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RESUME

La protection de la ressource en eau et de maniéere globale de I'ensemble des masses d'eau est une
priorité de I'union européenne depuis de nombreuses années et en particulier aprés l'adoption de la
directive cadre sur l'eau (DCE). Dans ce cadre, les milieux les plus vulnérables font I'objet d'une
attention particuliéere et d'un suivi régulier a l'aide d'indicateurs physico-chimiques (substances
prioritaires) et biologiques (IBGN). En paralléle, lors de travaux d'aménagement, dans ou a proximité
de masses d'eau, des suivis ponctuels sont effectués afin de surveiller la non incidence des travaux.
C'est également le cas plusieurs années apres la mise en service de l'infrastructure. Néanmoins ces
suivis portent sur un nombre limité de paramétres (T, P, pH, MES, O, dissous), souvent lourds a
mettre en place et ne reflétant en rien l'impact des infrastructures sur les écosystéemes aquatiques
exposés. Aussi nous proposons de mettre a disposition des gestionnaires de cours d'eau et maitres
d'ouvrage chargés de surveiller la qualité des masses d'eau sensibles, différents biocapteurs basés
sur I'étude de la réponse (activité photosynthétique ou phosphatase) au stress (rejets) de microalgues
soit encapsulées dans une double matrice alginate/silice, servant a la fois de support de rétention et
de milieu de croissance, soit immobilisées sur des monocouches auto-assemblées (SAMs) de thiols
d'alcane. Ces biocapteurs ont pour but de donner une réponse intégrée et rapide de l'impact des
rejets de temps de pluie issus de ces infrastructures, comme outils de prévention de la qualité
biologique des milieux récepteurs.

ABSTRACT

The protection of water resources, and overall of all water masses, has been a priority of the European
Union for many years, especially since the adoption of the Water Framework Directive (WFD). In this
context, the most vulnerable aquatic areas are subject to a special attention and regular monitoring
using physical-chemical (priority substances) and biological (e.g. IBGN) indicators. In the same time,
during planning works, in or near water bodies, ad hoc monitoring is carried out to monitor the non-
impact of these works. This is also the case several years after the infrastructure commissioning.
Nevertheless, only a limited number of parameters (T, P, pH, TSS, dissolved O2) are monitored, often
cumbersome to implement and not reflecting the real impact of infrastructures on the exposed aquatic
ecosystems. Therefore, we propose to provide to stream managers and building owners in charge of
monitoring the quality of the sensitive water bodies, a biosensor based on the study of the stress
(discharges) response (photosynthetic, phosphatase activity) of microalgae either encapsulated within
a double alginate/ silica matrix serving both as retention carrier and growth medium, or immobilized on
self-assembled monolayers of alkanethiolate. Their aim is to provide an integrated and rapid response
to the impact of urban wet weather discharges from these infrastructures, as a biological quality
prevention tool of receiving aquatic environments.
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SESSION

1 INTRODUCTION

La protection de la ressource en eau et de maniere globale de I'ensemble des masses d'eau
est une priorité de I'union européenne. Or, il est maintenant reconnu que l'urbanisation croissante est
a l'origine d’'un impact environnemental important (Paul et Meyer, 2001) que ce soit sur I' hydrologie,
la physico-chimie et la biologie des écosystemes aquatiques (Stearman et Lynch, 2013). Lors de
travaux d'aménagement (batiments, routes, etc.) a proximité de masses d'eau, des suivis ponctuels
sont effectués afin de surveiller la non incidence des travaux. C'est également le cas plusieurs années
apres la mise en service de l'infrastructure. Néanmoins ces suivis portent sur un nombre limité de
parameétres (T, P, pH, MES, O, dissous) ne reflétant en rien l'impact des infrastructures sur les
écosystemes aquatiques exposés. En effet, ces infrastructures peuvent étre a I'origine du relargage
de nombreuses substances polluantes comme des métaux lourds (tels que le cuivre, plomb ou zinc),
des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), des polychlorobiphényles (PCB), des phénols,
des pesticides, des phtalates et méme parfois de substances pharmaceutiques (Hwang et Foster,
2006; Gasperi et al., 2008; Curren et al., 2011; Deffontis et al., 2013). Ces substances peuvent pour
bon nombre d’entre elles avoir un effet toxique sur les organismes aquatiques. C'est d'ailleurs ce qui a
pu étre montré sur différents niveaux des réseaux tropiques (producteurs, décomposeurs,
consommateurs primaires et secondaires) par Miltner et al. (2004), McQueen et al. (2010), Tang et al.
(2013). Seulement, les impacts des rejets issus du ruissellement des eaux sur les infrastructures sont
mesurés dans la majorité des cas, en laboratoire, avec un certain nombre de contraintes/limites (tels
que la conservation ou la filtration des échantillons, etc.) (Gosset et al., in press). Les essais in situ
sont peu mis en place, et nécessitent bien souvent un temps d’exposition important. Ainsi, il est
nécessaire de développer des outils d’alerte in situ et rapides, les biocapteurs, permettant de détecter
un impact potentiel des rejets urbains sur les écosystemes (Gosset et al., in press) rapidement. Ces
biocapteurs permettent de donner une réponse intégrée et rapide de limpact des rejets de
temps secs/de pluie issus de ces infrastructures, comme outils de prévention de la qualité biologique
des milieux récepteurs. Le but de cette étude est de montrer comment plusieurs de ces outils se sont
développés pour le suivi de la toxicité des rejets urbains, en lien avec la détection de certaines
familles de polluants dans les rejets (pesticides, métaux lourds, etc.). Ces biocapteurs sont basés sur
I'étude de la réponse (activité photosynthétique ou phosphatase) au stress (rejets) de microalgues soit
encapsulées dans une double matrice alginate/silice, soit immobilisées sur des monocouches auto-
assemblées (SAMs) de thiols d’alcane.

