauxes 0, 24 et 48. La température a été
suivie a l'aide de sondes de température Prosesmgs,une mesure toutes les 20 minutes pendant la
totalité de I'expérience.

Préparation et renouvellement des milieux d'exmosit

Le cadmium a été introduit & partir d'une solutin@re contenant 1g/L de cadmium, elle-
méme constituée par dissolution de nitrate de aamindans de l'eau distillée. Nous avons mis les
solutions d'exposition pendant 24h avant le déleut'ekpérience dans les bacs, puis nous avons
renouvelé I'eau pour tenter de réduire l'adsorpiories parois des bacs en cours d'expérience.

Dans cette expérience, il n'a pas été nécessairendaveler I'eau des bacs. En effet, chaque
bac contenait environ 70 gammares. En premiéreogjppation, le volume d'eau filtré par jour par les
gammares sera d'environ 210mL. Sur 48h, le cadnprésent dans un volume d'eau équivalent a
environ 420mL sera accumulé par les gammares, iceepgresente une variation de moins de 5% du
volume des bacs qui est de 15L.

2.1.4 Traitement des échantillons

Les échantillons d'easont acidifiées a pH 2 (par ajout d'1% en voluméQ4) puis analysés
par spectroscopie par absorption atomique (SAA t&pec220, Varian four graphite, correction
Zeeman).

Les échantillons de gammarssnt séchés dans une étuve a 50°C pendant 3uas/ ljg sont
ensuite transférés dans un dessiccateur pendadqugealizaines de minutes. Puis les gammares sont
introduits dans des tubes Sarsted 15mL préalablepeses. Une fois remplis, les tubes sont de
nouveaux pesés et la différence de poids avardres antroduction des gammares permet d'obtenir la
masse seche des gammares.
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Les gammares sont ensuite minéralisés a froidaatiie protocole :

jour 1: ajout de 50 uL/mg d'acide nitrique (65%rsupur Merck)

jour 2: ajout de 20 pL/mg de peroxyde d'hydrog&®84 supra pur Merck)
jour 7: ajout de 230 pL/mg d'eau milli-Q (ELGA r&tsiité > 17 M2.cm)

Les échantillons sont ensuite dilués pour contkd¥ d'acide. Les minéralisats sont analysés
par spectroscopie par absorption atomique (SAA t&pec220, Varian four graphite, correction
Zeeman). On déduit ensuite la concentration dasmgdenmares de la concentration mesurée dans le
minéralisat.

2.1.5 Cadre de l'interprétation

L'équation du modele biodynamique (Luoma et Rainb@®05) permet d'exprimer la
concentration en cadmium bioaccumulé en fonctiotechps pour des gammares initialement propres:

k,C,+AEIRC, =
C.(t) = K d-e™)

e

En l'absence de nourriture, le terlA&.IR.G devient nul. En choisissant de mesurer la
bioaccumulation sur des temps courts, on peut dereau simplifier I'équation en effectuant un
développement limité au premier ordre. On troueesaldans la limite de t petit devant 1/ke :

C.(t) =k,C,t

On voit gu'en théorie, et dans les conditions arpEntales décrites ci-dessus, la courbe
représentative de la concentration bioaccumulderariion du temps est une droite, dont la penté vau
k,.C.. Ensuite, en tracant le prod#itC, (que nous appellerons par la suite influx de cadmien
fonction deC,, on obtient théoriquement une droite de pdgteC'est de cette maniére que nous
tenterons de détermindg, et de mesurer ses éventuelles variations avecdeditions physico-
chimiques du milieu.

Les moyennes, les écart-types entre les réplitegspentes des régressions linéaires et les
écart-types associés ont été calculés via lesiforsctiu logiciel Excel. Les intervalles d'erreutcau
d'une valeur déduite d'un calcul de moyenne olédeession linéaire ont été fixés a plus ou moins 2
écarts types.

