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Introduction générale

Depuis plusieurs décennies, 'Homme défie la nature en transformant les paysages et en
bouleversant les écosystemes, via par exemple la déviation des rivieres et |'altération de la
composition des eaux (polluants métalliques, organiques, eutrophisation...) et de
I'atmosphére. Les milieux cotiers et estuariens sont soumis a une forte pression anthropique.
En effet, les zones cotiéres et estuariennes ont, depuis toujours, attiré les populations,
notamment par leur forte productivité et richesse en nourriture, la facilité pour le commerce
maritime et les transports, mais également pour les activités récréationnelles et culturelles
(Neumann et al., 2015). Ces zones sont des niches écologiques importantes. Les estuaires
abritent ainsi une faune unique et servent de nurserie pour de nombreuses especes de
poisson dont les juvéniles restent dans les eaux saumatres des estuaires avant de rejoindre
I’océan lorsqu’ils seront adultes. Ces milieux restent encore de nos jours méconnus, malgré
leur role écologique essentiel. Dans le contexte actuel de changement climatique global et
dans un objectif de préservation, il est nécessaire de mieux comprendre le fonctionnement
de ces écosystemes fortement touchés par les rejets humains, a la fois industriels et
domestiques, mais également par la hausse du niveau marin, prédit dans les modeéles

climatiques.

Les estuaires sont des milieux particuliers puisqu’ils se forment a l'interface entre le milieu
continental et marin. Il en résulte des écosystemes propres a ces derniers. Les estuaires vont
transférer de nombreuses substances, du milieu continental vers le milieu océanique. Ces
dernieres peuvent étre d’origine anthropique (polluants émergents, métaux etc...) ou bien
naturelle (minéraux, matiere organique (MO)...). llIs constituent un milieu d’intérét pour la

compréhension des cycles biogéochimiques des polluants et des matieres naturelles.

La MO est un mélange complexe et hétérogene de molécules d’origine naturelle ou
anthropique. En milieu aquatique, la MO peut se trouver sous plusieurs formes (ou
compartiments). Tout d’abord dans la colonne d’eau, on distingue la MO dissoute colloidale
(MOD) et la MO particulaire (MOP), séparés de maniere opérationnelle par filtration. La MO
sédimentaire constitue un pool distinct. Les compartiments de la MO ne sont pas cloisonnés,
et sont en interaction permanente, ces dernieres dépendant des parametres
environnementaux comme la salinité, la température, la turbidité ou bien le pH. Deux types

de MO d’origine naturelle différente peuvent ainsi étre distingués : la MO terrigéne produite
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par les végétaux et dans les sols, et la MO aquatique produite in situ, i.e. dans la colonne d’eau

ou le sédiment.

La MO joue un réle clé sur la qualité de I'eau, de par ses interactions avec les contaminants
organiques ou inorganiques et les nutriments, et influencent directement leur devenir et leur
biodisponibilité dans I'environnement. La MO est également a la base des régimes
alimentaires des organismes benthiques et pélagiques. Elle joue par ailleurs un role tres
important dans les cycles biogéochimiques, notamment du carbone et de I'azote. Il apparait
donc essentiel de mieux comprendre les sources et le devenir de la MO en milieu estuarien.
Ceci constitue un véritable défi, la MO étant constituée de plusieurs milliers de molécules et
sa composition évoluant en permanence, particulierement en milieu estuarien, soumis a une
grande variabilité des parametres environnementaux. La MO est de plus faiblement
concentrée en milieu estuarien et associée a de fortes teneurs en sels, rendant encore plus
complexe sa caractérisation. La majorité des analyses sur la MO en milieu estuarien sont a
I’échelle globale, et peu sont a I’échelle moléculaire alors que c’est a cette échelle qu’ont lieu

les transformations de la MO ainsi que ses interactions avec les différents contaminants.

L'objectif de cette theése est d’étudier la dynamique de la MO dans la Seine, et notamment
dans la zone estuarienne, aussi bien au niveau global, structural et moléculaire. Ces résultats
permettront d’affiner les connaissances sur les sources ainsi que le devenir de la MO dans

I’estuaire de Seine, ainsi que de comparer les différents compartiments constituant la MO.

Le manuscrit traitera successivement des travaux portant sur la dynamique de la MO dans
I’estuaire de Seine abordée via une approche multi-échelle et multi-techniques (chapitre 3 a
5) puis s’intéressera aux effets des événements climatiques extrémes sur les caractéristiques

de la MO dans la partie amont du bassin de la Seine (chapitre 6).

Avant la présentation des résultats, le premier chapitre de cette theése propose une synthese
bibliographique sur les estuaires et la dynamique de la MO estuarienne. Les différentes
méthodes de caractérisation de la MO sont également abordées. Le second chapitre porte sur
la stratégie d’échantillonnage et sur les différentes techniques analytiques et statistiques

utilisées.

Quatre chapitres discutent ensuite des données obtenues au cours cette thése :

-11 -



Introduction générale

- Le troisieme chapitre s’intéresse a la dynamique de la MO dans |'estuaire de Seine a
I’échelle globale et structurale, en vue de comprendre la variabilité spatio-temporelle
et inter-compartiments (particulaire, dissous et sédimentaire) des propriétés de la

MO.

- Le quatrieme chapitre porte sur les sources de la MO dans les sédiments de |'estuaire

de Seine étudiées a I'échelle moléculaire a I'aide de biomarqueurs lipidiques.

- Le cinquieme chapitre s’intéresse a l'application de la pyrolyse couplée a la
chromatographie gazeuse et a la spectrométrie de masse pour déterminer la
composition et suivre la transformation des (macro)molécules constitutives de la MO

dans l'estuaire de Seine.

- Enfin, le sixieme chapitre porte sur la caractérisation des sources de la MO dans les
sédiments déposés lors des crues majeures de la Seine qui se sont déroulées en février

2016 et juin 2018.

Ce travail s’inscrit en grande partie dans le cadre du projet du Groupement d’Intérét Public
Seine-Aval MOSAIC (Dynamique de la Matiére Organique dans le bouchon vaSeux de
I’estuAire de Seine en lien avec les nutriments et les Contaminants organiques) qui s’est
déroulé entre 2014 et 2017. Ce projet, regroupant quatre laboratoires francais, avait pour
objectif de relier les dynamiques de la MO, des contaminants organiques (notamment
hydrocarbures aromatiques polycycliques et composés pharmaceutiques) et des nutriments
dans 'estuaire de Seine. Cette these, financée par la région lle-de-France, le GIP Seine-Aval et
I’Agence de I'Eau Seine-Normandie, a contribué au projet MOSAIC en caractérisant a I’échelle
globale, structurale et moléculaire la MO dissoute, particulaire et sédimentaire. De plus, j’ai
réalisé une base de données regroupant I'ensemble des résultats obtenus au cours du projet,
permettant ensuite d’étudier, via une approche statistique, les interactions entre la MO, les
contaminants. L'ensemble de ce travail est présenté en annexe 1. En paralléle, un travail
portant sur les propriétés de la MO transportée lors des crues majeures de la Seine et en
particulier I'utilisation de traceurs de la contamination fécale, a également été effectué via un
financement de I’Agence de I'Eau Seine-Normandie. Enfin, une étude sur la caractérisation de

la MO dans la partie amont du bassin de la Seine, réalisée dans le cadre du programme de
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recherche PIREN Seine, a été initiée. Les résultats obtenus étant encore trop préliminaires, ils

ne seront pas présentés dans ce manuscrit.
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Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

1.1 Les estuaires

1.1.1 Généralités sur les systémes cotiers et les estuaires

Les systemes cotiers présentent des morphologies tres diverses qui dépendent de 3
facteurs principaux : le débit de la riviere, la force de la marée et la force des vagues. lls
peuvent étre classés dans un systeme ternaire Débit-Marée-Vagues (Figure 1). Les systéemes
dominés par le débit de la riviere forment des deltas, qui vont prograder! sur 'océan, comme
le Mississipi, le Rhéne ou le Nil (Dalrymple et al., 1992). Lorsque I'énergie des vagues est
prédominante, un cordon littoral se forme, bloquant le cours d’eau par une barriére sableuse.
Lorsque les marées prédominent fortement, des vasiéres se forment, avec des dép6ts marins
qui vont prograder® sur le continent. Enfin, lorsque deux ou trois de ces paramétres
cohabitent, il y a formation d’un estuaire : si les vagues sont peu présentes par rapport aux

marées, I'estuaire est dit dominé par la marée, et dans le cas inverse, il est dit dominé par les

vagues.
Débit
Mississipi
Deltas Gironde,
Baie de San Antonio Baie de San Francisco,
T Baie de Chesapeake

Estuaires,

«Delta» du Seine

Sénégal Dominés par JDominés par

les vagues la marée

Lagunes Vasier \

Vagues Marée

Baie du Mont
St Michel

Figure 1 : Classification des embouchures des rivieres en fonction du débit, de I’énergie de la marée et
de la force des vagues, d’apres (Dalrymple et al., 1992).

1 C’est-a-dire que le delta va progressivement avancer sur la mer en cas de marées faibles, ou que les dépots
marins sont de plus en plus avancés sur le continent en cas de marées fortes.
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Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

Les estuaires peuvent étre définis comme une zone ou I'eau de mer se dilue dans de I'eau
douce (Pritchard, 1967) et ils sont caractérisés par une salinité comprise entre 0,1 et 30-35.
Dalrymple et al. (1992) ont modifié cette définition en se basant sur des propriétés
sédimentaires. Un estuaire peut, selon ces auteurs, étre considéré comme la partie aval d’'une
vallée submergée qui recoit des sédiments fluviaux et marins et qui contient des facies
sédimentaires influencés par les marées, les vagues et les processus fluviaux. Les estuaires
sont donc soumis a 3 grands phénomenes physiques : le débit de la riviere qui domine dans la
zone amont, les marées et les vagues qui dominent dans la zone aval, et enfin, le mélange de

ces processus dans |'estuaire moyen (Figure 2).

Estuaire
Moyen - Amont

h,
Y

y
Z
S

| Dominé par

Dominé par la mer | -
la riviere

Energie relative (%)
RIVIERE

Mélange

Figure 2 : Variation schématique des phénomenes physiques qui ont lieu dans les estuaires. D’apres
(Dalrymple et al., 1992).

Toutefois, ce modele tres schématique (Figure 2) reste loin de la réalité, notamment lorsque
les vagues ou la marée dominent fortement les apports maritimes. Les estuaires sont alors

subdivisés en deux catégories (Figure 1) :

- Les estuaires fortement dominés par les vagues (Figure 3) sont caractérisés par la
formation d’une barriéere sableuse qui va bloquer (totalement ou partiellement) les
apports continentaux et former ainsi une lagune (Dalrymple et al., 1992). Dans cette

lagune se développe alors un bassin de faible énergie (Dalrymple et al., 1992).
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Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

- Les estuaires fortement dominés par la marée (Figure 3) ne présentent pas de barriere
sableuse, ni de bassin de faible énergie (Dalrymple et al., 1992). Ainsi, I'estuaire moyen

est soumis au mélange des eaux marines et des eaux douces.
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Figure 3 : Variation des processus physiques (énergie de la riviere, des vagues et de la marée) pour un
estuaire dominé par les vagues (haut) et pour un estuaire dominé par la marée (bas). D apres (Dalrymple
et al., 1992).

La marée induit un mélange des masses d’eau douce et salée, de densités tres différentes :
I’eau salée est en effet plus dense que |'’eau douce, conduisant a une possible stratification

dans la colonne d’eau. Il existe donc plusieurs sous-ensembles d’estuaires dominés par la

marée. On distingue ainsi :
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Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

- Les estuaires fortement stratifiés, ou le fleuve est puissant par rapport a la marée.
L’eau douce va rester en surface et I'’eau de mer en profondeur. Des échanges par
diffusion peuvent s’effectuer a l'interface des deux masses d’eau. Ces estuaires sont

caractérisés par un fort gradient de salinité.

- Les estuaires a « coin salé » ressemblent aux estuaires fortement stratifiés, mais le
débit du fleuve y est légerement plus faible. lls sont caractérisés par un front halin a la

sortie de I'estuaire.

- Les estuaires partiellement mélangés se caractérisent par un débit du fleuve faible par
rapport aux marées. Les courants de marée vont alors conduire a un mélange partiel

des masses d’eaux et ainsi réduire les gradients verticaux de salinité.

- Les estuaires bien mélangés se traduisent par un gradient uniqguement horizontal de la
salinité et pas de variations verticales. Ces derniers se développent lorsque I'énergie

de la marée est forte devant celle du fleuve.

De plus, le type de stratifications des estuaires peut varier au cours des différentes saisons.
Un estuaire peut ainsi étre bien mélangé lors de périodes de vives-eaux et étre stratifié lors
des périodes de mortes eaux. Les différents groupes d’estuaires sont récapitulés dans le
Tableau 1.

Tableau 1 : Récapitulatif des propriétés hydrologiques des différents types d’estuaires. 1 = (Dalrymple
et al., 1992), 2 = (Hansen and Rattray, 1966).

Débit Marées Vagues Type

+++ - +++ Dominé par les vagues*

+++ + - Fortement stratifié?
++ + - A coin salé? Dominé par
+ ++ - Partiellement mélangé?  la marée’
- +++ - Bien mélangés?
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Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

1.1.2 Le phénoméne de marée

Dans les estuaires, le phénoméne de marée est important. Ce dernier est d{ a la résultante de

deux forces :

(i) Les forces d’attraction des astres, notamment le Soleil et la Lune. Le point de la
Terre le plus proche de la Lune est soumis a une plus forte attraction de cette

derniére comparée au point le plus éloigné.
(ii) La force centrifuge, due a la rotation de la Terre sur elle-méme.

La somme de ces forces est appelée force de marée et va générer une déformation de la
surface de la Terre et notamment des océans. Cette déformation va alors se propager en
fonction de la position du systeme Soleil-Terre-Lune et ainsi former une onde de déformation

de la surface des océans : il s’agit du phénomene de marée.

L'amplitude des marées en un point donné de la surface de la Terre est variable. En effet,
lorsque le Soleil, la Terre et la Lune sont alignés (phase de pleine Lune ou de nouvelle Lune),
les forces d’attraction du Soleil et de la Lune vont s’additionner. Les marées résultantes vont
alors étre plus importantes, on parle de vives-eaux (Figure 4 A.) Lorsque le Soleil, la Terre et
la Lune forment un angle de 90° (phase de quartier de Lune), les forces d’attraction du Soleil
et de la Lune vont alors s’opposer, résultant en des marées de faibles amplitudes, il s’agit des

périodes de mortes-eaux (Figure 4 B.).

Soleil

Figure 4 : Position de la Lune et du Soleil expliquant le phénomene de vives-eaux (A) et de mortes-eaux

(B).
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Afin de mieux quantifier les effets de marée, un coefficient de marée est habituellement
calculé (Eg. 1: C = coefficient de marée, Hpm = hauteur en pleine mer, Hgm = hauteur de la
basse mer suivant la pleine mer et U = marnage moyen du site). Il varie entre 20 et 120, 20
étant la plus faible marée possible, et 120 la plus forte. Une marée moyenne a un coefficient
de marée de 70, mais ce dernier atteint 45 en période de mortes-eaux et 95 lors des vives-

eaux.
C= w x 100 (Eq. 1)

La marée peut par ailleurs se subdiviser en 4 grandes phases successives :

- La basse mer est le moment ou le retrait de la mer est maximal. Lors de cette période,

la hauteur d’eau est fixe et minimale.

- Leflot est le courant de marée qui va de la basse mer a la pleine mer (arrivée de la mer
dans I'estuaire). C'est lors de cette période que la hauteur d’eau augmente (marée

montante).

- La pleine mer est le moment ou la pénétration de la mer est maximale. Lors de cette

période, la hauteur d’eau est fixe et maximale.

- Le jusant est le courant de marée qui va de la pleine mer a la basse mer (départ de la
mer dans |'estuaire). C'est lors de cette période que la hauteur d’eau diminue (marée

descendante).

1.1.3 La formation du bouchon vaseux et son rdle dans les estuaires

Une des propriétés importantes des estuaires macrotidaux? est le phénoméne de bouchon
vaseux. Il se produit suite a I'interaction des eaux douces et des eaux marines, lors du flot et
du jusant (moment ou la vélocité des courants de marée est la plus importante ; Avoine et al.,
1985). La superposition de phénomeénes de floculation (causée par l'interaction des eaux
douces et marines) et de re-suspension de sédiments (causée par le mélange turbulent des
masses d’eau et la vitesse de I'eau au fond de la colonne d’eau) provoque la formation d’une

zone de turbidité trés importante, correspondant au bouchon vaseux (Avoine et al., 1985;

2 Milieu subissant d’importantes marées (en général > 5m)
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Brenon and Le Hir, 1999 ; Figure 5). Toutefois, la position et la charge en matiére en
suspension du bouchon vaseux vont dépendre du débit de la riviere et de la force des marées :
des fortes crues vont pouvoir expulser le bouchon vaseux vers I'aval, et de fortes marées vont

entrainer de plus fortes teneurs en matieres en suspension (Avoine et al., 1985).

ESTUAIRE ESTUAIRE
I | I |
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Figure 5 : Schéma de formation du bouchon vaseux, d’aprés Avoine et al (1985).

Le bouchon vaseux joue un role important d’un point de vue géochimique et biologique,
notamment pour la capture et la minéralisation de I'azote et du carbone organique (Abril et
al., 2000; Garnier et al., 2008). A cause de I'importante turbidité, le bouchon vaseux limite la
photosynthése (Cole et al., 1992). A linverse, l'activité des organismes hétérotrophes
augmente (Crump et al., 1998). La forte activité bactérienne, la faible photosynthese et la
remise en suspension de boue anoxique créent alors une zone de concentration minimale en
0, voire d’anoxie (Morris et al., 1986). Ces variations de conditions oxiques-anoxiques
peuvent influencer les propriétés biogéochimiques du milieu, notamment en ralentissant la
dégradation de la MO (Abril et al., 1999). Le bouchon vaseux est un lieu important pour la
minéralisation et la transformation de la matiére organique (MO) provenant de la riviere (Abril

et al., 1999).
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1.1.4 Lerole des estuaires dans la société et I’environnement

En plus de cette forte productivité, les estuaires sont des zones écologiquement riches, avec
des especes uniques. Elles sont également des zones importantes notamment en jouant le

role de nurserie pour de nombreux poissons (Peterson et al., 1985).

Cette forte productivité, ainsi que I'accés au commerce maritime, fait que les estuaires ont
été des zones favorables au développement des civilisations, et sont encore de nos jours des

zones densément peuplées.

Toutefois, a cause de la forte densité humaine, les zones estuariennes sont soumises a une
forte pression anthropique: apport de carbone, d’azote et de contaminants issus de
I'agriculture et de l'industrie, perte des habitats, diminution de la diversité des espéces,
modification des flux d’eau et de sédiment etc... De plus, ces zones, souvent tres peuplées et
qui le seront encore plus dans le futur, sont soumises a un fort risque d’inondation, qui

augmentera dans le contexte du changement climatique (Neumann et al., 2015).

Les estuaires font partie des zones marines les plus productives, elles produisent et recyclent
d’importantes quantités de carbone. Leur localisation a l'interface des milieux marins et
continentaux leur permet de jouer un réle important dans le cycle du carbone. Les estuaires,
malgré une forte productivité, sont des sources de CO; vers I'atmosphére, notamment par
minéralisation de la MO en CO.. Le flux total de CO, dans les estuaires est peu connu, ce qui
rend son intégration dans les modeles globaux du cycle du C compliquée. Toutefois, Cole et
al. (2007) ont pu estimer le transfert de carbone du continent vers les océans. Ainsi, 1,9 Pg de
C par an transiterait dans les eaux continentales, et parmi eux, seulement 0,9 Pg arriverait
vers les océans. Ainsi, 0,75 Pg de C serait émis tous les ans par les eaux continentales, et 0,23
Pg serait stocké dans les sédiments (Figure 6). Pour les estuaires, le flux a été estimé a 0,12 Pg

de Carbone vers I'atmosphére tous les ans (Cole et al., 2007).
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Atmosphere
0,75x 10" gC/an

Continent \>
1,9x 10" gC/an/_>

- 5 Océan
0,9x 10" gC/an

Sédiments
0,23 x10™ gC/an

Figure 6 : Bilan de carbone dans les eaux continentales et flux vers I’atmosphere et les sédiments,
d’apres Cole et al. (2007).

1.2 La matiere organique dans les milieux aquatiques

Les estuaires, de par leur role d’interface, conditionnent le transport et la dégradation des
substances continentales vers le milieu marin. Parmi elles, on peut citer les métaux, les
nutriments, mais aussi la matiére organique (MO) ou bien les contaminants organiques. Les
estuaires, de par leur nature de zone de transition, sont a l'interface des cycles

biogéochimiques continentaux et marins.

La MO est un ensemble complexe et hétérogéne de molécules et de macromolécules
provenant a la fois des animaux, des végétaux, des microorganismes et des activités humaines,

mais également les produits de dégradation de ces (macro)molécules.

La MO est transférée sous deux formes dans les estuaires et riviéres : environ 60% sous forme

dissoute et 40% sous forme particulaire (Spitzy, 1991).

1.2.1 Les formes de la MO dans les estuaires

La MO en milieu aquatique se présente sous la forme d’un continuum de taille, allant des
organismes plurimillimétriques aux molécules nanométriques (Figure 7). On peut distinguer
deux types de MO aquatique en fonction de leur taille : la MO particulaire, ou MOP et la MO
dissoute, ou MOD. La MOP est retenue par un filtre lors de la filtration de I'eau, contrairement
a la MOD. Le seuil de coupure du filtre est variable selon les études, mais il est généralement
compris entre 0,1 et 0,7 um. La distinction entre la MOD et la MOP n’a pas de réalité
géochimique, et reste uniquement opérationnelle. Ainsi, le zooplancton, le phytoplancton, les

bactéries, les pollens et les débris de végétaux et des sols contribuent a la phase particulaire
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(Figure 7). A l'inverse, les virus, les macromolécules et les molécules libres sont dans la phase
dissoute (Figure 7). Ainsi, la MOP se compose d’un continuum de taille trés large: des
organismes micrométriques jusqu’aux débris pluri-centimétriques. Il en est de méme pour la
MOD, qui peut comprendre des macromolécules de plusieurs dizaines de milliers de daltons,
jusqu’a des molécules trés petites. La MOD est présente sous un continuum de taille, avec des
agrégats de grandes tailles (> 1 nm; MO colloidale) et de plus petites tailles. La MO

sédimentaire constitue un compartiment distinct.

mm um nm
I I I
Metres  10° 10 10° 108 107 10° 10° 1010
[ 1 A N
Particulaire Dissous

| Zooplancton | Colloides

Y

| Phytoplancton |

| Bactérie]
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| Macromolécules |

Petites
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Figure 7 : Diagramme des constituants de la MO aquatique en fonction de leur taille, d’apres (Hansell
and Carlson, 2002).

Les différents compartiments de la MO sont en constante interaction entre eux, en particulier
les phases dissoutes et particulaires (Bauer and Bianchi, 2011). Il existe 4 principaux types
d’interactions MOD-MOP qui dépendent des propriétés de la MO, mais également des
conditions environnementales : les phénomenes d’agrégation et de dissolution, les
phénomeénes d’adsorption et de désorption, les réactions photochimiques et les
transformations provoquées par les organismes dans la colonne d’eau (He et al., 2016). La MO
sédimentaire interagit avec les autres compartiments principalement via des processus de

précipitation et de re-suspension (Figure 8).

L'agrégation de la MO permet de faciliter sa sédimentation (Azam and Malfatti, 2007) et
permet une meilleure résistance a la dégradation microbienne (Gogou and Repeta, 2010).

Plusieurs familles de molécules sont responsables du phénomeéne d’agrégation de la MOD,
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notamment les « substances humiques? », polysaccharides et protéines (He et al., 2016). Le
phénomeéne d’agrégation se produit par superposition de plusieurs phénomeénes, notamment
le mouvement brownien qui est responsable des collisions des constituants de la MO et facilite
la coagulation de la MOD en MOP (Stordal et al., 1996). D’autres phénomeénes comme la
fréquence de collisions avec des agrégats de grandes tailles (> 1 um), du tassement
différentiel, de la filtration, ou bien de la chélation avec des cations bivalents (He et al., 2016)

vont entrainer une agrégation ou une dissolution de la MO (Figure 8).

L’adsorption de la MOD sur les particules en suspension est un phénoméne majeur de
transformation de cette derniere en MOP (Remington et al., 2007 (Figure 8). Cette sorption
sur les minéraux induit une protection de la MOD, et diminue alors sa disponibilité pour les
micro-organismes (Keil et al., 1994; Aufdenkampe et al., 2001). Les fonctions carboxyliques
sont les fonctions chimiques les plus souvent impliquées dans I'adsorption de la MOD sur les
minéraux (Tremblay and Gagné, 2009). Les composés amphiphiles (a la fois polaires et non
polaires) montrent des schémas d’adsorption variés (Kleber et al., 2007). Toutefois, c’est la
MOD la plus aromatique et de haut poids moléculaire (i.e. la plus hydrophobe) qui s’adsorbent
préférentiellement sur les minéraux (Aufdenkampe et al., 2001) et de fagon irréversible
(Wershaw et al., 1995; Jagadamma et al., 2012). La désorption est le phénoméne opposé a
I’adsorption, et peut induire une remobilisation de la MO adsorbée sur les minéraux (Komada

and Reimers, 2001).