2 MATERIELS ET METHODES
2.1 Algues utilisées et culture

Trois espéces dalgues ont été utilisés pour cette étude: Chlorella vulgaris (Cv),
Pseudokirchneriella subcapitata (Ps), et Chlamydomonas reinhardtii (Cr). Les souches proviennent du
Muséum National d’'Histoire Naturelle (MNHN) de Paris. Les cultures d'algues sont cultivées en
condition stérile dans un cycle nycthéméral jour/nuit de 16h/8h et repiquées hebdomadairement dans
du milieu Lefebvre-Czarda (Cv, Ps), sans phosphate pour I'étude de l'activité phosphatase, ou TAP
(Cr).

2.2 Biocapteurs optiques pour I'étude de l'activité photosynthétique

Les biocapteurs optiques développés dans cette étude impliquent 'immobilisation des algues
en deux étapes (Voir figure 1)

La premiere consiste a créer un gel d'alginate dans lequel sont contenues les différentes
especes d'algue. Pour cela, la création de gel d'alginate dans des micropuits de plaque 96 puits est
effectuée en agitant un aliquot de 50 pL de cellules en suspension avec 50 uL de tampon Tris-HCI (10
mM, pH=7,5) et 100 yL de 2% de Na(l)-alginate. Ce mélange est introduit dans les puits. Le gel
d’alginate est ensuite réticulé immergeant le support d'échantillon dans une solution de CaCl2 (0,1 M)
pendant 10 minutes. Le CaCl, est ensuite retiré des micropuits afin de pouvoir passer a I'étape
suivante.

La seconde consiste a déposer sur les gels préalablement réticulés une matrice de silice.
Cette matrice est constituée par un procédé sol-gel en présence d'un silicate (silicate de sodium,
Riedel-de Haén, NaOH a 10%, SiO, 27%) et de nanoparticules de silice commercial (Ludox HS-40,
40% dans l'eau, obtenu aupres de Sigma Aldrich). Le processus est réalisé a un pH de 6.5. La
concentration finale en silice obtenue est de 3.8 %, avec un ratio fixe entre les précurseurs de silice
(1: 3).
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Figure 1 : Principe du biocapteur optique a double-encapsulation

2.3 Biocapteurs conductimétriques pour I'étude de | 'activité phosphatase

Les monocouches auto-assemblées ont été réalisées selon le protocole établis par Guedri et
Durrieu (2008) (Voir Figure 2). Pour cela des électrodes en platine interdigitées sont nettoyées aux
ultrasons pendant 10 minutes, et subissent ensuite une réduction chimique par la mise en contact
avec une solution de Piranha (H,0,/H,S0O4, 1:3 v/v) pendant 15 minutes. Les électrodes sont ensuite
rincées a I'éthanol absolu et séchées sous un flux d'air. Les électrodes prétraitées sont alors mises en
contact avec une solution d’acide 3-mercaptopropionic (MPA) (2 mM) pendant 12 heures a
température ambiante. Les électrodes modifi€ées sont rincées a I'eau ultra-pure pour éliminer le MPA
adsorbé physiquement sur la surface des électrodes. Un microlitre de solution de Chlorella vulgaris
est ensuite déposé sur une des électrodes. La deuxieme électrode reste libre et constitue ainsi
I'électrode de référence. Le dépdt sera maintenu 12h sur les électrodes qui seront ensuite lavées a
I'eau ultrapure afin d’enlever I'excés de cellules non immobilisées.
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Figure 2 : Principe du biocapteur conductométrique a SAMs (d’aprés Guedri et Durrieu, 2008)