2.2. Résultats

2.2.1 Influence du calcium sur I'accumulation du cadmiurdans Gammarus pulex.
Influence de CA sur la bioaccumulation Cd par voie dissoute ¢dBammarus pulex

La Figure 1 montre que la contamination en cadmil@® gammares exposés pendant 48h
dans I'eau faiblement calcique est environ 8 foigésieure a celle des gammares exposés en milieu
fortement calcigue. La cinétique de contaminatisinégialement modulée par la présence de calcium.
Nous caractérisons cette cinétique par la constan{en L/g.j), obtenue en normalisant les influx
initiaux de Cd dans les gammares par la concemtratiexposition (Lacour, 2006). Cette constante
représente la vitesse a laquelle le cadmium biodibe contamine les gammares et est utilisée dans
les modeles biodynamiques.
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Figure 1. Teneurs en Cd dans les tissus des gansnaaréout de 48h d’exposition a 1ug/L, 3
Mg/l et 9 ug/L de Cd, dans des milieux de duret@iz.

Les résultats expérimentaux présentés sur la FRydémontrent I'effet protecteur du calcium
puisque la valeur dieu mesurée (la pente dans le graphique Figure 2ptidorsque la concentration
en calcium augmente. Les expériences menées penind# quantifier I'influence de tels facteurs de
contréles géochimiques de I'eau d'exposition swalaur deku. k, prend les valeurs respectives 0.95
+ 0.19 (95%CI), 0.30 £ 0.08 puis 0.09 £ 0.03 dprs le calcium augmente de 3.5 & 88 puis a 174
mg/L. La décroissance dg s'opére donc sur environ un ordre de grandeurdjlesalcium passe
d'un extrema a l'autre dans la plage de valeursieh®n peut interpréter cette diminution des canm
résultant d'une compétition entre les ioné'@ales ions Cd au niveau de la membrane biologique.

Nous montrons donc qu'il est nécessaire de preamdmmpte la concentration en calcium de
l'eau pour interpréter correctement les donnéed@mination de gammares préleiesitu.

[ [Ca] =4mg/L
M [Ca] = 96mg/L

M [Ca] = 200 mg/L

influx en pg/(g.j)

concentration en cadmium en pg/L

Figure 2. Influence de la teneur en calcium sucilzétique de contamination ku (pente des
droites présentées)
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2.2.2 Influence de la température sur I'accumulation diadmium dans G. pulex.
Controles de I'expérience

Nous avons vérifié que les températures étaiehtestau cours de I'expérience. En moyenne,
dans la chambre froide, I'eau est a 7,8°C. Ell@ d4t,2°C dans I'étuve a froid et a 15,4°C dasslle
thermostatée. La Figure 3 montre les concentragonsadmium mesurées dans les milieux pendant
I'expérience. Les variabilités représentées comedent & une variabilité temporelle. On voit que le
concentrations de cadmium mesurées sont prochesldess nominales.

9

——

. mEaua7,8C
OEau a11,2C
H Eau 4 15,4C

0,5pg/L 2pg/L 8ug/L

Concentrationnominale encadmium dissousen pug/L

Figure 3: Concentrations en cadmium mesurées dammilieux d'exposition
Bioaccumulations

La Figure 4 montre les cinétiques d’accumulationcddmium dans les tissus des gammares
exposés en fonction des conditions expérimentakss gammares du bac témoin n'ont pas accumulé
significativement de cadmium. Dans les autres batsbserve une accumulation de cadmium par les
gammares au cours du temps. La concentration emigad bioaccumulé croit avec la durée
d'exposition et avec la concentration en cadmiwssalis.
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Figure 4: Bioaccumulation de cadmium par G. puleX@nction de la durée d'exposition dans
l'eau & 7,8°C, 11,2 °C et 15,4 °C.