La pénétration de la lumiere dans I'eau peut également impacter les échanges MOD-MOP
(Figure 8), principalement par photo-oxydation (He et al., 2016). En effet, la photo-oxydation
de la MOD peut produire des molécules de plus petite taille, plus facilement adsorbables sur
les surfaces minérales (Pullin et al., 2004). A I'inverse, la photo-oxydation permet d’augmenter
la polarité de la MOP et d’augmenter sa solubilité dans I’eau, ce qui peut produire de la MOD
(Estapa and Mayer, 2010). Toutefois, a l'inverse des deux mécanismes précédemment cités
(agrégation/adsorption de la MO), la photo-oxydation de la MO est considérée comme

irréversible, car considérée comme destructrice (Estapa and Mayer, 2010).

3. La notion de substances humiques est controversée, et correspond a un extrait de MO a la soude et acidifié
(Burdon, 2001).
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Enfin, les processus biotiques peuvent également modifier les échanges MOP-MOD. Chaque
organisme va avoir un impact différent sur les équilibres MOD-MOP (He et al., 2016). En effet,
les animaux de grande taille vont pouvoir consommer a la fois de la MOD et de la MOP, alors
gue les organismes unicellulaires vont seulement ingérer la MO de petite taille (Wetzel, 1995;
Simon et al., 2002). La composition chimique de la MO sera modifiée, avec un enrichissement
en MO plus réfractaire et moins biodégradable (Mannino and Harvey, 1999). De plus,
certaines bactéries peuvent également transformer la MOP en MOD (Smith et al., 1992) ou
améliorer la sorption de la MOD sur les minéraux (Aufdenkampe et al., 2001). De plus, la MO

peut également étre adsorbée sur le matériel biologique.
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Figure 8 : Interactions et processus entre les différents compartiment de la MO dans les milieux
aquatiques, d’apres (He et al., 2016).

La température joue un role important sur les échanges MOP-MOD, notamment sur les
phénomeénes d’agrégation/dissolution de la MO (Kerner et al., 2003). En effet, la dissolution
est plus intense lorsque la température augmente (Mayer et al., 2006). De plus, une
augmentation de la température peut induire une augmentation de I’activité bactérienne, et
donc de la production de MOP et MOD mais aussi la dégradation de la MOP en MOD
(Thornton, 2004; Ma et al., 2014).
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Les conditions d’oxydo-réduction dans la colonne d’eau jouent également un réle important
sur ces échanges, notamment en désorbant la MO des minéraux en conditions réductrices
(Skoog et al., 1996), ou en augmentant les effets de la photo-oxydation en conditions oxiques
(Mayer et al., 2009). La teneur en ions, particulierement bivalents et trivalents, peut par
ailleurs influencer les phénomeénes d’agrégation/dissolution et d’adsorption/désorption de la
MO (He et al., 2016). Le pH joue également un role dans I'agrégation de la MO, notamment
grace a des liaisons hydrogenes plus nombreuses, formées entre les fonctions acides

carboxyliques de la MO, lorsque le pH diminue (Alvarez-Puebla and Garrido, 2005).

1.2.2 Son role dans I’environnement

La MO joue de nombreux roles dans I'environnement, notamment sur les processus
biogéochimiques, sur la qualité de I'eau et sur le transfert des contaminants, organiques ou

métalliques.

La MO est au coeur de cycles biogéochimiques, notamment ceux du carbone et de |'azote
(Bauer and Bianchi, 2011). En effet, la MOD et la MOP sont a la base de I'alimentation des
microorganismes et des organismes brouteurs, respectivement (Bauer and Bianchi, 2011;
Bianchi and Bauer, 2011). La MO dans les milieux aquatiques, et notamment dans les océans,
représente un stock important de carbone (~ 700 Gt de carbone seulement pour la MOD),
proche du stock de carbone de I'atmospheére (750 Gt de carbone) ou de celui de la biosphere
continentale (Bauer and Bianchi, 2011). Ainsi, la MO aquatique contribue de fagon significative
au cycle global du carbone. Les estuaires jouent un role important dans le cycle de carbone,
notamment en transformant la MO continentale avant son exportation dans les zones cétieres
et océaniques (Bauer et al., 2013). Ce recyclage de la MO continentale dans les estuaires
pourrait expliquer le paradoxe de la MOD océanique : tres peu de MO terrigene est détectée
dans les océans, alors que les rivieres apportent suffisamment de MO terrigene dans les
océans pour expliquer I'age apparent ancien (4000-6000 ans) de la MOD marine (Raymond
and Bauer, 2001a). Ainsi, la MO terrigéne est dégradée dans les estuaires, jusqu’a ne plus étre
reconnaissable. Toutefois, chaque estuaire est unique et complexe, ce qui rend leur

incorporation difficile dans les modeles globaux du cycle du carbone (Herrmann et al., 2015).

Les propriétés amphiphiles de la MO aquatique lui permettent de se lier a la fois a des

contaminants organiques hydrophobes et a des métaux hydrophiles. La MO peut ainsi réguler
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le devenir de ces xénobiotiques dans les estuaires (Santschi et al., 1997), notamment la MO
colloidale et dissoute qui peut former des complexes avec les contaminants (Santschi et al.,
1997). Ces complexes ont des stabilités variables, les complexes MOD-métaux étant plus
stables et résistants que ceux avec les composés organiques (Reuter and Perdue, 1977).
Toutefois, tous les métaux n’ont pas le méme comportement avec la MO ; ainsi, le cuivre a

une forte affinité pour cette derniere, alors que le cadmium n’en a pas (Davis, 1984).

Malgré ses roles importants sur I’'environnement, la MO reste peu étudiée en milieu estuarien
au niveau structural et moléculaire, surtout la MOD. Ces lacunes sont majoritairement liées
au défi d’étudier la MO en milieu estuarien : sources multiples de la MO, complexité des
processus biologiques, faibles concentrations en MOD (d’en moyenne 4 mg/L; Bauer and

Bianchi, 2011) associées a de fortes concentrations en sel.

1.3 Méthodes d’isolement de la MOD en milieu estuarien

Afin de pouvoir étudier les propriétés chimiques de la MOD en milieu estuarien, il est
nécessaire de l'isoler. En effet, dans les milieux estuariens, la MOD est faiblement concentrée,
généralement entre 1,2 et 7,8 mg/L (Bauer and Bianchi, 2011), et elle est associée a de fortes
concentrations en sels, d’autant plus fortes vers I'aval. Afin d’analyser la MOD au niveau
moléculaire, il est nécessaire d’en isoler des quantités suffisantes (20 a 100 mg) mais

également d’éliminer les sels, qui peuvent perturber les analyses.

A ce jour, on peut classer les méthodes d’isolement en 2 grandes catégories : les extractions
sur phase solide et les méthodes membranaires (ultrafiltration, osmose inverse couplée a

I’électrodialyse).

1.3.1 Extractions sur phase solide

Les extractions sur phase solide (ou solid phase extraction — SPE en anglais) sont les méthodes
les plus anciennes (Junk et al., 1974; Aiken et al., 1979) et les plus rapides pour isoler la MOD
en milieu estuarien et marin. Dans ces méthodes, I'échantillon d’eau est déposé en téte d’'une
phase stationnaire, les molécules organiques ayant une affinité avec cette phase vont s’y
adsorber, alors que I'eau et les sels ne sont pas retenus. Un mélange éluant est ensuite utilisé

pour récupérer les molécules adsorbées (Figure 9). Il est a noter que pour maximiser
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I’adsorption des molécules organiques, il est nécessaire d’acidifier les échantillons (pH 2) ce

qui protone I'ensemble de la MOD et donc permet de maximiser le rendement.

Il existe différents types de SPE en fonction de la phase stationnaire utilisée. Les 3 principaux
types de phases solides, détaillées ci-dessous, sont les résines XAD, les cartouches Cig et les
cartouches PPL. Dans toutes ces méthodes, une acidification de la MO a un pH de 2 est

nécessaire afin de maximiser le rendement.

Dépose Elution

| @® VoD
l Q© Sels

Phase o o'
stationnaire . .I

Eau+Sels  Solvant+
MOD

Figure 9 : Schéma du principe des extractions sur phase solide.

a. Les résines XAD

(Aiken et al., 1992) ont proposé une méthode d’isolement de la MOD en combinant les résines
XAD-8 et XAD-4. Le ringage de ces résines est tres lent, d’environ une semaine. Les deux
résines sont placées en séries (la résine XAD-8 en premier puis la XAD-4). Les composés acides
hydrophobes sont retenus sur la résine XAD-8, alors que les composés acides hydrophiles sont
retenus sur la résine XAD-4. Ces deux fractions sont ensuite récupérées a I'aide de soude a
0,1M, puis immédiatement acidifiées a pH 2 avant analyse. La majorité des molécules
obtenues par cette méthode correspondent a des acides hydrophobes (récupérées sur la
résine XAD-8). Cette méthode a été appliquée a de nombreux échantillons d’eau naturelle,

gue ce soit de rivieres (Hood et al.,, 2005), d’estuaires (Esteves et al., 1995), ou de mer

-29-



Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

(Meyers-Schulte and Hedges, 1986) avec des rendements faibles, généralement compris entre

30 et 40% (Druffel et al., 1992; Green et al., 2014).

L’acidification de I'échantillon nécessaire a l'isolement de la MOD modifie de maniere
irréversible les propriétés de cette derniere. La MOD isolée sur résines XAD n’est pas
représentative* de celle présente dans I'échantillon initial. En effet, elle est enrichie en
molécules aromatiques (Helms et al., 2015) et posséde des rapports C/N trés élevés (>25)
(Green et al., 2014). Malgré cela, les résines XAD sont encore utilisées pour I'étude de la MOD

aquatique (Cao et al., 2018).
b. Les cartouches C18

Dans les années 2000, de nouvelles méthodes pour isoler la MOD sont apparues
principalement en raison de la difficulté de se procurer des résines XAD (Dittmar et al., 2008),
mais aussi au temps requis pour rincer ces derniéres aprés utilisation (Louchouarn et al.,

2000). Une fois adsorbée sur la cartouche, la MOD est ensuite éluée avec du méthanol.

L’utilisation des cartouches préfabriquées Cis (Mega Bond Elut ; Varian) permet d’isoler les
composés hydrophobes de la MOD (Bauer and Bianchi, 2011). Cette méthode est trés efficace
pour isoler les dérivés de la lignine dissoute dans les rivieres (ou elle est la plus abondante) et
les océans (présente sous forme de traces) avec des rendements avoisinants les 100%, tout
en préservant ses propriétés chimiques (Louchouarn et al., 2000). Toutefois, elle ne permet
pas de retenir les composés azotés (notamment les amines et amides) et les tanins (Sleighter
and Hatcher, 2008). Le rendement d’extraction est par conséquent limité (entre 40 et 50%),
le matériel isolé présentant un rapport C/N élevé (de 'ordre de 35) pour des échantillons

cotiers et d’estuaires (Dittmar et al., 2008).
c. Les cartouches PPL

Plus récemment, I'utilisation des cartouches PPL (Priority PolLutant; Varian) a permis de
maximiser les rendements d’isolement de la MOD, compris entre 55 et 70% (Dittmar et al.,
2008). Elles sont composées de styréne divinyl benzéne avec un diamétre de pore de 150 A.

Cette résine va permettre la rétention des composés polaires et apolaires, permettant de

4 C’est-a-dire que les propriétés de la MOD isolée ne sont pas identiques a celles de la MOD initiale
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récupérer plus de 60% de la MOD. La MOD isolée par cette méthode a des rapports C/N
beaucoup plus faibles qu’en utilisant des résines XAD ou cartouches Cig (environ 20), et qui
sont comparables aux valeurs observées pour la MOD avant isolement (Dittmar et al., 2008).
Cette méthode a I'avantage d’étre rapide, de permettre I'analyse directe de la MO isolée en

sortie de cartouche et de présenter de bons rendements d’extraction.

1.3.2 Lultrafiltration

Contrairement aux méthodes d’extraction sur phase solide, qui séparent les constituants de
la MO en fonction de leurs propriétés physico-chimiques, I'ultrafiltration tangentielle est une
méthode de fractionnement dépendant de la taille des molécules et qui ne nécessite aucune

acidification de I’échantillon (Benner et al., 1992).

Dans un premier temps, I'échantillon d’eau est filtré pour séparer la MOP de la MOD. Puis
I’échantillon de MOD est ultrafiltré en utilisant une membrane dont le seuil de coupure est en
général 1 kDa (Figure 10) (Mopper et al., 1996; Benner et al., 1997). En effet, cette membrane
ne retient pas les sels, et permet d’isoler un matériel tres riche en MO (Benner et al., 1997).
Apres filtration, les échantillons isolés sont diafiltrés par ajout d’eau ultrapure pour éliminer
les sels restants en ajoutant de |'eau ultrapure (Benner et al., 1997). Cette méthode permet
également d’utiliser plusieurs seuils de coupures pour mieux séparer la MOD. Ainsi, il est
possible de fractionner la MOD en plusieurs classes en fonction de leur taille, et donc étudier
plus en détails la composition et la réactivité du continuum de taille de la MOD (Her et al.,

2003; Huguet et al., 2010).

Toutefois, les molécules non retenues par la membrane sont perdues lors de |'ultrafiltration.
L’échantillon isolé n’est donc plus représentatif de I’échantillon initial puisqu’il ne contient
plus la MOD de faible masse moléculaire. Suite a ces pertes, les rendements de cette méthode
sont plutot faibles, de I'ordre de 20 a 40% du carbone organique en milieu marin (Benner et
al., 1997) et de I'ordre de 50 a 60% de la MOD des riviéres et des estuaires (Guo and Santschi,

1996; Guo and Santschi, 1997).

Le matériel isolé par ultrafiltration est enrichi en carbohydrates (Benner et al., 1992; Helms et
al., 2015) et appauvri en lignine (Louchouarn et al., 2000) mais également en composés de

faible poids moléculaire, de composition chimique inconnue, comparé aux méthodes de SPE.
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Toutefois, l'ultrafiltration permet de traiter de gros volumes d’eau, et fournit ainsi des

guantités suffisantes de MOD pour une caractérisation moléculaire ultérieure.

Membrane

® voD
] © Sels

Figure 10 : Schéma du principe d’ultrafiltration tangentielle.
1.3.3 L’osmose inverse et I’électrodialyse

Depuis plus de 20 ans, I'osmose inverse est utilisée pour isoler la MOD dans les eaux douces.
Cette méthode a montré d’excellents rendements, d’environ 90% (Serkiz et Perdue, 1990).
Toutefois en plus d’isoler la MOD, I'osmose inverse concentre également les sels et conduit a
une diminution progressive du pH. Afin de limiter 'augmentation de la concentration en sels
au cours de I'osmose inverse, Serkiz et Perdue (1990) ont proposé de combiner I'osmose
inverse a une membrane échangeuse de cations. Ces auteurs ont montré que I'osmose inverse
était une excellente méthode pour isoler la MOD des rivieres, le matériel ainsi obtenu étant
plus riche en polysaccharides et en polypeptides que celuiisolé par fractionnement sur résines

XAD (Serkiz and Perdue, 1990).

L'osmose inverse (Ol) seule ne permet pas d’isoler la MOD d’eaux salées, puisqu’elle
concentre simultanément la MOD et les sels. Koprivnjak et al. (2006) ont proposé de coupler
I'osmose inverse a I'électrodialyse (ED) pour dessaler les échantillons d’eau au cours de la
concentration par osmose inverse et permettre ainsi d’isoler la MOD. Ce couplage a été utilisé
avec succes pour concentrer la MOD d’échantillons marins, les rendements dépassant les 80
% (Koprivnjak et al., 2009; Chen et al., 2014; Helms et al., 2015). De plus, contrairement aux
méthodes d’extraction sur phase solide et a [lultrafiltration, I'osmose inverse et
I’électrodialyse conduisent a des modifications qualitatives limitées de la MOD d’apres les

analyses de fluorescence et de spectroscopie UV-visible (Vetter et al., 2007 ; Gurtler et al.,
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2008 ; Koprivnjak et al., 2009). C’est pourquoi nous avons choisi cette méthode pour isoler la
MOD de la Seine. D’apreés la littérature, I'isolement d’un échantillon de MOD par OI/ED se

décompose en 4 grandes étapes (Gurtler et al., 2008) :

- Dans un premier temps, une phase d’ED est réalisée afin de réduire la conductivité de

I’échantillon a environ 50 mS/cm

- Ensuite, I’échantillon est passé en série dans les pilotes 'Ol et d’ED jusqu’a un volume

d’environ 10 L.

- L’échantillon est ensuite dessalé par ED pulsée par des cycles de 2 s jusqu’a atteindre
une conductivité de 50 ms/cm. Puis I'échantillon est collecté et congelé avant

lyophilisation et analyse.

- Les pilotes d’Ol et d’ED sont ensuite rincés par de la soude a 0,01M afin de récupérer
la MOD adsorbée sur les membranes. La soude est ensuite récupérée puis congelée

avant analyse.

1.3.4 Syntheése et comparaison

Plusieurs études se sont intéressées a la comparaison des techniques d’isolement de la MOD
et des propriétés chimiques associées afin d’en déduire une méthode permettant d’isoler une

MOD la plus représentative possible de I’échantillon initial.

Dans un premier temps, Koprivnjak et al. (2009) ont utilisé la RMN du 3C pour comparer
I'efficacité des résines XAD, de 'ultrafiltration et de I’OI/ED pour isoler la MOD. La MOD isolée
par les résines XAD est enrichie en molécules aromatiques (comme la lignine par exemple) et
appauvrie en sucres par rapport a celle isolée par OI/ED. Les molécules tres polaires comme
les sucres ne semblent pas étre retenues par la résine, et donc, la MOD se retrouve enrichie
en composés plus apolaires, comme les molécules aromatiques. L’inverse est observé pour la
MOD isolée par ultrafiltration : cette derniere est fortement enrichie en sucres alors qu’elle
semble plus appauvrie en composés plus apolaires comme les molécules aliphatiques ou
aromatiques. L'ultrafiltration enrichit donc la MOD en macromolécules tres polaires comme

les polysaccharides. Enfin la MOD obtenue par OI/ED semble avoir des propriétés
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intermédiaires : présence de molécules polaires comme les sucres mais également de

molécules plus aromatiques.

Green et al. (2014) ont comparé les propriétés de la MOD marine isolée par les résines XAD,
les résines PPL et I'osmose inverse couplée a I’électrodialyse. Cette comparaison est basée sur
des analyses élémentaires et des indices économiques (prix par g de MO etc...) et non sur la
structure de la MOD comme la comparaison précédente. Les résines XAD sont les moins
efficaces pour isoler une fraction représentative de la MOD marine. Elles ont cependant été
initialement développées pour étudier les substances humiques aquatiques. La méthode la
plus rapide pour isoler la MOD est |'utilisation des résines PPL. Cependant, les rapports C/N
obtenus aprés isolement sont plus élevés que ceux de la MOD initiale, ce qui montre la perte
d’une partie des molécules azotées pendant la SPE. Seule I'OI/ED permet d’obtenir des valeurs
de C/N tres proches de celle de I'eau initiale, malgré une pureté plus faible (c’est-a-dire que
I’échantillon est composé de MOD et de minéraux) et un temps d’isolement beaucoup plus

long.

Pour conclure, aucune méthode ne semble encore parfaite pour isoler la MOD dans les
estuaires. La MOD isolée par OI/ED semble étre plus représentative de la MOD initiale qu’avec
les autres méthodes. L’utilisation des cartouches PPL semble également étre un bon
compromis pour isoler la MOD, méme si cette derniere semble moins représentative. Elle a
I’'avantage d’étre plus rapide que I'OI/ED, et permet donc de pouvoir traiter un nombre

important d’échantillons.

1.4 Caractérisation globale de la MO estuarienne

Il existe de nombreuses méthodes pour caractériser la MO dans les estuaires, qu’elle soit sous
forme dissoute, particulaire ou sédimentaire. Cette partie s’intéressera donc a ces diverses
méthodes, ainsi qu’a leurs applications dans les estuaires.
1.4.1 Caractérisation de la MOD chromophorique
a. Généralités

L’isolement de la MOD avant son analyse peut induire des biais en modifiant ses propriétés.

Toutefois, les propriétés optiques de la MOD peuvent facilement étre déterminées sans étape
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d’isolement et leur suivi permet d’obtenir des informations quant a la composition de la MOD
(Coble, 1996). Deux méthodes sont tres largement utilisées pour étudier la MOD dans les
environnements aquatiques : la spectroscopie UV-visible et la spectroscopie de fluorescence
tridimensionnelle (Coble, 2007). Ces deux techniques présentent |'avantage d’étre non
destructives et trés sensibles mais ne permettent d’avoir acces qu’a une partie des
constituants de la MOD : la MOD chromophorique pour la spectroscopie UV-visible et la MOD
fluorescente pour la spectroscopie de fluorescence, cette derniére constituant une partie de
la MOD chromophorique. La MOD chromophorique peut représenter entre 20 et 70% de la
MOD totale, avec les valeurs les plus fortes dans les zones cotiéres, ol I'apport des rivieres est
important (Coble, 2007). La MO chromophorique interagit avec la lumiére en raison de la
présence de structures aromatiques et insaturées. Elle est donc largement impactée par les
processus photochimiques et est sensible a la photodégradation. Les spectroscopies UV visible
et de fluorescence sont des outil puissants pour suivre les transformation de la MOD le long
des estuaires, en particulier les variations des sources de MO (Coble, 1996; McKnight et al.,

2001; Huguet et al., 2009b; Costa et al., 2011).

Les spectroscopies UV-visible et de fluorescence permettent de calculer de nombreux indices
pour estimer les propriétés et les sources de la MOD. En spectroscopie UV-visible, quatre

indices sont classiquement utilisés (Figure 11) :

- Le SUVA;ys4 qui correspond au rapport de I'absorbance a 254 nm divisée par la teneur
en carbone organique dissous. Ce dernier augmente avec I'aromaticité de la MOD

(Weishaar et al., 2003).

- Les pentes spectrales S75-295 et S3sp-400 qui correspondent aux pentes respectivement

entre 275 et 295 nm et entre 350 et 400 nm.

- Le rapport Sg des deux pentes spectrales, qui diminue lorsque le poids moléculaire

moyen de la MOD augmente (Helms et al., 2008).
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Figure 11 : Spectre UV-visible de I’extrait a I’eau du sédiment 0-1 cm prélevé a Tancarville en avril
2015 et mesure des différents indices.

La spectroscopie de fluorescence tridimensionnelle permet d’aller plus loin dans I’'étude des
propriétés de la MO et permet de distinguer plusieurs types de constituants de la MOD en
fonction de leurs longueurs d’onde d’excitation et d’émission. 4 bandes de fluorescence sont
habituellement présentes sur les spectres de la MOD (Coble, 1996 ; Parlanti et al., 2000 ;
Tableau 2, Figure 12).

Bande o

Int. Ge fluorescence {u. Raman)

Figure 12 : Exemple d’un spectre de fluorescence 3D et sa projection dans le plan.

-36-



Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

La bande a correspond ainsi a du matériel de type « humique® » et la bande a’ a du matériel
« humique » plus récent. Les bandes B et y correspondent, quant a elles, a du matériel
autochtone et des composés de type protéique (seulement 3 acides aminés sont fluorescents :
la tyrosine, le tryptophane et la phénylalanine), respectivement. Cette technique permet
également de suivre les variations semi-quantitatives de ces différents constituants de la
MOD.

Tableau 2 : Liste des bandes de fluorescence et leurs sources possibles définies par Parlanti et al., (2000)

et les lettres issues de la nomenclature de Coble (1996) correspondante. ' = seules la tyrosine, la
phénylalanine et le tryptophane fluorescent.

Bande Lettre Excitation Emission max Type de fluorophore
max (nm) (nm)
a C 330-370 420-480 Matériel de type humique
a' A 230-260 380-480 Matériel de type humique + matériel récent
B M 310-320 380-420 Production autochtone
Y B 270-280 300-340 Protéines!

Les rapports d’intensité des différentes bandes de fluorescence permettent de suivre les
variations qualitatives de la MOD en milieu aquatique. Ainsi, le rapport d’intensité des bandes
o’/a permet d’estimer le caractére plus ou moins récent ou dégradé de la MOD, plus ce
dernier est faible, plus la MO est dégradée (Huguet et al., 2009b). Les rapports d’intensité des
bandes B/a et y/a permettent d’estimer les proportions de MO aquatique et terrigéne et
d’évaluer la productivité au sein de la colonne d’eau lorsque ces deux rapports augmentent
(Huguet et al., 2009b). En effet, les bande B et y sont liées a des protéines et de la production

de MOD récente (Parlanti et al., 2000).

En plus des rapports d’intensité des bandes de fluorescence, de nombreux indices peuvent
également étre calculés a partir des spectres de fluorescence 3D. L'indice f450/f500
correspond au rapport de 'intensité a I'émission a 450 nm sur I"émission 500 nm pour une
longueur d’onde d’excitation fixée a 370 nm (McKnight et al., 2001), des valeurs supérieures
a 1,9 témoignent d’'une MOD microbienne et aquatique et des valeurs inférieures a 1,3
témoignent plutét d’'une MOD terrigéne (McKnight et al., 2001). Cet indice est basé sur le

décalage des longueurs d’onde d’émission de fluorescence lorsque I'aromaticité de la MOD

> La notion de substances humiques est controversée, est correspond a un extrait de MO a la soude et acidifié.
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augmente (Senesi, 1990). Toutefois, cet indice semble peu varier dans les estuaires,
probablement en raison de la floculation de la MOD lors de I'augmentation de la salinité qui
peut induire un décalage des longueurs d’onde d’émission vers des longueurs d’onde plus

longues (Jaffé et al., 2004; Huguet et al., 2009b).