2.4 Mesure de la toxicité de rejets urbains a I'aid e des différents biocapteurs

Des essais ont pu étre réalisés aprés la mise en contact des biocapteurs avec des rejets de
temps secs issus de différents sites de 'OTHU (bassin d'infiltration de Chassieu 03/03/2011 et
déversoir dorage d’Ecully 03/03/2011). Dans le cas des biocapteurs optiques, une activité
photosynthétique résiduelle des algues est déterminée, par la mesure de la fluorescence
chlorophyllienne (ex. 460/em. 680) des algues exposées ou non, avant et aprés empoisonnement
avec du DCMU a 4 mg/L (provoquant une fluorescence maximale). Dans le cas des biocapteurs
conductométriques, une inhibition de I'activité phosphatase (spécifique des métaux) est observée. On
utilise un substrat, qui aprés réaction se produit des espéces ioniques chargées entrainant un
changement de conductivité, selon I'équation suivante :

I i

S \
) : - O,N— -~ p—o0O
\ /o —P—0o & ON—( )—OH + 0—P—0
| alkaline phosphatase |
o} 0

Un différentiel de conductivité (dS) est mesuré pour une concentration de substrat de la phosphatase
déterminée, pour une électrode témoin et une électrode exposée aux rejets.
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3 RESULTATS
3.1 Detection de perturbation de I'activité photosy = nthétique par les rejets

Les résultats d’activité photosynthétique sont présentés sur la Figure 3. Par rapport aux essais
contréles (algues libres), on observe une activité résiduelle Iégérement plus importante avec des
algues encapsulées en deux étapes. Cependant, un effet est dans la plus part des cas détectée (ex:
Cv exposées au rejet d’Ecully: 40% d’activité résiduelle). La présence de pesticides agissant sur la
photosynthése, et retrouvés dans les rejets peuvent expliquer ces inhibitions (Chassieu : 833 ng/L de
Diuron, 19.9 ng/L d’Atrazine, 82.9 ng/L d’lsoproturon, 44.2 ng/L de Simazine; Ecully : 25 ng/L de
Diuron, 2.9 ng/L d’'Atrazine, 2.8 ng/L de Simazine).Ces biocapteurs développés montrent donc une
utilité importante pour la surveillance des eaux urbaines contaminées par les pesticides.
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Figure 3 : Résultats d’essais d'activité photosynthétiques apres exposition aux rejets (A) de Chassieu,
(B) d’Ecully.

3.2 Deétection de perturbation de I'activité phospha  tase par les rejets

Les résultats détude de [Iactivité
phosphatase obtenus sont présentés dans la figure
4. Les essais montrent qu'aprées 2 heures @Ecully 02/03/2011
d’exposition aux rejets l'activité est trés fortement 80 OChassieu 02/03/2011 | |
inhibée (Chassieu: 20.78%; Ecully: 8.15%
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Figure 4 : Résultats d’essais d’'activité phosphatase aprés exposition aux rejets

4 CONCLUSION

On a développé au sein de notre laboratoire différents types de biocapteurs pour I'évaluation
de la toxicité des rejets urbains par temps secs/de pluies, a I'origine du déversement de nombreux
polluants dans les écosystéemes aquatiques. Les essais menés sur plusieurs rejets ont montré une
sensibilité importante a la fois pour I'impact de I'activité photosynthétique et pour I'impact des activités
phosphatase, en lien avec les pesticides et métaux. Il existe donc une complémentarité de ces
biocapteurs, sensibles a des familles de polluants différentes. D’autres activités ont également été
étudiées au moyen de ces biocapteurs (activité estérase). Il est donc possible de mettre en évidence a
'heure actuelle un impact. Cependant, le développement de cet outil se poursuit de maniére a
optimiser la sélectivité et le contact des polluants avec les algues, notamment en capteur optique.
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