Détermination des influx et dg k

La Figure 5 présente les influx en fonction de dmaentration calcique d’exposition. La
régression linéaire correspondante permet de d&gupour chacun des milieux d'exposition (Figure
6). Dans I'eau a 7,8°C, lg kexpérimental vaut 0.99 L/(g.j). Il vaut 0,56 L{jgdans I'eau a 11,2°C et
0.90 L/(g.j) dans lI'eau a 15,4°C. Les valeurs gmésurées ne sont pas significativement différentes.

On en déduit que des variations rapides de températinfluencent pas,lsignificativement sur une
durée courte.
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Figure 5: Influx de cadmium en fonction de la caortcation en cadmium dans les 3 milieux
d'exposition

Les résultats tendent a montrer que, dans le cadneodele biodynamique, la valeurlkden'a
donc pasa priori a étre ajustée sur la plage de températures 8E&°E. Nos résultats ne peuvent
cependant pas étre directement étendus a desiomsiate température sur des durées longues. Par
exemple des variations saisonniéres pourraientr auoi effet significatif sur le métabolisme du
gammare, et influencer son taux de filtration. Metoependant que la gamme de température choisie
correspond a des conditions de vie réalistes @ammarus puleriais ne couvre pas toute gamme de
température dans laquelle on peut le trouver, gues2°C a 20°C.
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eau a7,8° eau a 11,2° eau a 15,4°

Figure 6: Influence de la température de I'eau gasition sur la constantg.k* désigne des
expériences dont les modeéles linéaires ménent aaestantes non statistiquement différentes
(ANCOVA, p<0.05). La barre d'erreur indique un int&lle de confiance a 95%.

3. Bioaccumulation du cadmium chez la moule zébrée

L'étude de la dreisséne comme organisme modeldatédén 2007 au Cemagref d'Antony.
Les travaux réalisés cette année ont donc pouctifsje

. de dimensionner des protocoles expérimentaux ptnted'étudier la bioaccumulation des

métaux chez la dreissene,
. d'appliquer les protocoles a I'étude de la bioaedation du cadmium par voie dissoute en

conditions contrbélées en laboratoire,
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. d'appréhender limportance de certains parametmé@soanementaux tels que la composition
et de l'eau, ou la biodisponibilité du métal lab{ievalué par la technique DGT) sur la
bioaccumulation du cadmium.

3.1. Matériels et méthodes

3.1.1 Prélévement des dreissénes et maintien au laboratoi

En collaboration avec I'équipe d'écotoxicologiel'daiversité de Reims, les moules ont été
prélevées le 21 mars 2007 a Commercy (Meuse), ldananal de la Marne au Rhin. Les moules,
prélevées a la main, sont classées par taillesogn datégories : inférieures a 2.2 cm, entre 2%
cm (classe de taille utilisée pour toutes les aégpées de I'étude), plus de 2.5 cm. Elles sont
transportées au laboratoire dans de I'eau du canal.

Au laboratoire, les moules sont acclimatées enueglant progressivement, sur quinze jours
leur milieu par de I'eau d’exposition (eau de seusa eau du robinet). Elles sont stockées en cleambr
froide, a une température de 8°C. Elles sont nesimégulierement par l'ajout de quelques millditre
d'une solution de micro-algu@seudokirchniella subcapitata.

3.1.2 Expérience préliminaire : dimensionnement des exjgéices de bioaccumulation

Pour suivre la bioaccumulation au laboratoire,st récessaire que les concentrations en
cadmium dans le milieu restent constantes au adurteemps. Cependant, I'accumulation dans les
organismes est susceptible de faire baisser lesitelans le milieu. Une premiére expérience & don
été réalisée, au cours de laquelle I'évolution d'@oncentration en cadmium initialement de 10ug/L
dans un bécher de 500mL d'eau du robinet a étéessiv 24h, selon que 0, 2, 5, ou 10 moules y
soient présentes (Figure 7).
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Figure 7 : Evolution de la concentration en cadmidams des béchers et concentration en
cadmium bioaccumulé apres 24h d'exposition dandreissénes selon le nombre de moules
dans le bécher.