Deux autres indices permettent également de suivre les sources et la composition de la MOD
dans les estuaires : I'indice d’humification (HIX) et de production biologique (BIX). Le HIX est
défini comme étant le rapport de 'aire des émissions entre 435-480 nm sur celui de l'aire
entre 300-345 nm pour une excitation de 250 nm (Ohno, 2002). Le BIX est défini comme étant
le rapport de I'intensité a I’émission 380 nm sur I’émission 430 nm pour une excitation de 250
nm (Huguet et al., 2009b). Ces deux indices permettent d’obtenir des informations quant au
degré de dégradation de la MOD mais également de la contribution en MOD aquatique
(Tableau 3).

Tableau 3 : Gamme des valeurs du HIX, BIX et f450/f500 et propriétés possibles de la MOD associée,
d’apres (Vacher, 2004; Huguet et al., 2009b) et (McKnight et al., 2001).

HIX Propriétés de la MOD
>16 MOD dégradée/terrigéne
6-10 Apport faible de MOD autochtone
4-6 Apport important de MOD autochtone
<4 Origine aguatique ou bactérienne
BIX Propriétés de la MOD
0,6-0,7 MOD autochtone faible
0,7-0,8 MOD autochtone intermédiaire
0,8-1 MOD fortement autochtone
>1 Origine aquatique ou bactérienne
f450/f500 Propriétés de la MOD
>1,9 MOD microbienne et aquatique
<1,3 MOD terrigene

Enfin, de nouveaux outils mathématiques permettent de mieux contraindre les sources de la
MOD chromophorique en milieu estuarien et marin : les analyses par facteurs paralleles
(PARAFAC en anglais). Cette méthode permet de décomposer les spectres de fluorescence en
plusieurs composantes, qui peuvent étre identifiées a I'aide d’une base de données

communautaire (https://openfluor.lablicate.com) et dont I'évolution peut étre suivie le long

des estuaires (Stedmon and Markager, 2005). Cette analyse permet de distinguer de nouvelles
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sources de la MOD dans les environnements comme les sources anthropiques, ou bien

différentes sources de MOD terrigene, ce qui est plus difficile sans cette déconvolution.

b. Application aux estuaires

La MOD chromophorique se comporte de fagon non conservative dans de nombreux estuaires
(Costa et al., 2011; Yang et al., 2013), c’est-a-dire qu’elle ne subit pas une simple dilution lors
du mélange des masses d’eaux douces et marines mais qu’ il existe des sources et des puits
de MOD chromophorique tout le long des estuaires. Elle est également plus concentrée dans
les estuaires que dans les océans (Catald et al., 2013). La MOD chromophorique estuarienne
peut provenir de nombreuses sources : terrigene (Coble et al.,, 1998; Gardner et al., 2005),
phytoplanctonique (Romera-Castillo et al., 2010), bactérienne (Nelson et al., 2004; Ortega-
Retuerta et al., 2009; Romera-Castillo et al., 2011), zooplanctonique (Steinberg et al., 2004),
des herbes marines (Stabenau et al., 2004; Barrén and Duarte, 2009), des sédiments (Burdige
et al.,, 2004; Tremblay et al., 2007), des vasiéres (Tzortziou et al., 2008; Clark et al., 2008;
Bianchi et al., 2011) et méme des stations d’épurations (Baker, 2001). Sa concentration
diminue généralement avec la salinité (Zhu et al., 2017a), mais pas toujours de facon linéaire
(Huguet et al., 2009b). Les sources de la MOD chromophorigue peuvent changer en fonction
des saisons, notamment dans les zones tropicale avec un fort contraste saisonnier: en
périodes de fortes précipitations, la MOD chromophorique est généralement enrichie en MO
terrigene, provenant d’une érosion plus importante du bassin versant, alors qu’en période de
faibles précipitations, la MOD chromophorique se trouve enrichie en protéines, témoignant
d’une activité biologique plus importante et/ou d’un apport de MO issu de I’érosion des sols
plus faible (Costa et al., 2011).Toutefois, la question du caractére général d'une telle variabilité

dans les estuaires tempérée est a poser.

Le long des estuaires, le Sg de la MOD chromophorique augmente avec la salinité, ce qui
suggére que la taille de cette derniére diminue (Helms et al., 2008; Zhu et al., 2017b).
L'augmentation du Sg résulte notamment de la photodégradation de la MOD terrigéne, qui
est trés photodégradable (Hernes and Benner, 2003). L’analyse de la MOD fluorescente dans
les estuaires a montré que cette derniere est généralement enrichie en matériel de type
humique en amont, associé aux fluorophores a et o’ (Vacher, 2004; Baker and Spencer, 2004;

Huguet et al., 2009b; Li et al., 2015). Ces derniers sont également plus abondants en hiver,
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lorsque I'apport en MO érodée des sols est plus important, et la production primaire la plus
faible (Vacher, 2004). La MOD fluorescente liée a la MO autochtone et protéique (bandes B et
y) est plus abondante en aval, témoignant d’'une augmentation en apports de MO aquatique

marine dans la zone aval des estuaires (Huguet et al., 2009b).

La composition de la MOD chromophorique varie également en fonction de sa taille. En effet,
dans certains cas, la MOD chromophorique de haut poids moléculaire est enrichie en
molécules aromatiques dégradées alors que la MOD chromophorique de faible poids
moléculaire est enrichie en MO autochtone et fraiche (Boehme and Wells, 2006; Huguet et
al., 2010). Toutefois, ces conclusions pourraient varier suivant les estuaires, au vu de la grande

complexité de ces derniers.

1.4.2 Analyses élémentaires du carbone et de I'azote

En biogéochimie, le rapport C/N est trés largement utilisé pour caractériser la MO dans de
nombreux environnements : les sols (McGill and Cole, 1981), les rivieres (Lara et al., 1998), les
lacs (Meyers, 1994; Kaushal and Binford, 1999), les estuaires (Thornton and McManus, 1994;
Andrews et al., 1998), et I'océan (Meyers, 1994). En milieu estuarien, il peut permettre de
tracer les différentes sources possibles de la MO, i.e. terrigene vs. aquatique. En effet, les
végétaux terrestres sont principalement composés de lignine et de cellulose, macromolécules
pauvres en azote et présentant des rapports C/N élevés, généralement entre 20 et 500
(Hedges et al., 1997). Inversement, le plancton et les bactéries produisent des composés
enrichis en azote, avec des rapport C/N plus faibles, respectivement d’environ 7 et 4 (Hedges

et al., 1997).

Cependant, I'utilisation du rapport C/N comme traceur de source peut étre biaisée par la
dégradation de la MO. En effet, lors de la dégradation microbienne, la MO terrigéne a
tendance a s’enrichir en azote suite a I'incorporation de la biomasse bactérienne, conduisant
a une diminution du rapport C/N (Hedges and Oades, 1997). A l'inverse, la dégradation de la
biomasse planctonique s’accompagne d’une augmentation du rapport C/N par minéralisation
préférentielle de I'azote par rapport au carbone (Hedges and Oades, 1997). Ainsi, les rapports
C/N de la MO terrigene et aquatique vont converger lors de leur dégradation, rendant difficile
leur interprétation pour estimer les sources de la MO en milieu estuarien (Thornton and

McManus, 1994). De plus, Thornton and McManus (1994) ont montré un lien entre la
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granulométrie des matiéres en suspensions (MES) et le rapport C/N de la MOP, indiquant
gu’en plus des sources et de I'état de dégradation de la MOP, la granulométrie de la MOP peut
également jouer un rdle : les rapports C/N sont plus importants pour les MES les plus
grossieres. En effet, les MES plus grossieres sont plus accessibles pour les bactéries
(Bordovskiy, 1965) ce qui conduit a une dégradation plus importante de la MOP, et dong, a

une hausse du rapport C/N.

Les valeurs de C/N de la MOD océanique sont généralement comprises entre 13 et 14, et
augmentent jusqu’a 17 dans les zones cétiéres (Loh and Bauer, 2000). Le rapport C/N observé
dans les océans montre des valeurs plus importantes dans la MOD que dans la MOP, qui
présente des valeurs comprises entre 6 et 10 (Loh and Bauer, 2000; Sannigrahi et al., 2005).
Ces plus faibles valeurs du C/N dans la MOP sont aussi observées dans les estuaires
(McCallister et al., 2006). Cette différence est due au continuum de réactivité de la MO qui est
fonction de sa taille : la MO de grande taille est enrichie en molécules azotées de haut poids
moléculaire a I'inverse de la MO de plus petite taille qui est enrichie en petite molécules
appauvrie en azote issus de la dégradation des molécules de plus grande taille (Amon and
Benner, 1994; Amon and Benner, 1996; Walker and McCarthy, 2012). Ces résultats sont
opposés a ceux obtenus sur la MOD chromophorique pour laquelle la fraction de haut poids
moléculaire est plus dégradée (Boehme and Wells, 2006; Huguet et al., 2010). Ceci pourrait
étre dd au fait que la MOD de haut poids moléculaire labile ne contribue que faiblement a la
MOD chromophorique, principalement constituée de MO dégradée et hautement
aromatique. Ainsi, la MOD chromophorique de haut poids moléculaire serait plus dégradée

gue la MO prise dans son ensemble.
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1.4.3 La composition en isotope stable du carbone

Le carbone posséde deux isotopes stables. Le plus abondant est le carbone 12 (*2C), qui
représente 98,9 % du carbone total. Le carbone 13 (*3C) est lui, beaucoup moins
abondant (1,1%). Afin d’exprimer la proportion de '3C dans I’environnement, la notation & est
utilisée, elle permet de quantifier I’écart entre le rapport 3C/*2C d’un échantillon par rapport
a un standard international : le Vienna Pee Dee Belemnite (VPDB ; Eq. 2)
13C

(%) o

echantillon __ 1 X 1000 (Eq 2)

13,
120
VPDB

L’isotopie du C est un bon outil pour suivre les transformations et les sources de la MO en

§13C (%o0) =

milieu estuarien (Raymond and Bauer, 2001b). En effet, (Shultz and Calder, 1976) ont utilisé
un modele de mélange binaire pour calculer la proportion de MO provenant du milieu
continental dans des estuaires du Golfe de Mexique en utilisant le méme principe que vu en
partie 1.4.2 pour le C/N (Eq. 3 ; fr=fraction de MO terrigéne, fy = fraction de MO marine, §'3Cr
= 813C de la MO terrigéne et §'3Cy = §'3C de la MO marine).

SB3C = fr x 8B3C, + fi x 8§13Cy, (Eq. 3)

En milieu continental, la MO présente des valeurs de 83C comprises entre -30 et -25 %o,
principalement dues au fractionnement isotopique induit par la photosynthese (Bauer, 2002).
En milieu marin, la MO est enrichie en §'3C par rapport au milieu continental, avec des valeurs
comprises entre -23 et -18 %o (Dittmar and Stubbins, 2014). Le §'3C de la MO rejetée par les
stations d’épuration est proche de celle de la MO continentale, d’environ — 26 %o (Burnett and
Schaeffer, 1980). Il est également possible de tracer finement les source de la MO (e.g. le

phytoplancton) a 'aide du 6%3C (Savoye et al., 2012).

Dans de nombreux estuaires ou systéme cétiers, une augmentation du §'3C de la MO est
observée dans la phase dissoute, particulaire et sédimentaire par rapport au milieu
continental (Thornton and McManus, 1994; Middelburg and Herman, 2007; Yu et al., 2010;
Seidel et al., 2015). Cette augmentation du &'C de la MO le long des estuaires est la
conséquence de trois facteurs : le mélange avec de la MO marine, enrichie en *3C (Cloern et

al., 2002), la dégradation de la lignine, appauvrie en 3C et également la dégradation
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microbienne de la MO, qui induit un fractionnement isotopique et enrichit la MO en 3C

(Macko and Estep, 1984).

Toutefois, I"laugmentation du §'3C n’est pas toujours linéaire avec la salinité, et son évolution
de I'amont a I'aval dépend de I'estuaire considéré, comme observé dans la phase particulaire
de 9 estuaires européens (Middelburg and Herman, 2007). Ces tendances spécifiques sont
liées aux différences morphologiques de chaque estuaire, qui jouent sur la marée et le temps

de résidence de la MOP.

1.4.4 La composition en isotope stable de I’azote

L’azote posséde deux isotopes stables : I'azote 14 majoritaire (99,6%) et I'azote 15 (0,36%).
Comme le 13C, la notation 6 est utilisée pour mesurer 'abondance relative en >N par rapport
au N par rapport a un standard : I’air (Eq. 4).

15N
(=)
~——gchantilion _ 1 | % 1000 (Eq. 4)

()
air

L'isotopie de |'azote est un outil complémentaire de I'isotopie du carbone pour tracer les

SN (%o) =

sources de la MO dans les environnements aquatiques (Peters et al., 1978). La MO terrigéne
est appauvrie en N (6%°N = 1.5 %o) et la MO marine est enrichie en >N (6°N = 8 %o ; Mariotti
et al., 1984). De plus, la MO issue des phytoplanctons montre des valeurs de §*°N nettement
supérieures a celle de la MO terrigéne et marine (> 15%o ; Mariotti et al., 1984). Le 6*°N des
organismes estuariens soumis a une pollution par des eaux usées montre aussi de fortes
valeurs (>10; Hadwen and Arthington, 2007). Le 8'°N augmente également le long de la
chaine alimentaire (Miyake and Wada, 1967). Toutefois, dans les estuaires, les variations du
8N peuvent refléter les transformations de la MO plutdt que le mélange de la MO terrigéne
avec la MO aquatique (Owens, 1985) aussi bien que le mélange de la MO de la riviere avec la

MO marine (Middelburg and Nieuwenhuize, 1998).

Lors de la dégradation de la MO, I'azote est soumis a un fractionnement isotopique. En effet,
la dégradation de la MO entraine un enrichissement de cette derniére en *°N, et donc une
augmentation du 8§*°N (Owens, 1988). Ainsi, une MO trés dégradée va contenir peu d’azote,

mais avec un 8*°N élevé (Thornton and McManus, 1994).
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L’analyse conjointe du 6*3C et du 8'°N permet d’obtenir des informations plus complétes sur

les sources de la MO (e.g Owens, 1985; Lorente et al., 2014).

16

=
N

615N (%o vs air)
[o¢]

Plantes terrestres

-

Phytoplancton eau douce
! | | x x J
%9 -28 -26 -24 -22 20 18
613C (%o vs PDB)

Figure 13 : Exemple d’une combinaison du 8"*C et du 8'5N pour tracer les sources de la MO dans les
environnement, d’apres Lorente et al. (2014)

1.4.5 La datation par le radiocarbone

Le carbone possede plusieurs radioisotopes, ou radiocarbone, allant de la masse 8 a 22. Parmi
eux, le plus stable est le carbone 14 (ou **C) qui a une période de demi-vie de 5730 ans. Il est
produit dans la haute atmosphere, sous I'effet des radiations du soleil, par adsorption d’un

neutron par un atome d’azote, comme décrit dans I’équation 5.
UN+ n - %C+ 1H (Eq. 5)

Le 14C est radioactif, c’est-a-dire qu’il se désintégre spontanément. Sa radioactivité est de type
B~ c’est-a-dire qu’il émet un électron et un antineutrino électronique, sa désintégration

conduisant a la formation d’'un atome d’azote (Eq. 6).
B > UN+ e + 7, (Eq. 6)

La notation AC (%0) permet de mesurer I'activité relative en 1C dans les échantillons. Le AC
est calculé a partir de la fraction moderne de Carbone (fv) d’apres I’équation 7 (McNichol and

Aluwihare, 2007), ou y correspond a I'année de prélévement :
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1
AVC = (ﬁw x e‘a£7X“95°‘y>—-1) x 1000 (Eq. 7)

Grace a ses propriétés radioactives, le 14C est utilisé pour dater les restes organiques, datant
d’au moins 50 000 ans. Les premiéres datations utilisaient I’hypothése que I'activité en 4C
initial était constante et égale a celle mesurée de nos jours dans I'atmosphére. Cependant,
cette activité est variable au cours du temps, et nécessite donc une calibration des ages
obtenu par le C (Reimer et al., 2013). De plus, les activités humaines, notamment les essais
nucléaires, ont également fortement modifié la composition isotopique de I'atmosphére, en
augmentant de facon considérable I'activité en *4C (Figure 14). Une datation postérieure a ces
évenements est possible en utilisant de nouvelles calibrations, dites post-bombe (Hua et al.,

2013).
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Figure 14 : Variation du A™C entre 1950 et 2010 dans I’hémisphére Nord. D’apres Hua et al. (2013).

L'utilisation du radiocarbone est souvent couplée a celle du carbone 13 afin de mieux
déterminer les sources et la dynamique de la MO en milieu estuarien. Dans les rivieres, le
signal isotopique en #C (A'*C) est en général trés appauvri par rapport a I’atmosphére (Figure
15), suggérant que la MOP est vieille de plusieurs centaines ou milliers d’années et qu’elle
provient des sols, de la MO sédimentaire fossile et/ou des hydrocarbures (Raymond and
Bauer, 2001b). De plus, I'dage observé de la MOP dépend de la morphologie du cours d’eau.
Ainsi, dans les cours d’eau montagneux, la part de MOP provenant des roches et des sols

anciens est plus importante en raison d’une érosion plus forte, conduisant a un age plus grand
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de la MOP (Raymond and Bauer, 2001b). A l'inverse, la MOP des cours d’eau drainant des

terrains plats est plus récente, en lien avec une plus faible érosion des sols (Raymond and

Bauer, 2001b).

Contrairement a la MOP, la MOD est en général enrichie en **C dans les estuaires et les riviéres
(Figure 15). Ceci est d( a une plus forte contribution de MOD fraichement produite et une plus
faible proportion de MO ancienne issue des sols et roches (Meybeck, 1993). Dans les estuaires,
le A'C de la MOD varie entre -81 et 51%o, celui de la MOD de haut poids moléculaire est plus
variable allant de -205 a 434%., enfin, celui de la MOP varie généralement entre -190 et 156%o

(Canuel and Hardison, 2016).

Dans les zones cotieres et dans les océans, a I'inverse des rivieres et des estuaires, la MOP est
en général enrichie en C par rapport a la MOD (Druffel et al., 1992). En effet, la MOP est
principalement produite par le plancton et montre un age récent. A l'inverse, la MOD est
constituée d’une fraction récente produite in situ et rapidement biodégradée, et d’'une
fraction treés ancienne, non dégradable qui vieillit 'dge apparent de la MOD. Au final, dans les

estuaires, I'age global de la MOD augmente avec la salinité (Raymond and Bauer, 2001b).
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Figure 15 : Comparaison du A'*C de la MOD et de la MOP dans différents estuaires, d’aprés
Raymond et Bauer (2001a).

En milieu estuarien, la MO sédimentaire agit comme un compartiment de stockage de

MOD et MOP ancienne, jusqu’a la remise en suspension de ce matériel dans la colonne
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d’eau (suite par exemple a de fortes marées) avant d’étre transportée in fine dans I'océan

(Ruzecki, 1981; Schubel and Pritchard, 1986).

La combinaison du 8'3C et du A'*C permet au final d’avoir une idée plus précise des sources
de la MO en milieu estuarien. En effet, les signatures en 3C de la MO terrigéne et
aquatique peuvent étre identiques (Raymond and Bauer, 2001b). L’utilisation couplée des

deux isotopes du C aide a mieux discriminer les sources de la MO estuarienne (Figure 16).

300 —
200 Plantes C4 modernes CO2 atmosphérique
1997 N # O '
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Figure 16 : Les différentes sources de C et leur évolution au cours du temps. D’apres Marwick
et al. (2015).

1.4.6 Larésonance magnétique nucléaire

Comprendre en détail la dynamique de la MO en milieu estuarien nécessite une
caractérisation précise de cette derniére, a I'échelle structurale et moléculaire. Cette
caractérisation fine permet de déterminer la nature des principaux groupements chimiques
(par exemple les CHs, les OCHs, les acides etc...) qui composent la MO et qui influencent
directement les interactions entre MO et contaminants organiques et inorganiques (Chiou et
al., 1987; Chefetz et al., 2000; Shiller et al., 2006; Abdulla et al., 2009). Les propriétés de la MO
sont également étroitement liées a la biodisponibilité de cette derniere pour les organismes

vivants (Bauer and Bianchi, 2011).
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La détermination des principaux groupements chimiques qui constituent la MO s’effectue
classiqguement en utilisant deux techniques : la spectroscopie infrarouge avec transformée de
Fourier (FTIR) et/ou la résonance magnétique nucléaire (RMN). La RMN est plus fréquemment
utilisée que la FTIR pour caractériser la MO naturelle car elle est moins impactée par la
présence de minéraux: la RMN ne sonde qu’un élément chimique, alors que la FTIR va
identifier 'ensemble des différentes liaisons y compris celles des minéraux. Seule la RMN sera
discutée dans la suite de ce paragraphe et plus particulierement la RMN en phase solide,
utilisée dans le cadre de ce travail. La RMN utilise les propriétés du champ magnétique autour
des noyaux des atomes, et plus précisément des noyaux de spin non nul (*H,'3C etc...) et
permet d’identifier 'environnement chimique autour des différents atomes de la ou des
molécules étudiées. Pour I'étude de la MO naturelle, la RMN du 3C est la plus courante mais,

I'utilisation de la RMN du *H, °N et du 3P est également possible (Mao et al., 2017).

Les analyses RMN nécessitent des quantités de matériel organique comprises entre 10 et 100
mg. En milieu estuarien, elles ont principalement été réalisées sur la MOD (Koprivnjak et al.,
2009; Abdulla et al., 2010b; Helms et al., 2015; Cao et al., 2016; Cao et al., 2018). La RMN est
bien plus utilisée sur les sols (Kogel-Knabner, 1997; Zhou et al., 2014), voire méme sur des
MOP de riviere (Templier et al., 2005). A notre connaissance, aucune caractérisation de la
MOP ou de la MO sédimentaire estuarienne par RMN du 3C n’a été conduite a ce jour.
Toutefois, la MOP et la MO sédimentaire marine et lacustre ont été caractérisées par RMN

(Zang and Hatcher, 2002; Sannigrahi et al., 2005; Dickens et al., 2006).

La RMN du 3C permet de déterminer les fonctions chimiques carbonées présentes dans un
échantillon de MO, en fonction de leur déplacement chimique (Figure 17), mais ces

attributions ne sont pas toujours univoques.

Afin d’identifier plus en détail les fonctions chimiques, il est possible d’utiliser des techniques
de RMN avancées (traitement du signal, déphasage dipolaire, anisotropie du déplacement
chimique, RMN du '3C(}*N) SPIDER pour saturation-pulse induced dipolar exchange with

recoupling), ou bien d’utiliser de la RMN bi- ou tri-dimensionnelle (Mao et al., 2017).
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Figure 17 : Déplacements chimiques de différents groupements fonctionnels de la MO par RMN du "°C.
D’apres Mao et al. (2017).

La RMN du N est moins utilisée pour caractériser la MO naturelle, notamment a cause d’un
probléme de sensibilité (le °N est 3 fois moins sensible que le 13C), mais également de la faible
abondance relative du >N par rapport au *N (0.3 %). Toutefois, une nouvelle méthode de
RMN a récemment été mise au point : la polarisation nucléaire dynamique (DNP) qui permet

d’augmenter significativement le signal RMN obtenu (Marker et al., 2015).

Abdulla et al. (2010) ont utilisé la FTIR et la RMN du 3C pour suivre I’évolution de la structure
chimique de la MOD dans la baie de Chesapeake. lls ont pu mettre en évidence que, vers I'aval,
la MOD s’enrichissait en carbohydrates et s’appauvrissait en molécules aromatiques. Le
couplage de ces deux phénomeénes aurait pour origine la photodégradation de la lignine dans
la colonne d’eau. En effet, la photodégradation est le phénomene principal de dégradation de
la lignine dans les systemes aquatiques (Hernes and Benner, 2003). Cette perte de lignine
conduirait a une diminution de la proportion relative de C aromatiques dans les échantillons
et parallelement a une augmentation de la proportion de carbohydrates aidé par le fait que

ces derniers sont tres résistants a la photodégradation (Dalzell et al., 2009).
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1.5 Composition moléculaire de la MO

La MO naturelle se compose de milliers de molécules, qui peuvent étre classées dans
différentes catégories : les molécules hydrosolubles, les lipides ou bien les macromolécules.

Dans cette partie, seules les molécules étudiées dans ce manuscrit seront détaillées.

1.5.1 La MO hydrosoluble

La MO hydrosoluble se compose de molécules trés polaires, notamment de carbohydrates et

de protéines.

a. Les carbohydrates

Les carbohydrates sont les biomolécules les plus abondantes sur la planéte, présentes a la fois
chez les plantes, les animaux et les micro-organismes (Aspinall, 1983). Ces molécules jouent
un réle majeur dans la structure, le stockage de I’énergie et le métabolisme des organismes
(Aspinall, 1970). lls se composent d’une succession de monomeéres appelés oses ou
monosaccharides. lls sont composés d’une ou plusieurs fonctions carbonyles, d’au minimum
deux fonctions alcool et d’une chaine carbonée. lls sont constitués de 3 a 9 atomes de C, les
carbohydrates a 5 ou 6 atomes de carbone (pentoses et hexoses) étant les plus fréquents. Des
exemples de structure chimique de sucres sont présentés en Figure 18. Les sucres contiennent
également un carbone particulier : le carbone anomérique. Il s’agit d’'un carbone asymétrique
formé lors de la cyclisation du sucre : le carbone 1 dans le cas des aldoses et le carbone 2 dans

le cas des cétoses. La stéréochimie de ce carbone est précisée par une lettre grecque (a ou B).