Au bout de 24h, la concentration en cadmium a amsndiminué de moitié dans chacun des
béchers contenant des moules, et a d’autant piogwa que le nombre de moules présentes était
élevé. La concentration en cadmium est restée maestians le bécher ne contenant aucune dreisséne.
A partir de ces résultats, le choix a été @gtxposer au maximum un organisme par litre deemiléet
de renouveler le milieu d'exposition toutes les.24h

3.1.3 Cinétique de bioaccumulation du cadmium dissous

sz 7

Deux séries d'expérience de bioaccumulation ontmé&gées afin, d'une part de suivre la
bioaccumulation du cadmium en fonction de la cotredion en cadmium dissous et labile dans le
milieu, et d'autre part d'étudier l'influence detamposition de I'eau sur la bioaccumulation enemil
minéral.
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Exposition n°1

Dans une premiere série d'expériences, cing miliBexposition ont été testés : les moules ont
été exposées en milieu minéral a des concentragiorcadmium de Opg/L (témoin), 1 pg/L, 3 pglL,
10ug/L et en milieu organique a 10ug/L de cadmiarhOeng/L d'acides humiques (Aldrich). L'eau
utilisée est I'eau du robinet. Les moules ne sastrourries durant les expositions.

Pour chaque type d'exposition, 36 moules sont tiégatans 2 bacs contenant chacun 15 L de
milieu. L'exposition dure 15 jours, pendant lesquel prélévements sont prévus (Figure 8). A chaque
prélevement, les milieux d'exposition sont renoéselLe détail de la préparation des milieux
d'exposition est disponible dans Nicolle, 2007.hagque prélévement, trois organismes sont prélevés
pour étre mesurés individuellement. Des mesuresadenium total dissous sont effectuées avant et
apres renouvellement des milieux. Des mesures deniaen labile par la technique DGT sont
effectuées aux jours 2 et 6 au sein de chacunatssdiexposition.

Oh 10h 24h 2J 3J 4 5] 6] 7] 9] 15]
L1 | | | | | | | |

L I I I I I I I I
Figure 8. Organisation des prélévements dans I@$spour I'expérience n°1.

Exposition n°2

Au cours d'une seconde série d'expérience, virgggsBnes sont exposées dans 15L de milieu
a 10 pg/L de cadmium contenant, soit dans de tearobinet, soit dans de I'eau de source (Source
Montfras). L'exposition a lieu & 8°C. Quatre prvél@ents sont prévus sur les 8 jours d'exposition
(t=0, 1j, 2j, 8j). Les milieux d'expositions sorgnouvelés aux jours 1 et 2. A chaque date de
prélevement, 5 dreissenes sont prélevées et apalysdividuellement et des mesures de cadmium
dissous total sont effectuées dans les milieux.

3.1.4 Dépuration du cadmium en conditions controlées

Pré-exposition au cadmium

Deux lots de 36 organismes ont été exposées pesejainjours a respectivement, 5 et 15ug/L
de Cadmium dans de I'eau du robinet. Tous les,jtrsilieu est dopé en cadmium de facon a éviter
la diminution du cadmium en solution due a l'acclatian dans les dreissenes : 1.75mL et 5.5mL de
solution de cadmium & 10mg‘lsont respectivement ajoutés dans les bacs a Higfbug/L. Chaque
jour, une heure aprés le dopage, le milieu estrégitloané pour la mesure du cadmium dissous total.
Les bacs sont stockés dans la chambre froide (&&)dispositif de bullage permet d'oxygéner les
milieux d'exposition en continu.

Protocole de dépuration

Pour étudier les cinétiques de dépuration, les datlexde moules préalablement contaminées
sont placées dans deux bacs contenant 15L d'eawhiet, pendant quinze jours. Les bacs sont
stockés a 8°C. Les moules sont nourries quotidimené par I'ajout dans chaque bac de 10mL d'une
solution de micro-algue®seudokirchniella subcapitaténon contaminées) de concentration’ 10
cell/mL. Onze prélevements de triplicats de dreissesont effectués sur 15 jours d'expérience, suiva
le méme schéma que pour lI'expérience n°1 de bipadation (Figure 8). Afin de garder tout au long
de I'expérience une concentration nulle en cadmileau est changée a chaque prélévement. Des
mesures de cadmium dissous total sont effectuégsdéotout renouvellement de milieux.

3.1.5 Prélevements, traitements des échantillons, et mesu
Mesure du cadmium total dissous

Pour mesurer le cadmium total dissous dans lesnéltbas d'eau, 4.95 mL de milieu sont
prélevés dans un tube en polypropyléne dans lequmelajoutés 50 d'acide nitrique supra pur 65 %
(Merck). Les échantillons d'eau sont ensuite agslysu spectrophotometre a absorption atomique
(SAA Spectra 220, Varian four graphite, correcti@eman).
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Mesure du cadmium labile par DGT

Afin de mesure les concentrations en cadmium latziles les milieux d'expositions, des DGT
(Davison et Zhang, 1994) sont placées dans lesdaxposition aux jours 2 et 6 et laissées pendant
24 heures. La résine est ensuite éluée dans I'attittpie et I'éluat est mesuré AAS. La concertrati
de cadmium labile dans le milieu s'effectue eespitr la formule suivante :

_ C.V.Ag
°°T D.f_AtLAL10®

ou G est la concentration mesurée dans I'éluat, Veesblume d’élutionAg I'épaisseur du gel de
diffusion, 4t le temps d'exposition de la DGRA la surface de contact du gel de diffusidnle
rendement d’élution (pour le cadmium ce rendemshtégal a 1)D le coefficient de diffusion du
métal dans le gel.

Prélévement et traitement des moules

Pour chaque mesure de bioaccumulation, une motlerékevée, et ouverte a l'aide d'un
scalpel. Une fois ouverte, lI'organisme est posédsupapier absorbant pendant une quinzaine de
secondes pour récupérer I'excédent d’eau. Chaqudenest ensuite pesée (ensemble coquille +
tissus). Puis les tissus mous sont prélevés, peségckés dans un tube Ependorf dont on a caupé |
couvercle, avant d’étre mis pendant 24h a I'étuB®3C pour étre séchés. Aprés le passage a I'étuve,
les tubes Ependorf sont stockés dans un dessiccategu’a ce que les tissus secs soient pesés a le
tour.

A partir des masses mesurées, deux indices detimpradisont calculés, qui permettent de
suivre une éventuelle évolution de I'état de sdetédreissenes exposées, IC1 et IC2. L'état dé sant
d’'une moule sera d’autant meilleur que IC1 seraldéaiet que IC2 sera €leve.

IC = Massedissusmouillés IC. = Massetissusmouillés
! Massdissusses > Massetissusmouillés+ massecoquille

Les échantillons de moules ont été traités par mirgralisation a froid (cf protocole de
minéralisation des gammares). Les échantillons pantla suite mesurés au spectrophotométre a
absorption atomique. Au cours de chaque série deimreg, la validité des concentrations mesurées est
contrblée grace a un matériel de référence. Ladit@lide la méthodologie de minéralisation a
également été veérifiée par du matériel de référecesifié, des moules (ERM-CE 278). La

concentration de cadmium bioaccumulé dans les mpett exprimée en pg/g de matiére séche.

3.2. Reésultats.

3.2.1 Cinétiques de bioaccumulation du Cd en laboratoire.
Indices de condition des organismes

Dans toutes les expériences de bioaccumulation,138r organismes exposés, un cas de
mortalité a été observé. Aucune évolution des gglie condition n'est observée au cours du temps, n
de variation selon la concentration en cadmium dlewm (Figure 9). Les dreissénes ont donc
globalement gardé le méme état de santé que dellesxposition témaoin.