OH OH
OoH o OH
OH OH
HO
OH OH

B-D-Glucopyranose  B-D-Xylofuranose

Figure 18 : Exemple de structures de monosaccharide (glucose et xylose) sous forme cyclique (pyrane
pour le glucose et furane pour le xylose). Les cercles représentent la position du carbone anomérique,
ici en isomérie P.
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Les carbohydrates sont souvent les composés les plus abondants dans la MOD, mais dont la
proportion peut étre tres variable : entre 0 et 90% du COD (Bauer and Bianchi, 2011) sous
forme simple ou bien de polymeéres. Les formes simples sont beaucoup plus réactives, alors
gue les polymeres sont plus stables dans I'environnement, expliquant pourquoi les formes de
haut poids moléculaire sont les plus abondantes (Bauer and Bianchi, 2011). La distribution des
sucres est différente suivant la taille de la MOD : la MOD de haut poids moléculaire est
enrichie en sucres aminés, méthylés et en désoxyoses ; a l'inverse, la MOD de faible poids
moléculaire est plus riche en hexoses (Minor et al., 2002). Par ailleurs, les sucres modifiés
(méthylés, azotés, etc...) sont bien plus abondants dans la MOD de haut poids moléculaire, et
pourraient structurer spatialement la MOD (Nebbioso and Piccolo, 2013). De plus, des fortes
concentrations en acyl hétéropolysaccharides (biopolymere de carbohydrates, d’acétate et de
lipides) ont été détectées dans les estuaires. Ces molécules sont probablement issues de la
dégradation de la biomasse phytoplanctonique d’eau douce (Aluwihare et al., 2002; Aluwihare
et al., 2002). Ainsi, le tragage de cette famille de molécules permettrait de suivre I'apport en

MO aquatique dégradée provenant de la riviére dans les estuaires (Bauer and Bianchi, 2011).

Les teneurs en carbohydrates sont généralement mesurées par dosage colorimétrique. La
méthode la plus ancienne est la méthode dite de Dubois (Dubois et al., 1956). Cette méthode
se décompose en 2 étapes de traitement et une étape d’analyse (Figure 19): (1) une
déshydratation des sucres et hydrolyse des polysaccharides par H,SO4 concentré (2) une
condensation des monomeres déshydratés avec du phénol qui forme un adduit orangé qui
absorbe la lumiére a 490 nm, (3) la mesure de I'absorbance a cette longueur d’onde qui est
directement liée a la concentration totale en sucres dans la solution. Cette méthode a

I’avantage d’étre rapide, simple et précise. Toutefois, elle est sensible a la présence de sels et

0 :
Phénol 0
> HO’UJ\OH

sa reproductibilité a été discutée (Panagiotopoulos and Sempéré, 2005).

Figure 19 : Réaction chimique de la méthode Dubois.
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Il existe d’autres méthodes pour doser les sucres en solution qui ne sont pas sensibles a la

présence de sels comme par exemple :

- La méthode MBTH (pour 3-Méthyl-2-Benzo Thiazoline Hydrazone hydrochloride) qui
se décompose en 4 phases: (1) une réduction des sucres avec KOH, (2) un ajout de
HIO4 pour transformer les sucres en formaldéhyde, (3) un ajout de MBTH qui va former
un complexe bleu avec le formaldéhyde et (4) une mesure de I'absorbance a 635 nm.
Il est également possible d’ajouter une étape d’hydrolyse acide afin de caractériser les
polysaccharides. Cette technique a une meilleure précision que la méthode de Dubois,

mais elle est plus laborieuse (Panagiotopoulos and Sempéré, 2005).

- La méthode TPTZ (pour 2,4,6-TriPyridyl-s-TriaZine) qui se décompose en 3 étapes : (1)
une oxydation des sucres par du Ksz[Fe(CN)g] en milieu alcalin, (2) le Fe?* résultant de
la réaction réagit avec le TPTZ pour produire un complexe violet et (3) une mesure de
I'absorbance a 595 nm. Cette méthode a I'avantage de coupler la simplicité de la
méthode Dubois avec la détection de la méthode MBTH (Panagiotopoulos and
Sempéré, 2005). Toutefois, le composé formé est tres sensible a la lumiere, et
I’ensemble des opérations doivent étre dans le noir. A cause de cette sensibilité,

I'analyse doit étre répétée au moins 2 a 3 fois par échantillon.

Il est également possible de caractériser les carbohydrates par thermochimiolyse. La
thermochimiolyse avec du TMAH (hydroxyde de tétraméthylammonium) est un outil puissant
pour caractériser les macromolécules constitutives de la MO. Cette technique combine une
hydrolyse basique assistée thermiguement avec une méthylation in situ des molécules
(Challinor, 1995). La détection des carbohydrates en thermochimiolyse est compliquée.
Toutefois, en présence de TMAH, les carbohydrates vont former des acides déoxyaldoniques
(Fabbri and Helleur, 1999; Moldoveanu, 2010; Estournel-Pelardy et al., 2011) qui sont

méthylés in situ (Figure 20).
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OH Pyrolyse
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Figure 20 : Transformation des sucres en acides aldoniques lors de la thermochimiolyse. En haut,
réaction pour les hexoses, au milieu pour les déoxyhexoses et en bas pour les pentoses.

Au total, 10 acides aldoniques sont produits lors de la thermochimiolyse des sucres, a la fois
des pentoses (qui forment alors des acides pentanoiques avec trois groupements méthoxyles),
des déoxyhexoses (qui forment des acides hexanoiques avec trois groupements méthoxyles)
et des hexoses (qui forment des acides hexanoiques avec quatre groupements méthoxyles).

Les acides aldoniques se caractérisent par un pic de base a 129 (Figure 21).
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Figure 21 : Fragmentation des acides aldoniques et formation de I’ion en 129 (pic de base), d’apres
Fabbri and Helleur (1999)

D’autres molécules sont également produites lors de la pyrolyse-TMAH des carbohydrates,
notamment le 1,2,4-trimethoxybenzéne et le 1,2-dimethoxybenzéne (Fabbri and Helleur,

1999) mais ils ne sont pas univoques.
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b. Les protéines

Les protéines sont également des macromolécules trés abondantes chez les organismes. Elles
représentent environ 50% de la MO naturelle dans les océans (Romankevich, 1984) et 85% de
I’azote organique (Billen, 1984). Elles jouent de nombreux réles dans les organismes : catalyse
de réactions chimiques (enzymes), transport d’éléments chimiques (hémoglobine), role
structural (collagéne) ou bien immunitaire (anticorps). Ces derniéres se composent d’un long
enchainement d’acides aminés, correspondant a de petites unités structurales azotées (N/C
entre 0,11 et 0,50) qui peuvent étre classées en plusieurs catégories en fonction de la nature

de leur chafne latérale :

- Les acides aminés aliphatiques avec la Glycine (Gly), I’Alanine (Ala), la Valine (Val), la

Leucine (Leu) et I'lsoleucine (lle).

- Les acides aminés hydroxylés et soufrés : la Sérine (Ser), la Cystéine (Cys), la Thréonine

(Thr) et la Méthionine (Met).
- Les acides aminés cycliques avec la Proline (Pro).

- Les acides aminés aromatiques avec la Phénylalanine (Phe), la Tyrosine (Tyr) et le

Tryptophane (Trp).
- Les acides aminés basiques avec I'Histidine (His), la Lysine (Lys) et I’Arginine (Arg).

- Les acides aminés acides avec I’Acide Aspartique (Asp), I’Acide Glutamique (Glu),

I’Asparagine (Asn) et la Glutamine (GIn).

Les acides aminés libres sont beaucoup plus réactifs que les formes protéines, expliquant la
prédominance des polypeptides au sein de la MO. La MOP est généralement plus riche en
protéines (17 a 38% de la MOP) et plus pauvre en carbohydrates que la MOD (Mannino and
Harvey, 2000a). La MOP differe également par le type d’acides aminés présent. En effet, la
MOP est enrichie en acide aminés aromatiques, notamment en phénylalanine mais également
en leucine et en isoleucine (Mannino and Harvey, 2000a), qui sont des acides aminés
facilement biodégradables (Dauwe and Middelburg, 1998) et plus hydrophobes. A I'inverse, la

MOP est appauvrie en acide aspartique et glutamique (Mannino and Harvey, 2000a) qui sont
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eux plus polaires. Les acides aminés neutres restent les plus abondants (Mannino and Harvey,
2000a), comme pour la MOD. Toutefois ces résultats sont a nuancer puisqu’ils n’ont été acquis

que sur I'estuaire du Delaware (Etats-Unis).

Les protéines sont également des composés ubiquistes dans la MO naturelle. La méthode la
plus utilisée pour mesurer leur concentration est la méthode de Lowry (Lowry et al., 1951).
Cette méthode se décompose également en 3 étapes : (1) hydrolyse des protéines par de la
soude, du Na,COs, du sulfate de cuivre et du tartrate de Na et de K a chaud, (2) ajout de réactif

de Folin qui induit une coloration bleue et (3) mesure de I'absorbance a 650 nm.

Les produits de thermochimiolyse des protéines sont plus connus que ceux des sucres. La
pyrolyse des protéines libére des acides aminés, qui se transforment selon des mécanismes
différents lors de la thermochimiolyse. En effet, certains vont seulement se méthyler, d’autres

plutot former des diméres ou se cycliser (Gallois et al., 2007).

Désamination Méthylation

Cyclisation

Dimérisation
Décarboxylation

Déshydratation

Figure 22 : Transformation des différents acides aminés par thermochimiolyse. D apres Gallois et al.
(2007).
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1.5.2 Les lipides

Les lipides sont des molécules solubles dans les solvants organiques. Une partie de ces lipides
peut étre utilisée en tant que biomarqueurs. Ces derniers permettent de tracer I'origine, mais
également I'état de dégradation de la MO. Ce sont des molécules de polarité variable, de
petite a moyenne taille, spécifiques d’un organisme ou groupes d’organismes. En milieu
estuarien, ils sont principalement utilisés pour tracer les sources de la MO sédimentaire (Jaffé
et al., 2001; Hu et al., 2006; Strong et al., 2012; Lattaud et al., 2017) et de la MOP (Canuel,
2001; He et al., 2014; Lattaud et al., 2017). Les biomarqueurs peuvent étre classés par famille

en fonction de leur structure chimique.

a. Les lipides aliphatiques

Les n-alcanes sont des molécules aliphatiques saturées de formule brute CnHan+2. Ces
composés sont trés abondants dans les environnements naturels (Eglinton and Eglinton,
2008). La longueur de leur chaine carbonée varie en fonction de leur organisme producteur.
Ainsi, les n-alcanes a chaines courtes (moins de 19 atomes de C) sont principalement d’origine
planctonique ou microbienne (Cranwell, 1982) alors que les homologues a longues chaines
impaires (de 27 a 31 atomes de C) sont produits par les végétaux terrestres (Eglinton and
Hamilton, 1967). Enfin, les composés impairs a longueurs de chaines intermédiaires (de 21 a
25 atomes de carbone) sont plut6ét produits par les végétaux submergés (Ficken et al., 2000;
Jaffé et al., 2001). Il est cependant a noter que certaines algues peuvent synthétiser des n-
alcanes a longues chaines, sans prédominances pour les chaines impaires (Volkman et al.,
1998). Toutefois, la dégradation des n-alcanes courts est plus facile que celle des homologues
a longues chaines (Cranwell, 1982), pouvant ainsi favoriser la préservation des n-alcanes issus
des végétaux terrestres. Différents indices utilisant les abondances relatives des n-alcanes

existent, et permettent de tracer a la fois les sources et le degré de dégradation de la MO.

Les n-alcools ou n-alcan-1-ols sont composés d’une chaine carbonée, et d’'une fonction alcool

(-OH) en bout de chaine. Leur formule brute est ChH2n-20.

Tout comme les n-alcanes, leur longueur de chaine peut varier en fonction des organismes
producteurs. Ainsi, les végétaux terrestres produisent plutot des n-alcools pairs a longues

chaines (22 a 28 atomes de carbone) alors que les composés a chaines courtes sont produits
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par les organismes aquatiques (Eglinton and Hamilton, 1967; Cranwell, 1982). Cependant, une
production de n-alcools longs par des organismes aquatiques a également été observée
(Robinson et al., 1984; Volkman et al., 1999). Il est également important de préciser que les
n-alcools a courtes chaines se dégradent préférentiellement comparés aux homologues a plus

longue chaine (Robinson et al., 1984)

Les acides gras sont constitués d’une chaine aliphatique et d’'une fonction acide carboxylique

(COOH) en position terminale.

Tout comme les n-alcanes et les n-alcools, les composés a chaines courtes (< 20) sont
généralement produits par les algues et les bactéries (Meyers, 2003), alors que les
homologues a chaines longues (> 20) sont synthétisés par les végétaux terrestres mais
également par les herbes marines (Jaffé et al. 2001). Il faut noter que les acides gras en Ci¢ et
Cis sont ubiquistes et présents dans tous les organismes (Volkman et al., 1998). Certains acides
gras sont plus spécifiques, notamment les acides gras iso et anteiso en Cis et C17 qui sont
produits par les bactéries (Volkman et al.,, 1980 ; Perry et al., 1979). Les acides gras
monoinsaturés en position 9 en Cis et Cig sont eux plutot produits par le phytoplancton, le
zooplancton et les bactéries (Chuecas and Riley, 1969; Budge and Parrish, 1998) mais sont

dégradés préférentiellement par rapport aux acides gras saturés (Meyers 2003).

Enfin, une famille particuliere d’acides gras contenant plusieurs insaturations (PUFAs pour
Poly Unsaturated Fatty Acids en anglais) est produite spécifiquement par les organismes

aquatiques (Kawamura and Ishiwatari, 1981).

Plusieurs indices peuvent étre calculés a partir des biomarqueurs a chaines aliphatiques (n-

alcanes, alcools et acides gras).

La longueur de chaine moyenne des n-alcanes (ACL en anglais) peut étre calculée (Eq. 8) ; il
s’agit de la moyenne pondérée des longueurs de chalnes par les aires de chacune des
molécules. Puisque les chaines longues sont produites par les végétaux terrestres, les chaines
courtes par les micro-organismes et les chaines intermédiaires par les macrophytes, la
longueur de chaine moyenne permet ainsi d’observer la variation des sources des n-alcanes

dans le milieu environnemental.

-57-



Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

YinbC; X Airec;

ACL = (Eq. 8)

YiAirec;

Le rapport des homologues impairs a longues chaines vs. les composés a courtes chaines est
définicomme l'indice TAR (Terrestrial to Aquatic Ratio) (Silliman and Schelske, 2003). Il permet

d’estimer la proportion relative des molécules d’origine terrigéne vs. ceux d’origine aquatique.

De la méme maniére, (Ficken et al., 2000) ont défini un indice, le Paq, comme le rapport des n-
alcanes a 23 et 25 C sur la somme des n-alcanes impairs de 23 a 31 C. |l permet d’estimer la
quantité de n-alcanes issus des végétaux immergés et/ou des macrophytes par rapport a la

guantité de composés provenant des végétaux supérieurs.

En plus de la longueur de chaine, la biosynthese des n-alcanes chez les végétaux terrestres
conduit préférentiellement a la production de composés a chaines impaires (Eglinton and
Hamilton, 1967). A l'inverse, les organismes marins et les bactéries produisent des n-alcanes
plus courts et sans prédominance pour les chaines impaires (Clark and Blumer, 1967; Han and
Calvin, 1969). Les n-alcanes pairs peuvent également étre formés lors de la dégradation des
n-alcanes impairs. Sur cette base, Bray et Evans (1961) ont proposé un indice, le Carbon
Preference Index (CPl), correspondant au rapport de la somme des alcanes a chaines impaires

sur la somme des n-alcanes a chaines paires (Eq. 9).

> Impairs Ci5—33+ Y, Impairs C17-35

1
CPlis_35 = 5 X (Eq. 9)

Z Pairs Ci6-34

Des valeurs élevées du CPI (>>1) témoignent d’'une prédominance des n-alcanes a chaines
impaires produits par des végétaux supérieurs et de leur bonne préservation dans
I’environnement. Des valeurs faibles (<1) du CPl témoignent d’un apport de MO aquatique
et/ou bactérienne (Cranwell, 1982) ou bien d’une contamination aux hydrocarbures pétroliers

et/ou d’une MO plus dégradée (Bray and Evans, 1961).

L'opposé est observé pour les alcools et les acides gras. En effet, ce sont les homologues pairs
gui dominent chez les organismes vivants (Eglinton and Eglinton, 2008). Ainsi, le CPI des
alcools et des acides gras correspond a la somme des homologues a chalnes paires sur ceux a

chaines impaires.
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b. Les stérols et stanols

Les stérols et stanols sont des molécules composées d’un noyau stérane, d’'une fonction alcool

(OH) sur le carbone 3 et d’une chaine carbonée sur le carbone 17 (Figure 23).

Figure 23 :Structure et numérotation des stérols et stanols

Les stérols sont des molécules ubiquistes chez les animaux, les plantes et les champignons. Ils
jouent un role important dans la structure de la membrane des cellules (Nes, 1974), mais
également en tant que précurseurs de certaines vitamines liposolubles comme la vitamine D
(Boland, 1986) et hormones stéroidiennes (Matyash et al., 2004). On peut distinguer les
stérols, qui sont insaturés (généralement en position 5 et/ou 22), des stanols, saturés. Les
stérols et stanols peuvent varier par leur nombre d’atomes de carbone (généralement entre
27 et 30) mais également leur stéréoisomérie, notamment du groupement hydroxyle du
carbone 3 et de I’'hydrogene du carbone 5. Ainsi, les stérols synthétisés par les organismes ont
une isomérie B en position 3 (fonction chimique au-dessus du plan de la molécule) et une

isomérie a sur le carbone 5 (hydrogéene en dessous du plan de la molécule).

Dans I'environnement, les 5a-stérols sont réduits en 5a-stanols (par perte de I'insaturation)
par les microorganismes, alors que lors de la digestion, les microorganismes des intestins
réduisent les 5a-stérols en 5B-stanols (Bull et al.,, 2002). Enfin, I'intense dégradation
microbienne des 5B-stan-3B-ols dans I'environnement produit des 5B-stan-3a-ols (Bull et al.,
2002). Ainsi, les organismes omnivores et carnivores qui ingérent du cholestérol produisent
du coprostanol dans leurs intestins, et les organismes herbivores qui ingerent des phytostérols

(notamment des éthylcholestérols) produisent de I'éthylcoprostanol dans leurs intestins.
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De nombreux stérols et stanols sont présents en milieu estuarien, les principaux composés et

leurs sources étant listés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Structure, nom d’usage, nom complet et source des différents stérols en milieu estuarien. 1 :
Volkman (1986), 2 : Volkman et al. (1998), 3 : Jaffé et al. (2001), 4 : Phlips and Badylak (1996), 5 :

Volkman et al. (1993), 6 : Leeming et al. (1994), 7 : Bull et al. (2002), 8 : Murtaugh et Bunch (1967).

Structure Nom Nom complet Source

C27A° S5a-cholestanol S5a-cholestanol Dégradation du cholestérol®
C27A° Coprostanol 5B-cholestan-3B-ol Fécal humain®

C27A° Epicoprostanol 5B-cholestan-3a-ol Fécal humain’

C27N° Cholestérol cholest-5-en-33-ol Ubiquiste/zooplancton?
C28A° Campestanol 24-methyl-5a-cholestanol Dégradation des stérols C282
C28A° Campestérol 24-methylcholesta-5-en-3B-ol Végétaux supérieurs?
C28A0% 24-methylcholesta-22-en-3B-ol Diatomées?

280522 Brassicastérol ~ 24-methylcholesta-5,22-dien-3B-ol Diatomées, algues?

C28NA>24(28) 24-methylcholesta-5,24(28)-dien-3p- Diatomées*?
ol
C29A° Stigmastanol 24-ethylcholestanol Dégradation des stérols Cys®
C29A° Sitostérol 24-éthylcholest-5-en-33-ol Végétaux supérieurs?/herbes
marines®
C29A>%2 Stigmastérol 24-ethylcholest-5,22-dien-3B-ol Végétaux supérieurs?
C30A° 4a,23,24-trimethyl-5a(H)-cholestan- Diatomées’®
3B-ol
C30A%% Dinostérol 4a,23,24-trimethyl-5a(H)-cholest- Dinoflagélées’*/Diatomées®
22(E)-en-3pB-ol
Cc30'A%* 4a-methyl-24-ethyl-5a(H)-cholest- Diatomées?

22(E)-en-3B-ol

De nombreux rapports sont également calculés a partir des stérols. lls permettent de mieux

définir les sources et I'état de dégradation de la MO.

Par analogie aux molécules aliphatiques, il est possible de calculer un TAR a partir des stérols.
Il s’agit du rapport des phytostérols (notamment le campestérol, le stigmastérol et sitostérol)
sur les stérols aquatiques (cholestérol, brassicastérol, dinostérol etc...). La liste détaillée des

stérols et de leurs sources est fournie dans le paragraphe 1.2.3.

Le rapport des stérols sur les 5a-stanols diminue également lors de la dégradation

microbienne des stérols en 5a-stanols (Ogura and Hanya, 1973; Gaskell and Eglinton, 1976).
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Enfin, de nombreux rapports de stérols et stanols permettent d’estimer les sources et la
guantité de MO fécale dans I'environnement (Derrien et al.,, 2017). Pour les milieux
anthropisés, un rapport de stanols a été utilisé pour estimer 'apport de MO fécale humaine
dans les environnements basé sur la dégradation du cholestérol en coprostanol dans les
intestins humains (Bull et al., 2002). Lorsque ce rapport est supérieur a 0,7, il est considéré

gue le milieu subit une contamination fécale.

Coprostanol+Epicoprostanol
R = P pleop (Eq. 10)

Coprostanol+Epicoprostanol+5a—Cholestanol

c. Les alkyl tetraéthers de glycérol

Les alkyl tetraéthers de glycérol (ou GDGT en anglais) sont des molécules synthétisées par les
organismes procaryotes. Ces lipides sont présents dans les membranes plasmiques des
archées et de certaines bactéries encore non identifiées a ce jour (Schouten et al., 2013). Les
tetraéthers sont constitués de deux chaines alkyles liés a deux groupements glycérol par des
liaisons éther. Les chaines alkyles peuvent étre acycliques ou contenir un ou plusieurs cycles
pentanes. Les tetraéthers d’origine archéenne se différencient des composés d’origine
bactérienne par la nature de leurs chaines carbonées, isopréniques pour les archées et
ramifiées pour les bactéries (Schouten et al., 2013). Ces derniers sont analysés en
chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse

(HPLC/MS).

-61 -



Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

Tetraéthers ramifiés

br GDGT VIla ncEWL 1050

m/z obml L0ss

"o br GDGT VIIb SCECK sy
iso GDGT 1 .[‘19\/\/\/\/\/\(\/\/\/’\/\/k/\)\/\/K/sJ 1302

Tetraéthers isopréniques

iso GDGT I kml 1300 br GDGT Vllc -O—E‘OW'L- 1046

iso GDGT T tml os  br GDGT VIIIa _EWL 1036

iso GDGT IV Em 1o brGDGT VIIlb WL 1034

- o m 1032
iso GDGT V t% brGDGTVIIe  Bocoocl O L.
M;L 1294

iso GDGT VI
*+Vr) %;L 1202 br GDGT IXb bW L 1020

br GDGT IXc '°hWL 1018

br GDGT IXa _ bmi 1022

Figure 24 : Structure et masse des tetraéthers d’origine archéenne (chaines isopréniques) et bactérienne
(chaines ramifiées).

Comme indiqué au-dessus, les microorganismes sont capables de modifier la structure de
leurs lipides membranaires en réponse a des changements des conditions environnementales.
En milieu aquatique, il a ainsi été démontré que l'abondance relative des différents
tetraéthers d’archées était corrélé avec la température a la surface de I’eau (Schouten et al.,
2002). De méme, dans les milieux continentaux (sols et lacs), le degré de méthylation et de
cyclisation des tetraéthers bactériens est corrélé a la température de I'air et au pH (e.g.
Weijers et al., 2007 ; Russel et al., 2018). Les tetraéthers sont largement utilisés dans le cadre
de reconstructions paléoclimatiques en milieux océaniques et continentaux (Schouten et al.,

2013 et références incluses).

En milieu aquatique, les tetraéthers en milieu estuarien peuvent également servir a estimer
I’apport de MO terrigéne via I'utilisation de I'indice BIT (Branched and Isoprenoid Tetraethers ;
Hopmans et al.,, 2004). Cet indice est défini comme le rapport des tetraéthers ramifiés
bactériens, supposés comme provenant majoritairement des sols, et du crenarcheol, un
tetraéther archéen considéré comme étant principalement produit en milieu aquatique (Eqg.
11 ; Hopmans et al., 2004). Dans les sols ce rapport est supérieur a 0,9, alors qu’en milieu
marin, il est proche de 0. Une augmentation du BIT serait liée a des apports terrigénes plus

importants en milieu aquatique. Cependant, cet indice doit étre interprété avec précaution,
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car contrairement a I'hypothése émise initialement, les tetraéthers bactériens peuvent étre
produits de maniere abondante en milieu aquatique. Il en est de méme pour les tetraéthers

archéens dans les sols.

IXa+VIIla+VIiia
BIT = (Eq. 11)
IXa+VIIla+VIIa+VI

Comme précisé ci-dessus, Le BIT permet de mesurer I'abondance des tétraéthers bactériens
par rapport au crenarchaeol. La valeur de cet indice est d’environ 1 en amont des estuaires,
puis diminue progressivement avec la salinité pour atteindre 0,5 (Strong et al., 2012; Wu et
al., 2014). Toutefois, le crenarchaeol, lipide produit spécifiquement par les Thaumarchées,
peut également refléter un apport de MO anthropique dans les sédiments estuariens. Ceci
serait lié¢ a une augmentation de l'activité des Thaumarchées (archées oxydatrices de
I'ammonium) suite a un apport important composés azotés rejetés dans le milieu aquatique

par les stations d’épuration (Lopes dos Santos and Vane, 2016).

Au final, I'utilisation de plusieurs familles de biomarqueurs lipidiques permet d’obtenir des

informations complémentaires sur les sources de la MO dans les estuaires.

1.5.3 Les macromolécules

La MO est également composée de macromolécules produites par les organismes vivants.

a. Lalignine

La lignine fait partie des macromolécules les plus abondantes sur Terre. Elles sont localisées
dans la paroi des cellules des végétaux terrestres. La structure de cette macromolécule n’est
pas unique, et peut varier d’'une espece a l'autre (Clifford et al., 1995). Elle n’est pas encore
connue entierement, a cause de sa tres grande complexité et de sa variabilité de composition.
Les structures de lignine connues sont le résultat de modeles statistiques. Adler (1977) a

proposé un modele pour la lignine des tissus des végétaux (Figure 25).
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Figure 25 : Structure chimique de la lignine, d’apres Adler (1977).

Elle se compose d’unités methoxyphénol reliées entre elles par des liaisons éther (C-O-C), qui
rendent la lignine tres résistante a la dégradation. Elle est formée a partir de 3 précurseurs,
I'alcool p-coumaryl, I'acool coniferyl et I'alcool sinapyl, a la base des 3 unités principales qui
structurent la lignine : les unités P ou p-hydroxyphenyl, les unités G ou guaiacyl et les unités S
ou syringyl (Figure 26). Bien que la lignine soit trés résistante a la dégradation, certains micro-
organismes sont capables de la dégrader, notamment les champignons du genre
Basidiomycotina, Ascomycotina, ou Deuteromycotina ou certaines bactéries (Actinomycetes

et Myxobacteria), de facon plus limitée (Tuomela et al., 2000).

P G S

OH OH OH

OH OH OH

Figure 26 : De gauche a droite, structure des unités P (alcool p-courmaryl), G (alcool coniferyl) et S
(alcool synapyl).
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La lignine est peu abondante dans la MOD (< 5%; (Harvey and Mannino, 2001). Sa
concentration est cependant plus importante dans les zones amont et dans le bouchon
vaseux, en lien avec la remise en suspension des sédiments dans I'estuaire du Delaware
(Harvey and Mannino, 2001). Il a pu étre montré que le transfert de la lignine des sols jusque
dans la phase dissoute des rivieres implique une dégradation de ce biopolymére, conduisant
a la libération d’unités plus oxydées et donc plus hydrophiles et de plus petite taille (Huang et
al., 1998). Dans I'estuaire du Ems-Dollart (Pays-Bas et Allemagne), la MOD est ainsi enrichie
en formes acides de la lignine par rapport aux formes aldéhydes. Cette plus forte dégradation
de la lignine dans la phase dissoute et sa plus grande affinité avec les phases solides explique
les faibles concentrations de ce polymére dans la phase dissoute, a I'inverse de la phase

particulaire et dans le sédiment (Canuel and Hardison, 2016).

L'abondance relative des unités P, G et S varie en fonction des sources de la lignine. Ainsi, le
bois dur et les bois tendre des gymnospermes sont principalement dominés par les unités G
et P alors que le bois dur des angiospermes est lui dominé par les unités G et S, les tissus des

angiospermes contenant quant a eux les trois unités (Hedges and Ertel, 1982).

Chaque unité differe également par sa résistance a la dégradation. Les unités S sont ainsi plus
dégradables que les unités G qui sont elles-mémes plus dégradables que les unités P (Huang
et al., 1998). Lors de la dégradation de la lignine, les unités sont oxydées et la chaine latérale
raccourcie (Huang et al.,, 1998). Les unités se transforment en aldéhydes puis acides
carboxyliques. Ainsi, I'unité G s’oxyde en vanilline puis acide vanillique. Afin d’estimer le degré
de dégradation de la lignine, un rapport acide sur aldéhyde des unités G (Ad/Al) a été proposé
par (Hedges et al., 1988). Ce rapport augmente avec la dégradation de la lignine. Les mesures
du rapports Ad/Al de la MOD et de la MOP de nombreuses riviéres aux Etats-Unis a permis de
montrer des valeurs plus fortes pour la MOD (Onstad et al., 2000). La lignine semble donc étre
bien plus dégradée dans la phase dissoute que dans la phase particulaire. La lignine de la MOD
des rivieres présente également un rapport Ad/Al supérieur a celui des sols adjacents, ce qui

témoigne d’une oxydation de la lignine afin de la solubiliser (Huang et al., 1998).

La lignine se dose apres dépolymérisation oxydative sous forme de LDP (pour lignin-derived
phenol). Pour cela, la lignine est oxydée par CuO a haute température (170°C), puis le résidu

est extrait a I'acétate d’éthyle. Les monomeres ainsi obtenus sont ensuite silylés et analysés
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par chromatographie gazeuse couplée a un détecteur a ionisation de flamme (Hedges and

Ertel, 1982; Benner and Opsahl, 2001).

Lors de la thermochimiolyse, la lignine forme de nombreux produits dont la structure differe
selon le type de monomere : 4-méthoxybenzenes pour les unités P, 1,2-diméthoxybenzénes

pour les unités G et 1,2,3-triméthoxybenzénes pour les unités S (Figure 26).

b. La cutine

La cutine est un biopolyester d’hydroxyacides (Figure 27). Elle sert a la protection des parties
aériennes des végétaux supérieurs (Kolattukudy, 1980; Kolattukudy, 1984). Ses monomeres
sont des hydroxyacides a chaines aliphatiques a 16 et 18 atomes de carbone, principalement
I’acide 10,16-dihydroxy palmitique (Kolattukudy, 1981), et des hydroxyacides avec les groupes
OH en milieu de chaine (Espelie et al., 1979; Espelie et al., 1980). La nature des liaisons entre
monomeres (esters au lieu d’éthers) rend ce biopolymére plus sensible a la dégradation que

la lignine (Opsahl and Benner, 1995).

OH

OH

o L PN NP
HO OH
o
H
oH
o
W\/W\AOH
0
o o
o
o OH
0
oH
0
OH
HO 0
0 o

s \H*

Figure 27 : Structures possibles de la cutine, d’apres Fich et al. (2016).
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Les produits de thermochimiolyse de la cutine sont des composés aliphatiques a longueur de
chaine moyenne (16 et 18 atomes de carbone), notamment |'acide gras en Cis, mais

également des di- et trihydroxyacides en Ci6 et Cis (del Rio and Hatcher, 1998).

c. La subérine

La subérine est également un biopolyester de monomeéres aliphatiques mais les chaines sont
plus longues que celles de la cutine (Ci6 a C24). Elle se compose de w-hydroxyacides et de a,w-
diacides et contient aussi des molécules aromatiques (Figure 28). Ce biopolymeére sert
notamment a la protection des parties souterraines des végétaux (Kolattukudy, 1978), mais

est également présente dans I’écorce des arbres.
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Figure 28 : Structure chimique de la subérine, d’apres Bernards (2002). Les liaisons S montrent des
liaisons avec d’autres unités de la lignine.

Lors de la thermochimiolyse, la subérine libére des acides gras, des w-hydroxyacides et des

o,w-diacides a longues chaines, notamment a 22 et 24 carbones (del Rio and Hatcher, 1998).
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d. Les substances humiques

Les substances humiques sont des macromolécules présumées de la MO des sols et des
systémes aquatiques. Ces derniéres seraient produites lors de la dégradation de la MO par un
processus d’humification de cette derniéere, c’est-a-dire une condensation des petites
molécules en une structure macromoléculaire. Les substances humiques sont le résultat d’'une

extraction de la MO :

- Dans un premier temps, I'échantillon est extrait a la soude (pH > 13). Le résidu

d’extraction est appelé I’lhumine.

- Lextrait est ensuite acidifié, un précipité va alors se produire : ce sont les substances

humiques. La fraction toujours soluble est composée d’acides fulviques.

Cependant, ce protocole d’extraction modifie fortement les propriétés de la MO (e.g.
enrichissement en composés aromatiques) et ne semble donc ne pas correspondre a une
réalité géochimique (Lehmann and Kleber, 2015). De plus, le processus d’humification est
remis en cause, notamment par un continuum de dégradation : lors de la dégradation de la
MO, la taille des molécules et des macromolécules va diminuer jusqu’a la formation de CO,,

sans recomplexation en substances humiques (Lehmann and Kleber, 2015).

1.6 Syntheése sur la dynamique de la MO dans les estuaires

1.6.1 Les sources de la MO en milieu estuarien

Les propriétés de la MO (composition, dégradabilité) en milieu aquatique dépendent des
organismes qui la produisent. En milieu estuarien, la MO peut avoir de multiples sources :
érosion de sols, production in situ dans la riviere/I’estuaire/la zone cétiére, apports marins et
anthropiques. Contraindre I'origine de la MO en milieu estuarien est complexe (Bauer and

Bianchi, 2011).
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Figure 29 : Cycle simplifi¢ du carbone, du milieu continental vers le milieu océanique et sources
possibles de la MO en milieu estuarien. D’apres Bauer and Bianchi (2011).

Dans les estuaires, la MO peut provenir de trois grands réservoirs : la riviere, I'estuaire lui-

méme et la zone cotiere (Figure 29).

Dans les rivieres, la MOD et la MOP proviennent majoritairement des sols et de la végétation
(Bauer and Bianchi, 2011; Bianchi and Bauer, 2011). Toutefois, la MO des riviéres n’est pas
uniguement composée de MO terrigene provenant des sols, elle est également composée de
matériel provenant d’algues d’eau douce, notamment des diatomées (Bianchi et al., 2004;

Bianchi and Bauer, 2011).

La MO produite au sein méme de |’estuaire (et non apportée par la mer ou la riviere) provient
des organismes aquatiques comme les algues (et notamment le phytoplancton) et les plantes

vasculaires de |’estuaire (Bauer and Bianchi, 2011).

Enfin, la derniére source naturelle de MO dans les estuaires est la MO de la zone cétiere qui
pénetre périodiquement dans I'estuaire lors des cycles de marée. Cette derniére n’est pas
purement océanique, mais correspond a un mélange de MO océanique provenant des

courants profonds, de matériel récent produit en surface des océans, de production primaire
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e la zone cétiére, mais également de rovenant de la riviere et de I'estuaire qui es
de | t I t de MO t de | t de l'est t

arrivée dans la zone cotiére (Bauer and Bianchi, 2011).

La source anthropique doit également étre considérée, la MO pouvant provenir de stations
d’épuration, du trafic maritime et fluvial, mais également de I'atmosphere et du ruissellement

dans les zones urbaines.

Au sein de ce manuscrit, 3 grandes sources de la MO seront traitées :

- La MO terrigene, produite dans les sols et par les végétaux terrestres

- La MO aquatique produite in situ dans la colonne d’eau

- La MO anthropique, issue des activités humaines

1.6.2 Transformation de la MO dans les estuaires

Plusieurs facteurs favorisent la dégradation de la MO dans les estuaires :

- La forte production primaire, fournissant de la MO labile aux organismes
hétérotrophes, ou I'apport de MO labile et de nutriments depuis la zone cétiere.
- Une colonne d’eau peu profonde, laissant passer la lumiére et permettant la mise en
place de réactions photochimiques.
- Un apport de nutriments et de MOD depuis le continent, favorisant une productivité
plus importante.
Toutefois, la transformation de la MO a lieu préférentiellement dans certaines zones des
estuaires. Le bouchon vaseux est ainsi généralement le siege d’une intense transformation de
la MO (Abril et al. 1999), liée a la quantité importante de particules en suspension dans I'eau.
La dégradation de la MO est en effet favorisée par 'augmentation de la surface spécifique des
particules au contact de I'eau dans le bouchon vaseux (Canuel and Hardison, 2016). De plus,
les oscillations des cycles dépdt et re-suspensions associés a des variations des conditions
oxiques et anoxiques peut entrainer des changements des équilibres MOD-MOP et ainsi en
modifier la composition et sa dégradabilité (Keil et al., 1997; Hedges and Keil, 1999; Abril et
al., 2000; Komada and Reimers, 2001).
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La suite de ce paragraphe s’intéressera aux divers processus altérants et transformant la MO
dans les estuaires: la dégradation microbienne, la photochimie ainsi que les processus
d’échanges abiotiques entre les différentes formes de la MO (ce dernier point est abordé en

détails dans le paragraphe 1.2.1).

a. La dégradation microbienne

Les microorganismes sont essentiels a la dégradation de la MO dans les estuaires (Bauer and
Bianchi, 2011). La diversité microbienne y est élevée (Valencia et al., 2003) et varie en fonction
de la salinité (Yokokawa et al., 2004). La nature et |’activité des microorganismes dépendent
de la qualité et de la quantité de MOD (Kirchman et al., 2004). Les microorganismes dégradent
préférentiellement la MO riche en composés labiles (i.e. sucres et protéines) par rapport a
celle enrichie en lignine, plus récalcitrante (Prahl et al. 1992). La MOD et la MOP se dégradent
suivant deux boucles de dégradation distinctes : la MOD rentre dans la chaine alimentaire des
microorganismes, alors que la MOP fait partie intégrante de la chaine alimentaire des

herbivores et des brouteurs (Bauer and Bianchi, 2011).

La MOD peut étre divisée en deux sous-ensembles basé sur les seuils de coupures des
membranes utilisées en ultrafiltration : 'un correspondant aux composés de faible poids
moléculaire (< 1 kDa) et I'autre correspondant aux composés de relativement plus haut poids
moléculaire (> 1 kDa). Chacun de ces sous-ensembles est composé d’une fraction labile et
d’une fraction réfractaire. La MOD de plus grande taille est souvent plus biodisponible, alors
gue la MOD de petite taille est plus réfractaire, probablement en raison d’un recyclage plus
important (Amon et Benner, 1996a et 1996b). Cependant, en milieu estuarien, la MOD est
enrichie en composés lignocellulosiques provenant de la riviere en comparaison avec la MOD
marine. La MOD de haut poids moléculaire est par conséquent plus agée et plus réfractaire
gue la MOD des autres écosystémes aquatiques (Guo et Santschi, 2000). La proportion de
MOD labile dans les estuaires est a I'inverse limitée (de I'ordre de 30%) et I'utilisation de la
MOD par les bactéries est plus faible que dans les lacs et les océans (de Giorgio et Davis 2003).
Méme si les estuaires constituent des sources de CO; atmosphérique, ils présentent
également une tres forte productivité primaire, la plus forte des environnements aquatiques
d’eau douce et salée (Smith et Hollibaugh 1993), inférieure toutefois a I'activité hétérotrophe

et donc suffisante pour nourrir les microorganismes.
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On distingue 3 étapes dans la dégradation de la MOP (Figure 30): la lixiviation puis la
décomposition et enfin la dégradation de la MOP réfractaire (Bianchi and Bauer, 2011). La
lixiviation de la MOP va entrainer la formation de MOD labile de faible poids moléculaire
(carbohydrates, acides aminés et lipides), entrant ensuite dans la boucle de dégradation
microbienne (Dustan et al., 1992 ; Harvey et al., 1995). Ensuite, la MOP va étre décomposée
par colonisation des microorganismes qui vont dégrader les composés organiques,
principalement labiles, et enrichir la MOP en composés plus réfractaires (Darnel 1967 ; Tenore
et al., 1982). Toutefois, les bactéries attachées aux particules sont plus actives (Griffith et al.,
1994) que celles qui sont libres, et elles permettent une dégradation plus importante de la
MOP réfractaire (Bianchi and Bauer, 2011). Enfin, la dégradation de la MOP se poursuit par
des protozoaires (Caron 1987, Biddanda et Pomeroy 1988) qui modifient les propriétés de la
MOP, mais également les communautés microbiennes qui y sont associées. Certaines especes
d’invertébrés sont également capables de digérer la MOP réfractaire issue des plantes (Slim

et al., 1997).

b. La photochimie

Dans les eaux estuariennes, les processus photochimiques jouent un réle majeur, notamment
en raison de la bonne pénétration de la lumiére, et du temps de résidence élevé (jusqu’a
plusieurs dizaines de jours) de I'eau et par conséquent, de la MO. Trois processus de
photodégradation majeurs ont lieu dans les estuaires : la photodégradation abiotique de Ia
MOD en CO; et en CO, la photo-dissolution de la MOP en MOD et enfin, la photodégradation

de la MOD en MOD de faible poids moléculaire, labile et dégradée par les microorganismes.

Parmi les constituants de la MO, les molécules aromatiques sont les plus photodégradables.
Ces dernieres sont plus abondantes dans la MO terrigene. Leurs produits de dégradation sont
plus labiles que les molécules sources, ce qui va induire une augmentation de leur potentiel

de dégradation par les microorganismes (Zhu et al., 2017b; Zhu et al., 2017a).

Au final, les réactions photochimiques altérent la composition et la structure de la MOD de 3

fagons:

- Eniinitiant des réactions redox qui augmentent le degré d’oxydation de la MOD
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- En brisant les macromolécules en molécules de plus petite taille

- Eninitiant des réactions de polymérisation

Les modifications structurales de la MO varient en fonction de la zone de I’estuaire considérée.
Ainsi, dans les zones amont, ol la MO dérive principalement des sols, la photodégradation de
la MO terrigene domine, libérant un substrat plus biodégradable par les bactéries. A I'inverse,
dans la partie aval des estuaires, la polymérisation de la MOD algale combinée a une oxydation

tres importante de la MOD terrestre, produisent une MOD plus réfractaire.

La photodégradation peut également induire une augmentation de la production primaire par

destruction des molécules photosensibles en molécules plus labiles (Stedmon et al., 2007).

La MOD peut étre transformée en carbone inorganique par voie photochimique, mais
également en MOD de faible poids moléculaire, riche en fonctions carbonyles (comme des
aldéhydes ou des cétones) et acides. Cette derniére constitue un bon substrat pour les
bactéries et augmente le recyclage de la MOD dans les estuaires (Moran et al., 2000). (Moran
et al., 2000) ont mesuré une perte de plus de 30% du COD, de plus de 50% de la MOD
chromophorique et de 55% de la MOD fluorescente aprés une longue irradiation
d’échantillons estuariens. Ces auteurs ont noté une perte plus importante de la MOD
chromophorique réagissant au rayonnement UV que celle réagissant a la lumiéere visible avec
une perte proportionnelle a la durée d’exposition. Les analyses en fluorescence
tridimensionnelle ont montré que la MOD terrigéne était la plus sujette a la photodégradation

(Moran et al., 2000).

L’ensemble des processus transformant la MO dans les estuaires est schématisé dans la Figure

30.
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Figure 30 : Schéma des différents processus de dégradation de la MOD et de la MOP dans I’estuaire.
Les proportions de MO refractaire et labile ne refletent pas la réalitée.
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1.7 Lesite d’étude : la Seine

1.7.1 Le bassin versant de la Seine

La Seine est un des principaux fleuves francais — le 2¢™¢ plus long de France métropolitaine
derriere la Loire. Elle parcourt un trajet d’environ 777 km depuis sa source, dans le village de
Source-Seine sur le Plateau de Langres (Cote d’Or) jusqu’a son embouchure dans la Manche,
au Havre (Seine Maritime ; Figure 31). La Seine s’écoule suivant une orientation générale
Nord-Ouest. Les principaux affluents de la Seine sont I'Qise, la Marne, I’'Yonne et I'Eure. Son
bassin versant — le 4™ plus grand de France —a une superficie d’environ 78600 km?, soit 12%
de la surface totale du pays. Son débit est relativement faible, d’environ 436 m3/s avec des
périodes de crues en hiver (débit moyen entre 700 et 800 m3/s) et des périodes d’étiage en

été (débits moyens de 250 m3/s).
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Figure 31 : Carte du bassin versant de la Seine, ses affluents et villes principales.

Le bassin versant de la Seine occupe une grande partie du bassin parisien. Il se compose
majoritairement de terrains sédimentaires du mésozoique avec les formations crayeuses du
Crétacé supérieur (100 — 66 Ma), les sables argileux du Crétacé inférieur (145 — 100 Ma) ainsi
que les calcaires du Jurassique, notamment ceux du Kimméridgien (157 — 152 Ma), de
I’Oxfordien (163 — 157 Ma) et du Dogger (175 — 161 Ma). Ces formations mésozoiques sont en
partie recouvertes en leur centre par des formations du Cénozoique, notamment de
I'Oligocéne (34 — 23 Ma) et de I'Eocéne (56 — 34 Ma). Le socle de ces couches sédimentaires
affleure peu dans le bassin de la Seine, mis a part dans le Morvan (région Bourgogne Franche

Comté), le Cotentin (Normandie) et le sud de Bessin (Calvados ; Figure 32).

Le bassin de la Seine compte 6 principales nappes d’eau souterraine superposées : (1) les

nappes alluviales du Quaternaire, (2) la nappe de la Beauce dans les couches de I'Oligocene,

-75-



Chapitre 1 : La matiere organique dans les estuaires

(3) la nappe de I'Eocéne moyen, (4) la nappe de I'Eocéne inférieur, (5) la nappe de la craie, et

(6) la nappe de I’Albien (source DRIEE fle de France).

Le bassin de la Seine présente 3 climats différents : océanique, océanique dégradé et semi-
continental. Il pleut en moyenne 720 mm tous les ans sur I'ensemble du bassin, mais les
précipitations sont variables, entre 550 mm/an sur la Beauce et 1400 mm/an sur les bordures
Est et Quest du bassin versant. Les températures minimales moyennes sont généralement
comprises entre 3 et 5°C et les températures maximales moyennes sont comprises entre 18
et 21°C. Les températures moyennes annuelles varient entre 10 et 12,5°C, avec des écarts
saisonniers plus marqués au Nord et a I'Est du bassin versant, et des écarts plus faibles autour

de la Manche (source : infoclimat.fr)

t

N

Figure 32 : Carte géologique simplifiée du bassin versant de la Seine-Normandie, source BRGM.

1.7.2 La Seine et son estuaire

Le bassin de la Seine concentre également de nombreuses activités. En effet, les 2/3 de sa
superficie sont agricoles, ce qui induit un fort apport en nitrates dans le fleuve, avec des
quantités supérieures a 25 mg /L (Viennot et al., 2009). La Seine traverse également de
nombreuses agglomérations, dont Troyes, Paris, Rouen et Le Havre. Ces derniéres font du

bassin versant de la Seine le plus peuplé de France avec 18,3 Mhab (soit environ 30% de la
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population francaise) dont 11,8 Mhab en lle-de-France. 2000 km? sont recouverts par des
tissus urbains continus. Ces nombreuses villes vont conduire a des rejets importants des
stations d’épuration — au nombre de 2500 sur le bassin — dans la Seine. La densité de
population élevée du bassin de la Seine, les fortes activités agricoles et industrielles
(respectivement 30 et 40% des activités totales pays) et le trafic fluvial soutenu (50% du trafic
francais) font de la Seine un des fleuves les plus pollués de France, avec notamment des
concentrations élevées en polluants organiques et en nutriments. Néanmoins, ces teneurs en
nutriments et en métaux tendent a diminuer ces derniéres années (Billen et al., 2007; GIP
Seine-Aval, 2008a; GIP Seine-Aval, 2008e; GIP Seine-Aval, 2008d; GIP Seine-Aval, 2008c;
Thevenot et al., 2009; GIP Seine-Aval, 2014).

L’estuaire de Seine a une longueur de 160 km et débute au barrage de Poses qui bloque la
marée, a environ 200 km de Paris (Figure 33). C'est un estuaire macrotidal qui peut se
découper en 3 grandes zones en fonction de la salinité : la zone amont ou fluviale entre Poses
et Vieux-Port, ou I'eau est douce (milieu limnique : salinité < 0,5) ; I'estuaire moyen entre
Vieux-Port en Honfleur qui est la zone de mélange des eaux douces et de I'eau de mer ; et
I’estuaire aval ou marin, de Honfleur a la baie de Seine ou les eaux sont salées (milieu
majoritairement euhalin, salinité > 30). Lors des marées, un volume tres important d’eau de
mer rentre dans I’estuaire, estimé entre 100 et 150 Mm?3 d’eau salé suivant le coefficient de
marée (Le Hir et al., 2001). Cet important battement des eaux induit un temps de
renouvellement des eaux douces amont important, notamment en période d’étiage. Ainsi,
lors des périodes d’étiage, les eaux douces mettent environ 25 jours a rejoindre la baie de
Seine, tandis que, lors des périodes de crues, seuls 3 jours sont nécessaires a I’eau pour arriver

dans la mer (Lemoine, 2015).

Dans I'estuaire moyen, la salinité est tres variable suivant la position dans I'estuaire et la
position dans le cycle de marée, passant d’une salinité limnique (salinité < 0,5) a oligohaline
(salinité 0,5-5), puis mésohaline (salinité 5-18), et polyhaline (salinité 18-30) voire méme
euhaline (salinité > 30). C'est également dans cette zone que se trouve le bouchon vaseux de

I’estuaire de Seine, notamment entre Tancarville et Fatouville, voire jusqu’a Honfleur.
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Le bouchon vaseux de I'estuaire de Seine a une masse de matieres en suspension estimée
entre 200 000 et 350 000 t (Verney et al., 2012; Artelia, 2014). Sa position est localisée au
niveau de Honfleur en période de basse mer, et entre Fatouville et Tancarville en période de
pleine mer. Cette position est également fonction du débit. En effet, plus le débit de la Seine
est important, plus le bouchon vaseux est expulsé vers I’aval, voire méme dans la baie de Seine
en cas de crue majeure (Lemoine, 2015). Depuis 50 ans et les grands aménagements effectués

sur 'estuaire de Seine, la concentration totale en MES dans |'estuaire de Seine tend a

diminuer, avec un bouchon vaseux plus en aval (Lemoine, 2015).