Contrble de la contamination des milieux d'expositi

On observe une diminution des concentrations d&ipo sur 24h (Figure 10), phénoméne
contré par les renouvellements réguliers de mil@ette diminution de la concentration en cadmium
dissous s'explique par l'activité d'accumulatios ph®ules, ce qui confirme la nécessité de renouvele
les milieux tous les jours. Dans I'expérience rE&re le deuxiéme et le huitieme jour, les milieux
n'étant pas renouvelés, on observe une décroisssigodicative de ces concentrations. Cette
décroissance est beaucoup plus marquée pour llémpan eau de source.
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Figure 9: Evolution des indices de condition Kl IC, au cours du temps dans les
différents milieux pendant I'expérience de bioaadation n°1.

Dans les milieux minéraux, les mesures DGT de caamiabile sont trés proches des
concentrations totales dissoutes (moins de 5%rt'daas tous les cas), alors que le cadmium labile
représente entre 70 et 76% du cadmium total damdlileu contenant les acides humiques. On vérifie
ici que les acides humiques complexent une patieadmium dissous, le rendant non disponible pour
la DGT.

% 12
‘_3 :clv QlO i
(s} témoin Opg/L  — 10ug/L E g
86 Ipg/L 3 38
é — —Cd labile mesuré par DGT § S 6
g4 S ~10ug/L 5 .
s = 4 Hg kel 4
g e E —Cd labile 10pg/L B4 Eau minérale
2 ) g
52 o 9 “10pg/L + 10mg d'AH S -+ Eau du robinet
S —— £ —Cd labile 10ug/L + 10mg/L d'AH g2 au durobine
O ———— . —t O ol So : : : : : : : : .
0 5. 10 15 0 2 4 6 8 10 12 14 16 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Temps (jours) Temps (jours) Temps (jours)

Figure 1Q Concentrations en cadminm totales et labiles dans les milieux: des différentes expériences de
bioaccumulation

Bioaccumulation du Cadmium dans les dreissénes

Les différentes expositions réalisées ont conduitéaccumulation significative de cadmium
par les dreissenes. Les moules accumulent d'aptastque leur milieu d'exposition est chargé en
cadmium (Figure 11). De plus, la présence d'adidesiques dans un milieu composé d'eau de ville
favorise la bioaccumulation (Figure 11).
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Figure 11. Concentrations de cadmium bioaccumulésdas tissus des dreissenes en fonction
du temps pour les différents niveaux et types d®tipn dans de I'eau du robinet. Chaque
point représente la moyenne de trois réplicatestécart-types associés.
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On observe que les moules exposées dans I'eauudessaccumulent plus de cadmium que
celles exposées dans I'eau de ville (Figure 12stlpossible que cette différence soit due apdéich
du chlore dans I'eau de ville sur le comportemestdieissénes qui pourrait induire une diminutien d
l'activité de filtration.

=
'S
)

Eau de source
4 Eau du robinet

[y
N

=
o
L

©
L

Cd bioaccumulé (ug/g sec)

0 2 4 6 6
Temps (jours)
Figure 12. Concentrations de cadmium bioaccumulésdas tissus des dreissenes en fonction
du temps pour les expositions a 10pg/L de Cd erdeaource et eau du robinet. Chaque
point représente la moyenne de cing réplicatseélmart-types associés.

3.2.2 Dépuration du Cadmium par les moules zébrées.

Aucune des deux expériences réalisées n'a condunie &lépuration significative de cadmium
par les dreissenes sur 15 jours. Ce résultanesbigérence avec la constante de dépuration dulenode
biomynamique estimées par Roditi et al (1999kele 0.011 jout. Selon cette estimation, il faudrait
63 jours pour que 50% du cadmium bioaccumulé disgse de I'organisme.