Honfleur

Estuaire de Seine

Eau salée Eau saumatre Eau douce

1
Bouchon vaseux

Figure 33 : Carte de ’estuaire de Seine, et localisation des différentes sous-parties. Les zones grises
représentent les aires urbaines.

La zone amont de I'estuaire peut se subdiviser en deux sous-zones : avant et apres Rouen.
Ainsi, de Poses a Rouen le marnage est faible (2,5 m maximum en vives-eaux), la profondeur
d’eau est garantie a 4 m pour permettre la navigation des bateaux. Les trois quarts des berges
de cette zone sont toujours naturelles, et beaucoup de vasieres et marais sont observés. Cette
sous-zone a principalement un usage récréatif. A I'inverse, de Rouen a Vieux-Port le marnage
est plus important (5,5 m maximum a Vieux-Port), le chenal est plus profond et soumis a un
dragage régulier pour permettre le trafic portuaire. Enfin, cette zone est plus industrialisée et

les habitats écologiques sont morcelés (GIP Seine-Aval, 2011b).

L’estuaire moyen se caractérise par un marnage beaucoup plus important (7,2 m a Honfleur),

mais également par un évasement de plus en plus large de I'estuaire vers I'aval. Cette zone se
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caractérise également par un nombre important de vasieres et de zones intertidales (GIP

Seine-Aval, 2011b).

L’estuaire aval se caractérise par un fonctionnement dominé par la mer, bien que I'impact de
la Seine amont soit toujours présent. Le marnage est encore plus élevé que dans les autres

parties de I'estuaire, jusqu’a 8 m au Havre (GIP Seine-Aval, 2011b).

La morphologie de |'estuaire de Seine a fortement évolué au cours des derniers siécles. Ainsi,
en 1750, I'estuaire était bien plus évasé, et contenait de nombreux iles et bancs de sable,
notamment dans la partie aval (GIP Seine-Aval, 2011a). De nos jours, I'estuaire est tres
chenalisé afin de permettre le passage de nombreux bateaux. De plus, 60% de la surface en

eau et 80% des iles ont disparu de I'estuaire de Seine depuis 1750 (Foussard et al., 2010).

1.7.3 Laflore de I’estuaire de Seine

La végétation le long de l'estuaire de Seine peut étre classée en 4 grands systémes

écologiques (GIP Seine-Aval, 2016) :

- Le systéme hygrophile (qui préfére les zones humides) des eaux douces est présent
entre Poses et Vieux-Port. Il se caractérise par une végétation relictuelle, appauvrie et

nitrophile.

- Le systéme estuarien des eaux saumatres qui est présent dans I'embouchure et dont
la répartition des especes est fonction de la salinité avec de nombreuses espéeces

halophiles.

- Le systeme alluvial minéral est présent tout le long du lit majeur de la Seine. Il se

compose principalement de marais alimentés par la nappe.

- Le systéeme alluvial tourbeux se caractérise par la présence de tourbiéres, notamment

dans les bras ou les méandres morts de la Seine.

L’estuaire de Seine se caractérise aussi par de nombreux blooms phytoplanctoniques,
notamment pendant I’été (GIP Seine-Aval, 2008b). Le nombre de ces blooms augmente depuis
la fin des années 1990. lIs sont fortement dominés par les diatomées et dans une moindre

mesure, par des dinoflagellés. Au total, 40 taxons de diatomées et 13 de dinoflagellés ont été
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détectés dans I'estuaire de Seine. De plus, la production primaire phytoplanctonique est de

plus en plus importante I'été et vers I'aval (Claquin et al., 2018).

1.7.4 La contamination chimique dans I’estuaire de Seine

La forte contamination anthropique dans la Seine peut transiter dans I'estuaire mais aussi

jusqu’a l'océan.

L'apport en nutriments a fortement augmenté a partir des années 1950 jusqu’aux années
1990, ou I'apport en phosphore a fortement diminué (de 310 kg/km?/an en 1990 a environ 50
kg/km?/an de nos jours) et a permis de diminuer significativement le risque d’eutrophisation
dans l'estuaire de Seine (Billen et al., 2007; Garnier et al., 2018). Cependant, les teneurs en
azote dans 'estuaire restent toujours élevées. Les flux d’azote et de silice sont proches, avec
des valeurs moyennes comprises entre 1000 et 1500 kg/km?2/an, méme si des maxima
supérieurs a 2000 kg/km?/an ont été observés certaines années (Billen et al., 2007; Garnier et
al., 2018). Les flux de phosphore sont quant a eux plus faibles d’'un ordre de grandeur (Billen

et al., 2007; Garnier et al., 2018).

Les composés pharmaceutiques présents dans [|‘estuaire de Seine proviennent
majoritairement de I'amont (15 kg/j a Poses) alors que les stations d’épuration internes a
I’estuaire n’en rejettent que quelques centaines de grammes tous les jours. La concentration
totale en composés pharmaceutiques reste faible dans I'estuaire de Seine (< 1 pg/L) et est
maximale en amont de Rouen, puis diminue le long de I'estuaire par dégradation et dilution

avec les eaux marines (Budzinski et al., 2012).

Tout comme la contamination pharmaceutique, les contaminations métalliques, en HAP et
pesticides proviennent principalement de I'amont. Toutefois, 'apport en HAP intra-estuarien
reste non négligeable, principalement par ruissellement dans les zones urbaines qui sont
soumises aux retombées atmosphériques de HAP causées principalement par le chauffage et

les véhicules (GIP Seine-Aval, 2008e; GIP Seine-Aval, 2008c; GIP Seine-Aval, 2008d).
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1.7.5 La MO de l'estuaire de Seine

La MO de I'estuaire n’a été que peu caractérisée a ce jour, et ce principalement au niveau
global. Il a été montré que le rapport C/N de la MOP est compris entre 6 et 10, ce qui semble
témoigner d’une source majoritairement autochtone de la MOP (Savoye et al., 2003). La
teneur en MOP (4-5%) de I'estuaire de Seine est bien plus importante que celle des autres
estuaires (Garnier et al., 2008). La quasi-totalité de la MOD qui transite dans I’estuaire de Seine
jusqu’a I'océan est sous forme réfractaire (i.e. non biodégradable) a I'inverse de la MOP qui
est composée d’'un mélange de MO réfractaire et de MO biodégradable (Garnier et al., 2008).
Enfin, 'analyse de la MOD fluorescente le long de I’estuaire de Seine a montré : (i) une dilution
de la MOD fluorescente vers I'aval ; (ii) une proportion plus importante de MOD aquatique a
I'aval ; (iii) une forte variabilité saisonniere avec une MOD plus terrigene en hiver (Vacher,

2004).

1.7.6 Les programmes de recherches sur la Seine

La Seine est trés étudiée au sein de grand programmes de recherche francais : le programme
interdisciplinaire de recherche sur I’environnement (PIREN) Seine qui étudie la Seine amont
(coordinateur : Nicolas Flipo), le groupement d’intérét public (GIP) Seine-Aval (directrice :
Karine Gongalves) qui se focalise sur la partie estuarienne et I'observatoire OPUR
(coordinateur : Ghassan Chebbo) qui s’intéresse au transfert des polluants dans les zones
urbaines, notamment dans I'agglomération parisienne. Ces trois structures sont regroupées
dans la zone atelier (ZA) Seine. Le PIREN Seine a été initié en 1989 et ses travaux portent sur
de nombreuses thématiques de recherche (comme le fonctionnement hydrologique, la
contamination chimique, I'écotoxicologie, ou la biodiversité). La 7°™¢ phase de recherche est
en cours (jusqu’a 2020). Le GIP Seine aval a été créé en 2003 et s’intéresse de facon globale
au fonctionnement environnemental et écologique de I'estuaire de Seine. Ce programme en
est actuellement a sa 6™ phase (2017-2020). L’observatoire OPUR a été fondé en 1994. Il en

est actuellement a sa 4°™¢ phase de recherche (2012-2018).

1.8 Conclusions

L’étude des sources et de la composition de la MO estuarienne est particulierement complexe.
Cependant, les avancées technologiques et le développement de nouveaux outils permettent

maintenant de caractériser cette derniere au niveau moléculaire et ainsi de mieux
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comprendre I'ensemble des processus contrélant les propriétés de la MO en milieu estuarien.
Peu de données sur la MO estuarienne au niveau moléculaire sont disponibles a ce jour. Les
données existantes proviennent majoritairement des estuaires nord-américains, notamment

celui du Delaware, la baie de Chesapeake et |la baie de San Francisco.

Peu d’études suivent en parallele les propriétés de la MOD, de la MOP et de la MO
sédimentaire, malgré les interactions permanentes qui existent entre ces différents pools de
MO. La plupart des travaux effectués jusqu’a présent ne s’intéresse qu’a un seul

compartiment.

Dans cette étude, nous proposons d’étudier la dynamique de la MO dans I'estuaire de Seine,
un estuaire fortement anthropisé pour lequel les données disponibles sur la qualité et
quantité de MO restent limitées. Une caractérisation compléete de la MO sous ses différentes
formes (MOP/MOD/sédiment) et aux échelles globales et moléculaires a été réalisée pour

répondre aux objectifs suivants:

- Comment varient les propriétés de la MOD pendant son isolement par osmose inverse

et électrodialyse ?

- Quelle est la composition de la MO dans I'estuaire de Seine ? Quelles sont ses sources ?

- Comment varient les propriétés de la MO le long de I'estuaire ? Et au cours du temps ?

- La composition de la MO varie-t-elle en fonction du compartiment considéré

(MOD/MOP/sédiment) ?

Ces travaux sont complétés par 'analyse de la MO de sédiments déposés lors des crues
majeures de la Seine afin de mesurer I'impact de I'agglomération parisienne sur la qualité de

la MO transportée lors des crues.
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2.1 Sites de prélevements

2.1.1 Dans la zone amont

Dans un premier temps, afin de permettre I'optimisation de la méthode de concentration et
de dessalement des échantillons par osmose inverse et électrodialyse (OI/ED), un échantillon
de 40 L a été prélevé a Herblay (40 km en aval de Paris) en novembre 2014 puis filtré sur filtres

en fibre de verre a 0,7 um pour séparer la MOD de la MOP.

Par la suite, afin de déterminer les propriétés de la MOD et de la MOP dans la partie amont
de la Seine, trois prélevements d’eau (environ 60 L) ont été réalisés le 20 septembre 2016 et
le 21 novembre 2017 dans trois rivieres au Sud-Ouest de Paris, dans le bassin versant de I'Orge
(Figure 34), I'une des zones d’étude du programme PIREN Seine depuis de nombreuses
années. Le premier point est localisé a Viry-Chatillon, sur I'Orge (latitude 48,672859°N,
longitude 2,358446°E), le deuxieme au Moulin de I'Ecurie, proche de Souzy-la-Briche, sur la
Renarde (latitude 48,538082°N, longitude 2,160570°E) et enfin, un troisieme a Longvilliers sur
la Rémarde (latitude 48,575609°N, longitude 1,981861°E ; Figure 34). Ces prélévements ont
été filtrés a 0,7 um, concentrés et dessalés par OI/ED, comme décrit ci-dessous (2.2). Ces
derniers se situent dans un gradient d’anthropisation, avec deux sites en campagne

(Longvilliers et Souzy-la-Briche) et un site urbain a Viry-Chatillon.

['Yvette

Ly
Sa/""’t?i//
e

Figure 34 : Localisation des prélevements dans le bassin de 1’Orge.
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Des échantillons ont également été prélevés le long de I’axe principal de la Seine (Figure 35),
en amont (Marnay) et a I'aval de I'agglomération parisienne (Triel et Bougival). Ces dernieres
permettent de mesurer I'impact de I'agglomération parisienne sur les propriétés de la MO le
long de la Seine. Quatre campagnes ont eu lieu sur cet axe (2 prélevements de petits volumes
d’eau (1 L) en octobre et décembre 2016, et 2 prélévements de gros volumes (40 L) en
novembre 2016 et en juin 2017) filtrés a 0,7 um pour séparer la MOD de la MOP en vue de
leur caractérisation. De plus, de gros volumes d’eau (40 L) ont également été prélevés au

niveau de ces trois points lors de la crue de la Seine en janvier 2018.

Figure 35 : Localisation des prélevements d’eau le long de 1’axe Seine.

La Seine a également connu en deux ans deux crues majeures (juin 2016 et janvier 2018). Lors
de ces crues, de fortes quantités de matiéres en suspension vont transiter dans la riviere et
sédimenter sur les berges : ce sont des laisses de crues. Ces dernieres ont été prélevées le long
de la Seine lors des deux crues afin de caractériser la MO sédimentaire remobilisée par ces
évenements climatiques extrémes (Figure 36). Ces derniers ont été congelés puis lyophilisés

avant analyses.
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Figure 36 : Localisation de prélevement des laisses de crue déposées en mai/juin 2016 (points noirs) et
en janvier/février 2018 (points vert).

2.1.2 Dans l’estuaire de Seine

Au total, 5 campagnes d’échantillonnage ont eu lieu dans I'estuaire de Seine : les campagnes
SYNAPSES (21 au 24 janvier et 17 au 20 juillet 2015) et DYNAMOSEINE (26 au 29 avril et 26 au
29 septembre 2015, 23 au 26 avril 2016). Les campagnes DYNAMOSEINE sont directement
rattachées au projet Seine-Aval MOSAIC (cf. introduction). L'ensemble des campagnes a eu
lieu a bord du navire CNRS-INSU Cotes de la Manche. 7 sites d’échantillonnage (variables en
fonction des campagnes) ont été choisis afin de couvrir I'ensemble de I'estuaire (Figure 37) :
en amont, dans le bouchon vaseux (zone la plus turbide de I’estuaire) et en aval de ce dernier
afin d’étudier les variations spatio-temporelles des propriétés de la MO dans I'estuaire de
Seine. Le maximum de turbidité observé lors d’'un cycle de marée a été ciblé lors des
prélevements de la zone du bouchon vaseux (Tancarville et Fatouville), et durant la pleine mer

(c’est-a-dire la salinité maximale) pour les prélevements aval (Honfleur et La Carosse).
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Bouchon vaseux

Figure 37 : Carte de l'estuaire de Seine et localisation des prélevements. Les zones grises représentent
les aires urbaines.

Les différentes campagnes ont été réalisées sous conditions hydrologiques et climatiques
contrastées : périodes de crue et d’étiages, vives-eaux et mortes-eaux, été et hiver afin

d’étudier les variations temporelles de la MO dans I’estuaire de Seine (Figure 38, Tableau 5).
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Figure 38 : Variations des débits mesurés a Poses et des coefficients de marée entre janvier 2015 et avril
2016. Données du GIP Seine-Aval et de marée.info pour la période Janvier 2015-Avril 2016. Syn =
Synapses, Dyn = Dynamoseine.
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Au total, 3 types de prélevements ont été réalisés :

- D’abord, de gros volumes d’eau (environ 100 L) ont été prélevés a mi-profondeur
(entre 4 et 9 m) a I'aide d’'une pompe (Spido Ecc Ori 300) puis stockés dans des bidons
Nalgen de 20 L avant filtration immédiate sur des filtres en fibre de verre GF/F
Whatman de 0,7 um (préalablement pyrolysés a 400°C pendant 24h). Cette filtration
a permis la séparation de la MOD et de la MOP (restée sur les filtres). Les échantillons
de MOD sont également stockés dans des bidons Nalgen de 20 L a 4°C avant
concentration et dessalement par osmose inverse et électrodialyse, et les échantillons

de MOP sont stockés a -20°C dans des boites de pétri, avant lyophilisation.

- Des prélevements de petits volumes d’eau (environ 100 mL) ont également été
effectués toutes les heures durant un demi-cycle (6-8 heures) ou un cycle de marée
complet (12 heures) a trois profondeurs (surface, mi-fond et fond de la colonne d’eau)
a I'aide d’une bouteille Niskin de 30L. Ces petits volumes ont eux aussi été filtrés a 0,7
pum avec des filtres en fibre de verre avant analyse par spectroscopie de fluorescence
tridimensionnelle et mesure de leur teneur en carbone organique dissous (ces deux
types d’analyses sont réalisées au sein du laboratoire EPOC-LPTC, Université de
Bordeaux). Ces résultats, toujours en cours d’interprétation, ne seront pas présentés

dans ce manuscrit.

- Enfin, des sédiments ont été prélevés a la benne Shipek ou a lI'aide d’un carottier
Uvitec. Les carottes de sédiments (10 cm de profondeur) ont été ensuite découpées
en tranches d’1 cm avant d’étre congelées a -20 °C puis lyophilisées. La granulométrie
des sédiments a été obtenue par granulométrie laser a I’'Université de Lille sur un
Malvern 2000. Cette méthode permet de mesurer le rayon des particules mises en
suspension dans de I’eau. Elle utilise les principes de la diffraction de la lumiére et une

approximation sphérique des particules afin d’en mesurer leur diametre.

Les différents types de prélevements effectués par campagne ainsi que les différentes

propriétés de la colonne d’eau mesurées sont synthétisées dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Liste d’échantillons collectés le long de I’estuaire de Seine : date, localisation, zone
d’échantillonnage (BV = bouchon vaseux), coordonnées GPS (en WGS84), et propriétés de surface de
la colonne d’eau. * = I’échantillonnage n’a pas été effectué a bord du navire, + = échantillon de MOD
prelevé mais dont I’isolement n’a pas été fini a ce jour.

Date Localisation Zone  Longitude (°) Latitude (°) Ech. Salinité Turbidité T (°C)
i MOD
Janvier — roncanville BV 0,46985  49,474083 0,4 83,5 6,4
2015 MOP
MOD
Caudebec Amont 0,755883 49,518967 0,3 2,8 15,9
_______________________________ MOP _ o _______
MOD
Tancarville BV 0,469967 49,474133 MOP 0,6 76,8 15,2
. SED
Avril 2015 "= === — - - - - - - m - s mmmm e m e m e m e mm— e mmmmmmmmmm—— -
MOD
Fatouville BV 0,323083 49,4368  MopP 17,7 7,6 13,3
o o o e e _SED o _______
MOD
Honfleur Aval 0,232933 49,431 19,9 13,5 13
MOP
. MOD
Fatouville BV 0,3222 49,436617 2,7 246,3 22
Juillet mop
2015 MOD
La Carosse Aval 0,031917 49,483117 32,3 7,9 18,3
MOP
MoD*
Caudebec Amont 0,754783 49,51935 0,3 39,4 16,9
_______________________________ MOP _ o ______
MOD*
Tancarville MTZ 0,458583 49,4691 MOP 0,6 113,5 16,7
Septembre SO
2015 MOD*
Fatouville MTZ 0,3261 49,436067 MOP 12,6 77,9 16,5
oL SED .. __
MobD*
Honfleur Down 0,23305 49,4307 20,9 63,2 16,5
MOP
MOD
Poses* Up 1,238379 49,309846 ~0 NA NA
_______________________________ MOP _ o _______
1,028533 49,431883 MOD"
Rouen Up ’ ! MOP 0,3 306,7 13
________________ 1042433 _ 49436133 _ _SED__ _ _ _ __ ___________
MOD
Caudebec Up 0,747233 49,520683 0,3 193,1 13,7
_______________________________ MOPR _ o _______
Avril 2016 1o canville  MTZ 0,4283 49,458233  SED 0,4 1847 11,5
MOD*
Fatouville MTZ 0,32465 49,436933 MOP 5,7 336,6 12,6
o o o e oo _SED o _______
mMobD*
La Carosse Down 0,028333 49,48315 MOP 32,2 1,8 10,2
SED
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2.2 lIsolement de la MOD

Avant de pouvoir caractériser la MOD, il est nécessaire de l'isoler. En effet, dans les milieux
estuariens, la concentration en MOD est faible (en général entre 0,5 et 5 mg/L) et est associée
a de fortes teneurs en sel (jusqu’a 35 g/L dans les zones les plus aval). Ainsi, avant de pouvoir

I'isoler, il est nécessaire de concentrer la MOD, et d’enlever les sels.

2.2.1 L’osmose inverse

La premiere étape pour isoler la MOD est I'osmose inverse. C'est un procédé membranaire
permettant de concentrer un échantillon, seules les molécules d’eau pouvant traverser la
membrane. Cette méthode est basée sur le principe de I'osmose (Figure 39). Lorsque deux
solutions, une diluée et une concentrée, sont séparées par une membrane semi-perméable,
les molécules d’eau vont migrer de la solution diluée vers la concentrée jusqu’a équilibre des
concentrations. On parle alors d’équilibre osmotique. Une pression osmotique m est associée
a cet état d’équilibre et correspond a la différence de hauteur entre les deux solutions. Si une
pression supérieure a la pression osmotique est appliquée sur la solution concentrée, les
molécules d’eau vont migrer de la solution concentrée a la solution diluée : c’est I'osmose

inverse.

Membrane Membrane
semi-perméable semi-perméable

Pression osmotique

n

Solution diluée Solution concentrée

OSMOSE EQUILIBRE OSMOTIQUE

Membrane
semi-perméable

Pression >

l

Solution diluée Solution concentrée

OSMOSE INVERSE

Figure 39 : Principe de I’osmose, de I’équilibre osmotique et de I’osmose inverse.
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La concentration des échantillons d’eau par osmose inverse a été effectuée au sein de 'lUMR
EPOC-LPTC. Le pilote d’Ol utilisé (marque TiA) est composé d’une cuve de 40 L et équipé d’une
membrane d’osmose inverse pour eau de mer de 101,6 cm de long, 6,1 cm de diameétre et de
2,8 m? de surface spécifique (FilmTec SW30-2540, The Dow Chemical Company, Midland, Ml).
La membrane est stockée dans une solution de NaS;0s a 3 g/L. Avant de concentrer un
échantillon, le systéme d’Ol est soumis a plusieurs ringages successifs a une pression de 5 bars
avec de l'eau tieéde, de la soude (1 M), de I'acide nitrique (2 g/L) et de I'’eau ultrapure (Milli-Q,
Millipore). Apres le rincage, un test de la propreté du pilote est réalisé par spectroscopie de
fluorescence tridimensionnelle a 270 et 313 nm. Si I'intensité de fluorescence est stable, et du
méme ordre de grandeur que les précédents ringages et que celle de I'’eau ultrapure, alors la
membrane est considérée comme propre, sinon, les rincages sont recommencés a partir de
I’étape de ringage a la soude. Au total, la concentration seule d’'un échantillon prend environ
une journée, toutefois, les différents ringages rallongent la durée a environ une semaine par

échantillon.

L’échantillon d’eau a concentrer est ensuite placé dans la cuve, puis envoyé sous pression dans
la membrane d’osmose inverse qui va retenir a la fois la MOD et les sels présents dans
I’échantillon. La solution retenue par la membrane (le rétentat) va alors retourner dans la cuve

(Figure 40) puis ensuite étre a nouveau filtrée par osmose inverse. La pression appliquée (de

5 a 15 bar) augmente avec la salinité de I’échantillon.

Rétentat

A

»  Membrane —> Eau pure

Figure 40 : Photo et schéma du pilote d’osmose inverse (EPOC-LPTC, Université de Bordeaux).
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L'étape d’Ol est arrétée lorsque le volume résiduel d’échantillon est d’environ 6 L (soit un
facteur de concentration d’environ 17 pour un volume initial de 100 L d’eau), et ce afin d’éviter

une co-précipitation des sels et de MOD.

2.2.2 L’électrodialyse

L’échantillon concentré est ensuite dessalé par électrodialyse (ED), procédé membranaire qui
consiste a faire migrer les ions a travers une série de membranes échangeuses d’ions sous
I’effet d’'un champ électrique. Le pilote utilisé au sein du laboratoire EPOC-LPTC (EUR2B-10 P,
EURODIA ; Figure 41) se compose d’une alternance de 10 membranes échangeuses d’anions
(MEA) et de cations (MEC) de type Neosepta (Tokuyama Corp.). La surface des membranes est
de 0,2 m?. La cathode utilisée est en acier inoxydable, et I'anode en platine. Le pilote d’ED est
équipé de 3 réservoirs indépendants, pour le diluat, le concentrat (réservoirs externes de 20L)
et les électrodes (réservoir interne de 3L). Le diluat correspond au réservoir de I'échantillon,
ou la concentration en ions va progressivement diminuer au cours de I'analyse. A l'inverse, le
concentrat est le réservoir ou les sels de I’échantillon de MOD sont s’accumuler. Le réservoir
des électrodes quant a lui sert a alimenter les électrodes et les membranes. Avant de dessaler
un échantillon, le pilote est rincé successivement avec des solutions a 4 g/L de HCl et de NaOH.
Puis, le pilote est rincé avec de I'eau ultrapure (Elix, Millipore) jusqu’a que les conductivités
du diluat et de concentrat soient identiques a celle de I’eau ultrapure (Figure 41). La propreté

du pilote est également testée par spectroscopie de fluorescence.

Avant le dessalement d’un échantillon, le compartiment électrodes est rempli d’'une solution
de NaCl a 9 g/L, le compartiment concentrat d’une solution de NaCl a 10 g/L et le

compartiment diluat de I’échantillon.

L'ED a été réalisée a tension constante (14,6-14,9 V) et dure environ une journée, toutefois,
comme I'Ol, les différentes étapes de rincage augmentent le temps de traitement d’'un

échantillon a environ une semaine.
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Figure 41 : Photo et schéma du pilote d’électrodialyse utilisé au sein de I’'UMR EPOC-LPTC.
L'OI/ED a été effectuée jusqu’a atteindre un volume final de 4-6 L et une conductivité
inférieure a 0,5 mS/cm. Pour les échantillons peu salés (S < 5), une seule étape d’Ol et d’ED

est nécessaire contre deux pour les échantillons plus salés.

Apres le traitement par OI/ED, I’échantillon est concentré a I’évaporateur rotatif a 35 °C et 20
mbar jusqu’a atteindre un volume résiduel d’environ 150 mL. Il est ensuite congelé a -20 °C

puis lyophilisé.

2.3 Analyses globales de la MO

2.3.1 Teneur en carbone organique dissous (COD)

La détermination des teneurs en carbone organique dissous (COD) a été réalisée par oxydation
thermique a 680 °C a l'aide d’analyseurs Shimadzu TOC-V CSN (UMR EPOC-LPTC) et TOC-L
CSH/CSN (UMR METIS) avec un catalyseur en platine. Une acidification (HClI 2M) avec 1,5% du
volume prélevé (1 mL) est réalisée suivie d’une purge de 6 min afin d’enlever les carbonates
en solution. Ensuite, 150 uL de I'échantillon sont injectés pour I'analyse. Avant toute mesure,
des gammes d’étalonnage de phtalate de potassium (CsHa(COOK)(COOH)) ont été utilisées, de
0,2 a 10 mg/L, ce qui correspond a la gamme de valeurs dans les estuaires. Pour chaque
échantillon, le résultat donné est la moyenne d’au moins trois mesures satisfaisantes en
termes d’écart type (< 0,1) et de coefficient de variation (< 2%). De plus, au moins deux
échantillons de référence certifiés (SUPER 05 : échantillon d’eau du lac supérieur ; ANALAB,
Environment Canada) sont testés, en début et fin de chaque séquence d’analyse

d’échantillons, afin de valider les résultats.
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Ces analyses ont été réalisées (i) sur 'ensemble des échantillons prélevées lors des cycles de
marées et (ii) sur les aliquotes prélevés avant et apres I'isolement de la MOD par OI/ED, afin

d’en calculer le rendement.

2.3.2 Spectroscopie UV-visible

La spectroscopie UV-visible permet de caractériser la MOD. Les spectres UV-visible ont été
acquis a 'aide de deux appareils : I'un situé au sein de 'lUMR EPOC-LPTC (Jasco V-560) pour
I’'analyse de la qualité de la MOD chromophorique des échantillons des cycles de marée et
I'autre au sein de I'UMR METIS (Uvikon XS) pour le dosage des sucres et protéines. La
méthodologie pour le dosage des sucres et des protéines sera présentée dans le paragraphe

2.4.3.

Concernant le spectrophotometre Jasco V-560, les spectres sont acquis entre 210 et 700 nm
a une vitesse de 200 nm/min. L’échantillon est placé dans une cuve en quartz (Hellma) de 1

cm de chemin optique. Le spectre d’un blanc (eau ultrapure) est soustrait de I’échantillon.

Plusieurs indices ont été calculés a partir des spectres UV : le SUVA;s4 (rapport de I'absorbance
a 254 nm sur la concentration en COD), la pente entre 275 et 295 nm (S275-205), la pente entre
350 et 400 nm (S3s0-400) et le rapport des deux pentes (Sg). L’analyse de triplicats a permis de
mettre en évidence de fortes incertitudes sur ces différents indices : environ 5% pour le Sy7s.
295 et d’environ 10% pour le Szso.400 €t pour le Sg. L'ensemble de ces indices est présenté dans

le chapitre 1 (1.4.1).

2.3.3 La fluorescence tridimensionnelle

La spectroscopie de fluorescence tridimensionnelle permet d’obtenir des informations semi-
guantitatives sur la MOD fluorescente et présente I'avantage d’étre une méthode rapide,
sensible, et non perturbée par les sels, permettant I'étude directe de la MOD en milieu

estuarien.

Un spectre de fluorescence 3D correspond a I’enregistrement successif de spectres d’émission

de la MOD chromophorique en balayant les longueurs d’ondes d’excitation (Figure 42).
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Int. de fluorescence (u. Raman)

emission (o)

Figure 42 : Spectre de fluorescence 3D de I’échantillon d’Herblay (Novembre 2014) et sa projection
dans le plan.

Plusieurs bandes peuvent étre détectées sur les spectres de fluorescence 3D (Parlanti et al.,
2000). Ces bandes ont été attribuées a différents types de constituants de la MOD (voir

chapitre 1). Pour les échantillons de la Seine, les bandes suivantes ont été identifiées :

- La bande a, avec une excitation maximale entre 330 et 350 nm ainsi qu’une émission
maximale entre 420 et 480 nm. Cette derniére correspond a de la MOD de type

humique.

- Labande o’, avec une excitation maximale entre 250 et 260 nm ainsi qu’une émission
maximale entre 380 et 480 nm. Cette derniére correspond a de la MOD de type

humique et récente.

- La bande B, avec une excitation maximale entre 310 et 320 nm ainsi qu’une émission

maximale entre 380 et 420 nm. Cette derniére correspond a de la MOD autochtone.

- La bandey, avec une excitation maximale entre 270 et 280 nm ainsi qu’une émission
maximale entre 300 et 320 nm. Cette derniére correspond a de la MOD de type

protéique.

Lors de ma thése, les petits volumes prélevés lors des cycles de marées ont été analysées par
fluorescence 3D, toutefois, ces résultats ne seront pas présentés dans ce manuscrit. Cette
technique a également été utilisée pour suivre I’évolution d’un point de vue qualitatif et semi-

quantitatif de la MOD fluorescente lors des concentrations et dessalements par OI/ED.
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Les analyses de fluorescence 3D ont été réalisées au sein de 'UMR EPOC-LPTC a 'aide d’un
spectrofluorimetre FL3-22 Horiba Spex Jobin-Yvon. Lors de I'acquisition des spectres, un
balayage des longueurs d’onde d’excitation tous les 10 nm entre 250 et 410 nm est effectué.
Au total, 17 spectres d’émissions (entre 260 et 700 nm) sont enregistrés. L’échantillon est
placé dans une cuve en quartz de chemin optique 1 cm. Afin d’éliminer les bandes de diffusion
Raman et Rayleigh, un spectre d’eau ultrapure a été soustrait a chaque échantillon. Afin
d’éviter un effet de filtre interne (a trop fortes concentrations, I'intensité de fluorescence n’a
plus une relation linéaire avec la concentration), I’échantillon est dilué par de I’'eau ultrapure
si son absorbance a 250 nm (mesurée préalablement comme indiqué ci-dessus) est supérieure

a0,1.

Au total, 6 indices ont pu étre calculés a partir des spectres de fluorescence 3D : les rapports
a’/a, B/a, y/a ainsi que le HIX, le BIX et le fao0/fs00. Ces derniers ont été définis dans le chapitre

1(1.4.1).

L'ensemble des spectres de fluorescence ont aussi été traités par une méthode de
décomposition statistique (PARAFAC). Cette derniére permet de décomposer I'ensemble des
spectres de fluorescence en composantes principales, dont la source peut étre identifiée a

I’aide de la littérature.

La mesure de triplicats a permis de mettre en évidence de faibles incertitudes, inférieures a

3% pour I'ensemble des indices et mesures.

2.3.4 Analyses élémentaires et isotopiques

L’ensemble des échantillons (MOD apres lyophilisation, MOP, sédiments) ont été analysés
pour leur teneur en carbone et azote et pour leur composition isotopique en 3C et °N. Les
échantillons de MOP et de sédiments ont été au préalable décarbonaté afin d’analyser
uniguement la phase organique. Ainsi, environ 0,80 g de sédiment et 0,20 g de MES ont été
décarbonatés avec 10 mL d’HCL 3M pendant 1h30 sous agitation. Ensuite, les échantillons
sont mis a centrifuger pendant 5 min a 3500 tr/min et le surnageant est enlevé. Ensuite, les
échantillons sont rincés 3 fois avec de I'eau ultrapure, et de nouveau centrifugés. Apres les 3

rincages, les échantillons sont congelés puis lyophilisés.
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Les analyses élémentaires et isotopiques sont destructives mais elles ne nécessitent que de
petites quantités d’échantillon (environ 12 mg pour les sédiments, 4 mg pour les MES et 2 mg
pour les MOD). Les échantillons sont placés dans des nacelles en étain puis pliés sous forme

de petites boules.

Une calibration est réalisée avant analyses a I'aide d’une gamme étalon de tyrosine (allant de

0,05 mga 0,5 mg).

Les analyses ont été effectuées sur la plateforme Alysés a Bondy sur un spectrometre de
masse isotopique Thermo Fisher Scientific Delta V Advantage. La machine est composée d’un
passeur automatique, d’un four, d’une colonne, d’un détecteur infra-rouge et d’un
spectrometre de masse a rapport isotopique. Le passeur automatique permet d’analyser une
grande série d’échantillons. Une fois dans la machine, I'échantillon est amené dans un
réacteur (par gravité) localisé dans un four. L’échantillon va alors étre pyrolysé et produire du
CO,, du Ny, de I’'H;0 et de I'O,. Les gaz traversent ensuite une colonne ou I'eau est piégée, puis
ils sont ensuite séparés dans une colonne (pour éviter les co-élutions) et envoyés dans un
détecteur infra-rouge qui détecte le CO; et le N, permettant ensuite de déduire la teneur en
C et N des échantillons. Une autre partie de I’échantillon est envoyée dans un spectromeétre
de masse qui ionise les gaz puis les sépare en fonction de leur masse sous I'effet d’'un champ

magnétique. Au total, 6 masses sont analysées :

m/z = 28 pour le 14N,

- m/z=29 pour le °'N¥N
m/z = 30 pour le °N;
- m/z =44 pour le 12C!0,
- m/z =45 pour le 13C*0, + 12C1%0170
m/z = 46 pour le 13Ct*0Y70 + 126080 + 12C170,

Les teneurs isotopiques en 3C (6'3C) et >N (6'°N) peuvent ensuite étre déterminées et
correspondent a la différence du rapport isotopique 3C/*2C ou N/™N par rapport a un

standard (PDB pour le §23C et I'air pour le §'°N).
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2.3.5 Mesure du radiocarbone

Les analyses de radiocarbone ont été réalisées sur les MOP et sédiments décarbonatés (0-1
cm, 5-6 cm et 9-10 cm) et directement sur les échantillons de MOD concentrés et dessalés par
OI/ED qui ne contiennent pas de carbonates. L’ensemble des échantillons ont été analysés sur
la plateforme nationale de datation (ARTEMIS) par un spectrométre de masse par

accélérateur. Environ 1 mg de carbone est nécessaire pour effectuer I'analyse.

Les activités en *C sont exprimées en fraction de carbone moderne (fu) et sont ensuite
converties dans la notation AC. L’année de prélévement a été fixée a 2015 pour I'ensemble
des échantillons, une variation d’'un an n’entrainant pas de modification notable du A'*C

(entre 0,1 et 0,2 %o).

Les teneurs en **C ont ensuite été calibrées en utilisant la courbe IntCal13 pour les échantillons
antérieurs a 1950 et en utilisant la courbe PostBomb NH1 pour les échantillons postérieurs a

1950.

2.4 Analyses structurales et moléculaires de la MO

2.4.1 Résonance magnétique nucléaire

La résonance magnétique nucléaire (RMN) est une méthode permettant de déterminer la

structure de la MO (voir 1.4.6).

a. La RMN du 3C a I’état solide

La RMN du 3C 3 I'état solide est utilisée dans le cadre de ma thése pour déterminer les
principaux groupements fonctionnels liés aux atomes de carbone. La RMN du solide a été
choisie car nos échantillons sont en phase solide. Cela évite d’extraire et/ou dissoudre la MO
pour I'analyser en RMN liquide et permet également d’analyser la MO insoluble. Il faut noter
que le 3C est présent en faible proportion (1,1%) par rapport au >C mais ce dernier a un spin
nul. La RMN du 3C en polarisation directe, c’est-a-dire en mesurant directement I’'aimantation
des 13C, est alors trés lente (environ une semaine) mais a I'avantage d’étre quantitative. A
I'inverse, pour accélérer la détection du 3C, une séquence dite de polarisation croisée, permet
de transférer la polarisation des H vers les 13C. Le paramétre clé de cette séquence est le

temps de contact (de I'ordre de la ms) pendant lequel a lieu ce transfert d’aimantation.
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L’acquisition du signal se fait durant le retour a I'équilibre de I‘aimantation des H, c’est pour
cela qu’il y a un délai de répétition entre les séquences (de I'ordre de la seconde). Cette
méthode est beaucoup plus rapide (analyse des échantillons de MOD en une journée environ,

deux jours pour les MOP et les MO sédimentaires) mais n’est plus quantitative.

Pour réduire les effets des interactions dipolaires dans I’échantillon solide, ce dernier est
soumis a une rotation autour d’'un axe d’un angle 6, appelé angle « magique », par rapport au
champ magnétique (3cos? 6 - 1 = 0). La vitesse de rotation doit étre supérieure a la fréquence
des interactions, classiqguement de plusieurs kHz. Cette rotation génére des bandes de
rotation dans les spectres. Ce sont des harmoniques du signal de I'’échantillon distantes du
rapport de la fréquence de champ de I'appareil sur la vitesse de rotation. On parle alors de

RMN du 3C en polarisation croisée avec rotation a I’angle magique.

Cette méthode a été appliquée sur les MOD, MOP et sédiments de I'estuaire de Seine (0-1 cm
et 9-10 cm de profondeur). Le spectrometre RMN utilisé est un Briiker Avance 500 (fréquence
du champ 500 MHz pour 'H et 125 MHz pour 3C) appartenant a la plateforme RMN de
Sorbonne Université. L'échantillon (une trentaine de mg) est tassé dans un rotor de 4 mm de

diametre en zircon puis est placé dans I'appareil.

Un temps de contact de 1 ms a été choisi avec un délai de répétition de 1 s ainsi qu’une vitesse

de rotation de 14 kHz.

Le spectre RMN obtenu apres déconvolution sur le logiciel Dmfit (Figure 43 ; Massiot et al.,
2002) permet d’identifier les principaux groupements fonctionnels liés aux atomes de C (cf.

chapitre 1).
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Carbonyl Carboxy  Aromatiques Anom C-O OCHs Aliphatiques
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Figure 43 : Spectre RMN de I’échantillon de MOD prélevée a Tancarville en avril 2015 (en noir), le
résultat de la déconvolution (en rouge) et les différentes composantes (en vert). Anom = anomériques,
carboxy = carboxyliques.

Le modéle de mélange moléculaire

Le modéle de mélange moléculaire (MMM) développé par Baldock et al. (2004) a été appliqué
a 'ensemble des échantillons. Ce modéle décompose les spectres RMN 3C en 6 principaux
groupes, basés sur 5 types de macromolécules - les carbohydrates, protéines, lignine, lipides
et charbon. Les groupements de type carbonyle ont été ajoutés a ce modele. Deux calibrations
de ce modele existent : une pour les sols et I'autre pour les échantillons marins. La cellulose a
été utilisée pour calibrer les carbohydrates dans les deux modeles. Pour les protéines, un
mélange d’acides aminés des sols a été utilisé dans le modeéle pour les sols, alors qu’un
mélange d’acides aminés de phytoplanctons a été utilisé pour le modele marin. Pour la lignine,
un mélange de lignine d’angiospermes et de gymnospermes a été utilisé (50/50) pour les deux
modeles. Pour les lipides, de la cutine a été utilisée pour le modele des sols, et de 'acide
oléique pour la calibration marine. Enfin, pour les charbons, du bois de pin chauffé a 300°C a
été utilisé dans les deux modeles. La calibration marine, plus proche de nos échantillons, a été
choisie. Ainsi, chaque région du spectre RMN est multipliée par un coefficient afin de

déterminer les proportions relatives des différentes macromolécules.
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Les proportions de chacune des macromolécules sont calculées par somme des zones du
spectres RMN pondérées par des coefficients définis par Baldock et al. (2004) propres a

chaque macromolécule.
b. La RMN du *>N en polarisation nucléaire dynamique

La résonance magnétique nucléaire par polarisation nucléaire dynamique est une méthode
de RMN destructive, mais dont la sensibilité est grandement accrue par rapport a la
polarisation croisée. Les échantillons sont irradiés par des micro-ondes a haute fréquence qui
vont transmettre la polarisation des électrons aux noyaux voisins. Les échantillons sont au
préalable imprégnés avec une solution du biradical AMUPol dans du mélange Ds-glycerol/D,0

(60:40).

Deux noyaux ont été choisis pour étudier la MO de 'estuaire de Seine : le 13C et le °N. Au
total, 8 échantillons ont été analysés : il s’agit du transect MOD et MOP de la campagne d’avril

2015 (cf. Tableau 1).

Ces résultats récemment acquis et toujours en cours d’interprétation ne seront pas présentés

dans ce manuscrit.

2.4.2 Extraction de la MO hydrophile et des lipides

Deux types d’extraction ont été réalisées sur les MOP et les sédiments. D’une part, les
molécules hydrosolubles (carbohydrates et protéines plus particulierement) ont été extraites

a I'eau. D’autre part, les lipides ont été extraits a I'aide de solvants organiques.
a. Extraction a 'eau

L’extraction a I'eau a été réalisée uniquement sur les sédiments. 4 g de sédiment ont été mis
dans 100 mL d’eau ultrapure. Le mélange ainsi obtenu a été agité pendant une aprés-midi et
une nuit. Apres centrifugation, le surnageant est transféré dans un erlenmeyer. Le sédiment
est ensuite remis sous agitation avec 100 mL d’eau pendant une matinée. Apres
centrifugation, le surnageant est combiné avec celui obtenu précédemment. L'extrait est
ensuite filtré sur filtres GF/F a 0,7 um puis concentré a I’évaporateur rotatif, avant d’étre

congelé a -20 °C puis lyophilisé avant analyse des sucres et des protéines.
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b. Extraction et séparation des lipides

L’extraction des lipides a quant a elle été réalisée avec un mélange de dichlorométhane (DCM)
et de méthanol (MeOH) 5:1 (v:v). 30 mL de ce mélange ont été ajoutés a 1 g de sédiment. Le
tout a ensuite été placé aux ultrasons pendant 10 min. Apres centrifugation, le surnageant est
placé dans un ballon. Ces étapes sont répétées 3 fois, puis I'extrait est séché a I'évaporateur
rotatif, avant d’étre transféré dans un flacon de 4 mL et séché sous azote. L’extrait ainsi obtenu

est conservé a 4 °C dans 1 mL du mélange DCM:MeOH 5:1.

L’extraction des lipides des laisses de crues de juin 2016 et de janvier 2018 a été réalisée par
extraction accélérée par solvant (ASE en anglais). L'ASE permet d’extraire les lipides d’'un
échantillon de fagon automatique, a I'aide d’un solvant chaud et sous pression. L’appareil
utilisé est un ASE 100 — Dionex. L’extraction a été réalisée avec un mélange de DCM:MeOH
9:1 avec une pression de 100 bar et a une température de 100°C. Au total, trois cycles
d’extractions de 5 min sont réalisés. Au total, environ 2 g de sédiment sont extraits. lls sont
ensuite concentrés a I'évaporateur rotatif puis transférés dans des flacons comme

précédemment.

Les lipides sont ensuite séparés en 3 fractions sur colonne de silice préalablement séchée a
I’étuve pendant 1 nuit a 150 °C. 70% de |’extrait est utilisé pour cette séparation. La premiére
fraction, éluée avec 30 mL d’heptane, contient les composés les plus apolaires (e.g. n-alcanes).
La seconde fraction (30 mL de DCM:heptane 5:1, v:v) permet de récupérer les molécules de
polarité intermédiaire (e.g. cétones). Enfin, la derniere fraction (30 mL de DCM:MeOH 1:1, v:v)

contient les molécules les plus polaires (e.g. tetraéthers de glycérol).

2.4.3 Analyse des sucres et protéines

L’analyse des sucres obtenus apres extraction a I'eau a été réalisée par attaque chimique et
dosage colorimétrique (Dubois et al., 1956). Cette méthode consiste en une attaque acide
(H2S04) qui hydrolyse les polysaccharides en monomeéres. Ensuite, I'ajout d’une solution de
phénol va induire une coloration rougeéatre de I’échantillon. L'intensité de la couleur est alors
mesurée par spectroscopie d’absorbance a 490 nm avec un spectrophotomeétre Uvikon XS

(2.3.2).
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L’analyse des protéines obtenues apres extraction a I’eau a également été réalisée par attaque
chimique et dosage colorimétrique (Lowry et al., 1951). Aprés hydrolyse basique des protéines
avec du NaOH, une réaction colorimétrique est réalisée avec du sulfate de cuivre, du tartrate
de Na et de K et du réactif de Folin, induisant une coloration bleue proportionnelle a la
concentration en protéines. L'intensité de la couleur est alors mesurée par spectroscopie

d’absorbance a 650 nm.

Avant l'analyse d’une série d’échantillons, une gamme étalon de glucose et de sérum
d’albumine bovin est préparée (de 0 a 70 mg/L pour les sucres et de 0 a 400 mg/L pour les
protéines) afin de pouvoir quantifier la quantité de sucres et de protéines contenue dans les

échantillons.

2.4.4 L'analyse des lipides

L'analyse des lipides contenus dans les différentes fractions a été effectuée par
chromatographie gazeuse (GC) couplée a un détecteur a ionisation de flamme (FID) ou a la
spectrométrie de masse (MS) ainsi que par chromatographie liquide haute performance

couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-MS).

a. La chromatographie gazeuse

Deux protocoles différents ont été utilisé pour I'analyse des fractions lipidiques, un pour les
fractions apolaires (fractions 1) et I'autre pour les fractions les plus polaires (fractions 3). Les
fractions de polarité intermédiaire (fraction 2), ne contenant que peu de lipides, n’ont pas été

analysées.

Pour les fractions 1, I’échantillon est injecté en mode splitless a 280°C. Les molécules sont
éluées par de I’hélium sur une colonne de 30 metres (95% dimethyl/5% diphenyl polysiloxane
Rxi5SilMS ; 30m x 0.25mm). Elle est située dans un four soumis a un programme de
température. La température initiale est de 50°C puis elle augmente de 4°C par minute jusqu’a
320°C et est maintenue a 320°C pendant 15 minutes. Les molécules sont détectées a leur

sortie de la colonne.

Pour les fractions 3, I'’échantillon est au préalable dérivé afin de réduire la polarité des

molécules constitutives et d’augmenter leur volatilité. Pour cela, les fractions sont séchées
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puis dissoute dans 50 pL de N,O-bis(triméthylsilyl)trifluoroacétamide (BSTFA). Elles sont
ensuite placées 30 min dans une étuve a 70°C pour accélérer la silylation. L'excédent de BSTFA
est ensuite évaporé sous azote puis I"échantillon est repris dans 50 pL de dichlorométhane.
L’échantillon est injecté en mode split 30 mL/min a 280 °C. La séparation en GC est effectuée
avec la méme colonne que pour les fractions 1 avec le programme de température suivant :
la température initiale est de 70°C, et augmente de 1°C/min jusqu’a 130°C, puis de 4°C/min

jusqu’a 320°C, température finale maintenue pendant 25 min.
Deux types de détecteurs ont été utilisés :

- Un détecteur a ionisation de flamme (FID). Une flamme ionise les molécules en sortie
de colonne. L'intensité de la flamme est proportionnelle a la quantité de molécules
ionisées. Ce détecteur permet de quantifier les composés présents dans I’échantillon,
mais pas de les identifier. Cette méthode a été utilisée pour vérifier / ajuster la
concentration en lipides dans chaque échantillon avant I'injection en spectrométrie de

masse.

- Un spectrometre de masse simple quadrip6le (Agilent MS 5973). Les molécules sont
ionisées puis fragmentées par impact électronique a 70 eV. Un détecteur mesure
ensuite les masses et les intensités de chaque fragment de la molécule compris entre
un m/z de 29 et de 800. Il en résulte un spectre de masse de la molécule, sorte de «

carte d’identité » qui va permettre d’identifier le composé en question.

b. Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

La chromatographie liqguide haute performance couplée a la spectrométrie de masse
(HPLC/MS en anglais) est utilisée pour analyser les tetraéthers de glycérol dans les fractions
3. Pour ce faire, 300 uL de la fraction 3 (initialement dans un mélange DCM:MeOQOH 5:1, v:v)
ont été séchées sous flux d’azote, puis reprises dans 300 pL d’heptane. Apres
homogénéisation et centrifugation pendant 60 s a 7000 rpm, le surnageant est récupéré. 45
pL de ce dernier ont été analysés apres ajout de 5 pL d’un standard (tétraéther synthétique

en Cae; Figure 44) a 0,01 mg/mL.
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Figure 44 : Structure chimique du standard interne pour la quantification des tétraéthers.

Les analyses HPLC/MS ont été réalisées avec un appareil Shimadzu LCMS-2020. Les molécules
sont séparées sur deux colonnes de silice Hypersil Gold Silica en série (150 x 2,1 mm, 1,9 um ;
Thermo Scientific) dans un four a 40°C. Un mélange de deux solvants a été utilisé (hexane et
isopropanol) pour éluer les différentes molécules a un débit de 0,2 mL/min. L’élution des
molécules débute avec un mélange de 82% d’hexane et de 18% d’isopropanol pendant 25
min. Un gradient linéaire est ensuite utilisé afin d’atteindre un pourcentage de 65% d’hexane
et 35% d’isopropanol en 25 min, suivi d’'un autre gradient menant a un mélange de 20%
d’hexane et 80% d’isopropanol en 30 min. Ces dernieres conditions sont ensuite maintenues

pendant 10 min avant de revenir a I'état initial en 10 min. Le volume injecté est de 30 pL.