Ce résultat peut expliquer la valeur "plancher’ldg.g' mesuré dans I'expérience témoin de
15 jours (Figure 11). Les moules collectées dansdeal de la Marne au Rhin avaient des
concentrations en cadmium entre 0.6 et 3.2lig@es moules n'ont pas eu le temps de dépurer
complétement malgré plus de trois semaines d'aatdiion. Ceci est confirmé par des concentrations
bioaccumulées de l'ordre de 2pitayt=0 pour les expositions de 8 jours, qui ontiew 2 semaines
apres prélevement des moules sur le terrain.

3.3. Interprétation : détermination des constantes de twico-cinétiques

L'équation du premier ordre de toxico-cinétiqueinv@.1.5) appliquée aux expositions
réalisées permet de déterminer la valeur de lataoies d'accumulation par voie dissoutg, lke
facteur de croissance étant négligeable pendaduri@ée de I'expérience, et les moules n'étant pas
nourries, I'équation générique du modéle biodygamdevient :

k,C,
k

e

Les résultats expérimentaux ont permis d’'établfédintes constantes ku (Tableau 3). Les
détails de I'estimation de ku sont disponibles d¥inslle, 2007.

(L-e™)

C.(t) =

Tableau 3. kcalculées en fonction du type d’exposition et €bgres associés. * Pour le
milieu organique, on a fait I'nypothése que la antcation biodisponible était approchée par
la technique DGT.

| Milieu | k. (L/gl))
Expérience n°1 Eau du robinet seule 0.045 £ 0.004
| Eau robinet, milieu organique | 0.21+0.016*
Expérience n°2 Eau du robinet 0.08 +0.012
Eau de source 0.48 + 0.028
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Ces résultats montrent que la constante d'accuowl&t n'est pas spécifique du couple
dreissene-cadmium. Les conditions d’exposition dentljouer un réle important sur ce coefficient.
Les variations correspondent dans les faits a olegpaortements distincts des dreissenes en foncéon d
leur milieu d’exposition.

4. Conclusions

On montre en laboratoire que la présence de calcalentit les cinétiques de contamination
du gammare et diminue les niveaux contaminatioerald a 48 heures. La température en revanche,
ne semble pas influencer significativement la bioawulation du cadmium par le gammare dans une
plage 7-16°C.

Néanmoins, les données cinétiques de laboratoleecatractérisation de I'exposition en termes
de métal dissous labile restent insuffisantes faite le lien entre la contamination du milieu etle
des organismes. La contamination par voie trophajosi que les processus de dépuration restent a
examiner au laboratoire de fagon a permettre umerprétation plus fine des observations de
contamination in situ.

La bioaccumulation du cadmium par les dreissénas étre observée en laboratoire dans de
bonnes conditions. Deux observations montrent dimigmce de la prise en compte du comportement
des dreissénes pendant I'exposition : l'ajout deschumiques augmenterait la contamination, alors
gue I'on escompte une moindre biodisponibilité ddnsium; la contamination est plus importante lors
d'une exposition en eau de source que lors d'upeséion en eau de ville. Dans ces deux cas, on
suppose que c'est le comportement des dreissenestquodifié, soit pour filtrer plus d'eau chargée
en matiére organique, soit pour filtrer moins d'éaentuellement chargée en chlore. Les cinétiqaes d
dépuration ont par ailleurs confirmé le trés faillex de dépuration du cadmium par la dreisséne.

L'approche biodynamique appliquée aux résultatscioggiques de bioaccumulation a permis
de déterminer plusieurs constantes d'accumuldtiaui, selon le type d'exposition pouvaient varier
d'un facteur 10. Cette premiére étude sur les tdesiicétique des métaux dans la dreisséne confame |
nécessité d'identifier les facteurs de contréldadeioaccumulation, qu'ils soient dus aux condgion
environnementales (modification de la biodisponiiil spéciation des contaminants dissous et
particulaires...), au comportement de 'organisni&dfion, ingestion...), mais aussi aux interactions
entre I'environnement et la physiologie de 'orgara.
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