Les molécules sont ensuite détectées apres ionisation chimique a pression atmosphérique
(APCI). La détection est réalisée en mode SIM (single ion monitoring) : dans lequel seules les
masses sélectionnées sont analysées. Pour I'étude des tétraéthers, les masses sont: 1302,
1300, 1298, 1296, 1294 et 1292 pour les tétraéthers isopréniques (numéros | a Vl) et les ions
1050, 1048, 1046, 1036, 1034, 1032, 1022, 1020 et 1018 pour les tétraéthers ramifiés
(numéros VII a IX). Les structures chimiques de ces molécules sont présentées dans le

paragraphe 1.5.2.

¢. Quantification des lipides

Les n-alcanes ont été semi-quantifiés (c’est-a-dire que la concentration totale n’est pas
connue, mais uniqguement les variations de cette derniére) a I'aide d’un standard interne, le
tétracosane deutéré. Au total, 1,102 ug de ce dernier ont été ajoutés dans chaque échantillon
avant injection. La quantité en chaque n-alcane a ensuite été estimée a partir du rapport de

I'aire du standard sur I’aire du n-alcane (par proportionnalité).

La quantification des alcools et stérols a été réalisée apres calcul du coefficient de réponse
entre le 5a-cholestane et des molécules standards : hexadécanol et hexacosanol pour les
alcools, et différents stanols et stérols (coprostanol, cholestérol, brassicastérol, campestérol,

campestanol, stigmastanol, stigmastérol et sitostérol). Pour obtenir les coefficients de
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réponse, les gammes étalons suivantes ont été réalisées : entre 10 et 50 pg/mL pour les stérols
et stanols, et entre 20 et 100 pg/mL pour les alcools. A chaque soluton contenant les étalons
ont été rajoutés 5 ug de 5a-cholestane. Les droites d’étalonnage suivantes (Figure 45) ont été

obtenues en calculant le rapport de I'aire des standards sur I’aire du 5a-cholestane.

Hexadecanol 0-51

Stigmastanol
R*=0,99 °

R*=10,97

041 O siigmasterol R? = 0,96

Sitosterol
R*=094
@ Campesterol

031 R®= 0,93

Coprostanol
o R2=0,97
0.2
05
Hexacosanol

T =
R*=093 Cholesterol R*= 0,94

Brassicasterol
@ R2=10,94

Rapport d’aire par rapport au cholestane

0.0 0.0

20 40 60 80 100 10 20 30 40 50
Concentration en pg/mL Concentration en pg/mL

Figure 45 : Courbe d’étalonnage obtenue pour les différentes molécules : les alcools a gauche et les
stérols et stanols a droite

Bien que les R? soient < 0,99, il est possible d’utiliser ces droites pour semi-quantifier les
alcools, stérols et stanols, et ainsi observer leur variation entre les échantillons. Pour cela, les
équations des droites sont utilisées (concentration = pente x rapport d’aire + b). Les différents
parameétres de ces équations sont listés dans le Tableau 6.

Tableau 6 : Pente et ordonnées a I’origine (b) pour calculer la concentration de la molécule cible en
pg/mL a partir du ratio de cette derniere sur le Sa-cholestane.

Pente b

Hexadécanol 78.9 -5.2
Hexacosanol 234.6 14.8
Coprostanol 187.9 5.9
Cholestérol 378.1 9.0
Brassicastérol 543.4 9.3
Campestérol 142.9 8.9
Stigmastérol 113.2 7.1

Sitostérol 117.0 8.3
Stigmastanol 94.2 5.6
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L'intégration des différentes molécules a été réalisée sur un fragment spécifique de chaque
famille, ainsi, les n-alcanes ont été quantifiés sur I'ion 57 (C4Hs), les alcools et acides gras sur
I'ion 75 (Si(CHs)3), les stérols avec une insaturation en position 5 sur I'ion 129 (clivage au
niveau du premier cycle ; Figure 46), les stanols sur I'ion 215 (clivage du groupement alcool

silylé et du cycle pentane ; Figure 46) et le 5a-cholestane sur I'ion 217.

| 215

Figure 46 : Formation des ions caractéristiques des stérols et des stanols lors de leur fragmentation par
spectrométrie de masse.

2.4.5 Pyrolyse couplée a la chromatographie gazeuse et a la spectrométrie de
masse

Une grande partie de la MO est constituée de macromolécules, qui ne sont pas extractibles a
I'aide de solvants organiques et donc non analysables par GC- ou LC-MS. Leur analyse est
cependant possible par pyrolyse couplée a GC-MS. En effet, la pyrolyse casse les

macromolécules en petites unités qui peuvent ensuite étre analysées par GC-MS.

Pour mieux détecter les composés polaires, de I’hydroxyde de tetramethylammonium (TMAH)
a 25% a été ajouté a chaque échantillon. Ce réactif est une base et un agent méthylant, il va
donc faciliter les coupures lors de la pyrolyse mais aussi permettre une meilleure détection
des composés polaires en méthylant les fonctions alcools, acides, amines, et donc en

diminuant leur polarité.

Les analyses ont été réalisées avec un pyrolyseur a point de Curie a 650°C pendant 9,9s
(marque Pilodist). La quantité d’échantillon pyrolysé dépend du compartiment : les masses

sont plus faibles pour la MOD (entre 0,6 et 5,8 mg, avec une moyenne de 3 mg) que pour la
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MOP (entre 3,1 et 9,5 mg, avec une moyenne de 5,6 mg) et que pour la MO sédimentaire
(entre 7 et 15,8 mg, avec une moyenne de 9,6 mg). Le pyrolysat est transféré dans I'injecteur
a 280°C, réglé en mode split (30 mL/min) avec un débit constant d’1 mL/min. L’échantillon est
ensuite séparé sur une colonne (95% dimethyl/5% diphenyl polysiloxane Rxi5SilMS ; 30m x
0.25mm x 0.5um) a l'aide d’un chromatographe en phase gazeuse Trace GC ultra (Thermo

Scientific).

Le programme de température du four utilisé pour la séparation des molécules est le suivant :

10 min a 50°C, puis augmentation de 2°C/min jusqu’a 320°C et enfin 30 min a 320°C.

Les produits de pyrolyse sont identifiés par spectrométrie de masse (DSQ Thermo Scientific)

en impact électronique.

2.4.6 Spectrométrie de masse ultrahaute résolution

Les échantillons de MOD ont été analysés par spectrométrie de masse ultra haute résolution
pour déterminer de maniere fine la structure du matériel dissous. Cette méthode permet de
mesurer les masses exactes des molécules composant I’échantillon. Un algorithme est ensuite
utilisé pour transformer les masses des molécules en formule brute. Les analyses ont été

effectuées au Helmholtz Zentrum Muenchen a Munich.

L’ensemble des résultats n’ayant pas encore été acquis, ces données ne seront pas présentées

dans ce manuscrit.

2.4.7 Analyses statistiques

De nombreuses analyses statistiques ont été réalisées au cours de cette these. Elles peuvent
étre classées en 3 grandes catégories selon le nombre de variables analysées : les analyses

univariées, les analyses bivariées et les analyses multivariées.

Le faible nombre d’échantillons analysés le long de I'estuaire de Seine (n = 40) ne rend pas
possible I'utilisation des tests statistiques paramétriques. En effet ces derniers ne peuvent
étre appliqués que si la distribution des échantillons est normale mais également que les
variances entre les variables sont homogénes. Dans le cas des échantillons de la Seine, seuls

des tests non paramétriques ont donc été utilisés.
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a. Les analyses univariées

Dans un premier temps, des moyennes et écarts types ont été calculés afin de différencier
certains groupes d’échantillons. Puis, afin de tester les différences entre ces groupes
d’échantillons, le test de Kruskal et Wallis couplé au test post-hoc de Dunn ont été utilisés
lorsque plus de deux groupes ont été comparés (package FSA et Rcompanion). Lorsque
seulement deux groupes ont été comparés, le test de Wilcoxon a été réalisé. Enfin, une
classification automatique des groupes a été réalisée a I'aide d’un script avec un seuil de valeur
p de 0,05. Ainsi, des groupes différents sont nommeés par des lettres différentes (par exemple,
«a», «b»et«cy, et des groupes de composition intermédiaire sont nommeés avec deux
lettres : par exemple, le groupe « ab » a des valeurs intermédiaires entre le groupe « a » et le

groupe « b ».

b. Les analyses bivariées

Afin de mesurer la puissance, la robustesse et la significativité des corrélations, les tests
statistiques ont été réalisés a I'aide du langage de programme R (3.4.3) sous |’environnement
de programmation RStudio. Le test de corrélation non paramétrique choisi est celui de
Spearman qui permet de calculer le coefficient de corrélation p ainsi que la significativité de
la corrélation (valeur p). Ainsi une corrélation est significative lorsque la valeur p est inférieure
a 0,05. Comme ce test statistique n’utilise pas les valeurs des variables, mais leurs rangs, il
permet alors de tester les corrélations linéaires et non-linéaires, il est également moins

perturbé par les valeurs aberrantes.
c. Analyses multivariées
Au total, deux grands types d’analyses multivariées ont pu étre utilisés:

- Les analyses en composantes principales (ACP) ont été réalisés sous R avec le package
FactoMineR et factoextra. Le nombre de dimensions a utiliser a été choisi en utilisant
le critére des valeurs propres ou critere de Kaiser (Kaiser, 1960). Ce dernier permet de
retenir et d’interpréter toutes les dimensions avec des valeurs propres supérieures a
1. En effet, I'objectif d’'une ACP est de réduire le nombre de dimension au maximum.

Ce critere est souvent le meilleur, notamment lorsque le nombre de variable est faibles
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(c’est-a-dire inférieur a 30) et le nombre d’échantillon grand (supérieur a 60-70). Le

script pour réaliser les ACP est donné en annexe 4.

- Une classification ascendante hiérarchique suivie d’un regroupement a également été

réalisée par la méthode de Ward. Ce dernier, en faisant une analogie avec les

classifications phylogénétiques permet de déterminer les échantillons les plus proches

et de les grouper entre eux sous forme d’'un dendrogramme. La méthode de Ward

repose sur une minimisation de I'augmentation de l'inertie intra-classe (c’est-a-dire la

moyenne des distances des points au centre de gravité du groupe au carré) et une

maximisation de I'laugmentation de I'inertie extra-classe. La classification hiérarchique

a été réalisée sur ’ACP (HCPC en anglais pour Hierarchical Classification on Principal

Components). Le script R pour réaliser les classifications est donné en annexe 4.

2.5 Synthese des techniques d’analyse

Les différentes techniques d’analyse sont listées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Liste, objectifs et compartiments étudiés des différentes techniques d’analyse utilisées dans

ce manuscrit. 1 = toutes profondeurs, 2 = uniquement 0-1 cm, 5-6 cm et 9-10 cm, 3 = uniquement 0-1

cmet 9-10 cm.

Méthodes

Objectifs

Compartiments

Analyse de COD

Analyse élémentaire et
isotopique

Datation **C

FT-ICR-MS
GC-FID et GC-MS
HPLC-MS

py-GC-MS

RMN 3C

RMN N
Fluorescence 3D
Spectroscopie UV-visible

Dosages sucres et protéines

Quantité de carbone organique dissous

Quantité et sources de la MO

Age et sources de la MO

Sources et composition moléculaire de la MOD
Sources et dégradation de la MO
Sources de la MO et composition lipidique

Sources et macromolécules de la MO

Fonctions chimiques carbonées de la MO

Fonctions chimiques azotées de la MO

Sources, dégradation et composition de la MOD
Taille et aromaticité de la MOD

Teneurs en MO labile

MOD

MOD, MOP et MO
Sed!

MOD, MOP et MO
Sed?
MOD

MOP et MO Sed?

MOP et MO Sed?

MOD, MOP et MO
Sed?

MOD, MOP et MO
Sed?

MOD et MOP

MOD
MOD

MOD et MO Sed*
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CHAPITRE 3 : DYNAMIQUE DE LA MATIERE ORGANIQUE
DANS L’ESTUAIRE DE SEINE : APPROCHE GLOBALE ET
STRUCTURALE
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3.1 Introduction

Ce chapitre correspond a un article soumis dans Marine Chemistry, intitulé “Dynamics of

organic matter in the Seine Estuary (France): bulk and structural approaches”.

Estuaries are transitional zones between oceans and continents, with specific physico-
chemical, biological and hydrological properties due to mixing of fresh and marine waters.
These key ecosystems are characterized by unigue and dynamic biodiversity and productivity.
They are also the place of numerous economical activities (industry, harbors) and are under
high anthropogenic pressure. Human activities have especially transformed the morphology
of many estuaries, e.g. by reducing the area of wetlands or the number of islands (Lesourd et

al., 2016).

Each estuary is unique and has its own functioning, driven by specific and complex processes,
difficult to integrate into global models (Herrmann et al.,, 2015). They especially transfer
material from the continent to the oceans, including nutrients and organic matter (OM) but
they also play a important role on the CO2 fluxes to the atmosphere (Canuel and Hardison,
2016). OM composition is permanently changing, following the variations of environmental
parameters, such as salinity, light penetration, tidal range and is also dependent on its
residence time in the estuary (Middelburg and Herman, 2007). Estuaries are highly reactive
zones for the OM and are the place of numerous transformations and mixing of continental
and marine OM (Bauer et al., 2013), which are not yet well understood. In estuaries, OM can
originate from rivers, coastal ocean or be produced within the estuary itself. It can be derived
from aquatic organisms or terrigenous sources. Each of these sources has a different

composition, and thus a different behavior in aguatic systems.

Three OM compartments can be distinguished in these environments. In the water column,
dissolved organic matter (DOM) and particulate organic matter (POM) are commonly
separated by filtration, and sediment OM represents the third compartment. The different
compartments interact with one another; for instance, the degradation of fresh POM can
produce DOM, or the sorption of DOM on suspended solid material yields POM (Keil et al.,
1997). Resuspension of sediment OM can also lead to POM and indirectly to DOM formation,
but DOM and POM can also settle to form sediment OM (He et al., 2016).
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In addition to the estuarine complexity associated with variable physicochemical conditions,
the diversity of the OM sources in these environments makes the characterization of OM
especially challenging. The DOC concentration in estuarine environment ranges from 0.4 to 16
mg/L, with a mean value of 4 mg/L ((Bauer and Bianchi, 2011)) and references within). It
decreases toward the ocean with concomitant increasing salinity, making the characterization
of the DOM more difficult (Mopper et al., 2007). DOM isolation is thus a prerequisite for

molecular characterization, and it can be achieved through several techniques.

The fastest method is solid phase extraction (SPE) using a combination of XAD-8 (styrene-
divinyl benzene resin) and XAD-4 (acrylic ester resin; (Aiken et al., 1992) or of the more recent
prefabricated cartridges (mostly C18 and PPL; (Dittmar et al., 2008). Whatever the phase used,
acidification of the samples is required, altering the DOM chemical structure. As a result, SPE-
DOM is not representative of the initial DOM and has been shown to be enriched in aromatics
moieties (Helms et al., 2015). Tangential-flow ultrafiltration (UF) has also been developed to
isolate high molecular weight DOM (Benner et al., 1997). It allows removing salts while
collecting DOM, but low molecular weight compounds (<1 nm) are lost with salts, implying
that UF-DOM is not representative of the initial DOM and has been shown to be enriched in
carbohydrates (Helms et al., 2015). When applied to estuarine environments, the two
aforementioned methods are associated with large variations in OM recovery, commonly

decreasing towards the ocean likely due to salinity increase (Louchouarn et al., 2000).

More recently, reverse osmosis coupled with electrodialysis (RO/ED), initially developed for
freshwater DOM isolation (Serkiz and Perdue, 1990), was adapted to that of marine DOM
(Koprivnjak et al., 2006; Vetter et al., 2007; Gurtler et al., 2008; Koprivnjak et al., 2009). RO
removes water molecules, leading to the concentration of both DOM and salts. The ED step
further removes salts from estuarine and marine samples. This method does not require any
pretreatment of the sample and shows high recovery rates of marine DOM, (70-75%; Green
et al., 2014). It has been shown that RO/ED has a limited impact on DOM properties on UV
spectroscopy, 3D fluorescence and elemental analyses (Helms et al., 2015, 2013; Koprivnjak
et al.,, 2009). As far as we know, this method has not yet been applied to estuarine

environments.

-113 -



Chapitre 3 : Dynamique de la matiere organique dans I'estuaire de Seine

Due to the aforementioned limitations, only a few studies were interested in the dynamics of
OM, and more specifically of DOM, in estuarine systems at the structural or molecular level
(Abdulla et al., 2010a, 2010b; Cao et al., 2018, 2016; Seidel et al., 2015; van Heemst et al.,
2000), most of them characterizing the OM at a bulk level, with elemental and isotopic
techniques (Cloern et al., 2002; Guo and Santschi, 1997; Raymond and Bauer, 2001; Thornton
and McManus, 1994). Nevertheless, OM transformation in the estuarine aquatic and sediment
compartments involves processes taking place at the molecular level. Additionally,
simultaneous characterization of estuarine DOM, POM and sediment OM was only rarely

carried out despite the constant interactions and exchanges between these three OM pools.

The Seine Estuary is the third largest estuary in France after the Gironde and Loire along the
French Atlantic coast. Its watershed represents 12% of the France area (78 600 km2) in which
30% of the French population, 40% of the industry and 25% of the agriculture are
concentrated. This ecosystem is a typical example of a macrotidal estuary subjected to high
anthropogenic pressure. Only limited information is available on OM dynamics in the Seine
Estuary, most of it being derived from bulk elemental and isotopic analyses (Garnier et al.,

2008; Savoye et al., 2003).

The aim of this study was to constrain the sources and fate of the OM in the Seine Estuary.
The spatiotemporal dynamics of the OM along the estuary was investigated by comparing the
bulk and structural features of the different pools of OM (DOM, POM and sediment OM). The
effect of the RO/ED isolation of DOM was assessed using spectroscopic techniques.
Characterization of the different OM pools was performed by combining elemental, isotopic

and chemical structure analyses.

3.2 Results

3.2.1 Isolation of the DOM

Recovery yield of RO/ED based on DOC measurements ranged from 26 % to 87 %, with a mean
yield of 59%. Highest yields were obtained for low salinity samples (Poses, Rouen, Caudebec

and Tancarville) and the lowest for the marine sample (La Carosse; Table 1).

-114 -



Chapitre 3 : Dynamique de la matiere organique dans I'estuaire de Seine

Table 1 : DOC recovery after concentration and desalting of water samples by RO/ED. *DOC is not
available for this sample and was set to the concentration observed in the upstream part of the estuary
(Rouen).

S | Initial Final Initial DOC Final DOC
aMPI€  Campaign  volume  volume M@ ina Yield (%) Salinity
Location (mg/L) (mg/L)
(L) (L)
. January
Tencanle o5 o B S v 4
Caudebec 106 5.9 3.3 42.5 73 0.3
Tancarville ] 41.5 3.2 1.7 16.5 72 0.6
. April 2015
Fatouville 102 6.3 1.8 15.1 51 17.7
_Honfleur 1015 48 .22 208 . “a 199
Fatouville 102.3 5.3 1.7 23.3 69 2.7
July 2015
laCarosse 102 . 35 13 S5 .. 26 ...323
Poses . 103.5 33 2.5% 37 47 0
April 2016
Caudebec 105.8 6 2.1 21.4 58 0.3

The DOM quality was compared before and after RO/ED isolation using UV-vis and EEM
spectroscopy. For most samples, the Sz7s.295, S3s0-200 and E2/E3 slightly increased after RO/ED
processes, with a mean variation of 25%, 29% and 17% respectively, whereas no trend was

observed for the Sg, with a mean variation of 19% (Table 2).

Table 2 : Values of UV-visible indices before and after the RO/ED isolation of DOM.

Initial Final
Location Date S275.205  Sssoao0 E2/E3 Sg | S275.205  Ssso-a00 E2/E3 Sk
Tancarville Jaznoula;y 0013 0019 53 071 0016 0029 63 057
Caudebec | 0013 0019 6 072]| 0019 0032 7 06|
Tancarville April 2015 0.013 0.021 5.1 0.62] 0.019 0.033 6.2 0.58
Fatouville 0.014 0.018 6.3 0.79] 0.016 0.016 5 1.01
Honfleur | 0.014 0018 63 082] 0.018 002 62 09 |
Fatouville July 2015 0.016 0.032 5.4 0.49] 0.019 0.025 6.1 0.76
laCarosse || 002 002 6 1.09| 0.02 0028 63 0.71
Poses . 0.014 0.017 46 0.84| 0.017 0.02 6.2 0.83
April 2016
Caudebec 0.014 0.018 58 0.8 ] 0.018 0.021 7.1 0.84

The 3D fluorescence spectra were dominated by the o’ and B bands, followed by the a and y

bands (Table 3; Figure 47).
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Before RO/ED After RO/ED
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Figure 47 : 3D fluorescence spectra of DOM samples from Tancarville (January 2015) before (left
panel) and after (right panel) RO/ED process. Spectra are presented in the same scale with a normalized
fluorescence unit (between O = minimal measured fluorescence, and 1 = maximal measured
fluorescence).

Only limited variations (< 15%) in the relative abundance of the a, a’ and B bands were
observed after RO/ED, while the less intense y band shows higher variability, between 15 and
45% (Table 3; Figure 47). The highest variations in the relative abundance of the different
fluorescence bands were observed for the marine sample from La Carosse.

Table 3 : Relative abundance of the four main fluorescence bands (%) before and after the isolation of
DOM by RO/ED.

Initial Final
Location Date a(%) o'(%) B(%) v(%N)|a(% o(%) B(%) v(%
Tancarville ’aznoula;y 213 514 220 53 | 193 521 224 6.2
“Caudebec |- 146 483 233 139 | 154 48 25 116
Tancarville . 16 47.8 23.1 13.2 16.5 50.1 23 10.4
] April 2015
Fatouville 14.4 49.7 22.9 13 16.4 51.2 22.3 101
_Honfleur |- 151 481 235 133 | 156 555 212 7.7
Fatouville 16.6 49.3 23.4 10.7 19 49 24.1 7.9
July 2015
LaCarosse | 182 411 196 26 | 18 448 229 143
Poses . 19.5 46.3 243 9.9 18.8 49 243 7.9
April 2016
Caudebec 17.3 47.8 24.2 10.7 18.4 48.1 256 79

3.2.2 Elemental and isotopic composition

In DOM, total organic carbon (TOC) ranged from 6.7 to 20.7% (mean 11.5%) and total nitrogen
(TN) from 0.53 to 1.59% (mean 1%; annex 3). POM and sediment OM exhibited significantly
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lower TOC and TN values than the concentrated DOM samples (Figure 48). TOC ranged from
1.2 to 7.7 % (mean 3.4%) and from 0.03 to 7.1% (mean 2.6%) in POM and sediment OM,
respectively. Similarly, TN ranged from 0.16 to 0.69% (mean 0.4%) and from 0.005 to 0.84%
(mean 0.3%) in POM and sediment OM, respectively. The C/N atomic ratio of DOM was
significantly higher than that of POM and sediment OM (Wilcoxon test, p < 0.05 for both). It
ranged from 12.1to 15.8in DOM, from 8.2 to 13 in POM and from 7 to 12.8 in sediment (Figure

49).
TOC ™
201 * 1.5+

c}c; a
£ 151
'-o§ 1.04 b c
S 104
(6]
c
8 0.5

5 4 a

0- 0.0

DOM POM  Sediment OM DOM POM  Sediment OM

Figure 48 : Distribution of total organic carbon (TOC) and total nitrogen (TN) in the different
compartments (DOM, POM and sediment OM). Letters correspond to groups calculated with Dunn’s
Test (threshold of 0.1).

For the three OM compartments, the 63C increased downward the estuary (Figure 49; annex
3) without significant differences between the considered compartments, ranging from -28.5

10 -23.2%o0 in DOM, from -29.9 to -22.5%o in POM and from -29.6 to -24.2%o in sediment.
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Figure 49 : 8"°C vs. C/N diagram for all samples (DOM, POM and SED OM). Circles, squares and
diamonds represent DOM, POM and sediment OM, respectively. The color corresponds to the location
of the sampling site.

3.2.3 Radiocarbon composition

The proportion of radiocarbon in the different samples is expressed as A*C. Positive values of
the A'C indicate a recent sample, i e. post 1950, and cannot be correlated with the age, due
to the morphology of the post bomb curve (Hua et al., 2013), an increase in positive A*C
values reflecting either an increase or a decrease in the age of the sample. However, samples
with negative A“C are samples older than 1950. The A“C determined in the different

compartments ranged from -88 to 123 %o (mean 27%.) for DOM, from 55 to 1015 %o (mean
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273%.) for POM and from -110 to 123%o (mean -20%e.) for sediment OM (Figure 50; annex 3).
Most POM samples showed higher values than DOM and sediment OM (Figure 50).

1000 1

750 1

500 1

A™C (%o)

250 1

DOM POM Sediment OM

Figure 50 : A™C of DOM, POM and sediment OM along the Seine Estuary. The dashed line represents
the 0 value, data above this point are post 1950 (post bomb) and those below are ante 1950.

3.2.4 Functional groups

13C NMR spectra were recorded to identify the main functional groups in the OM samples
(Figure 51). DOM samples were dominated by a broad peak between 0 and 60 ppm,
maximizing at 23 and 40 ppm, corresponding to aliphatic C, with a shoulder at 55 ppm
corresponding to methoxy C and/or C located a to amino acid groups (Figure 51a). For POM
and sediment samples, this aliphatic peak ranged between 0 and 50 ppm, maximizing at 30
ppm, with a much better resolved peak at 55 ppm (Figure 51b and c). All samples showed an
intense well-resolved peak at 72 ppm with a shoulder at 104 ppm, assigned to O-alkyl C and
anomeric C from carbohydrates, respectively. A broad signal between 110 and 160 ppm
encompassed aromatic and phenolic C and, finally, a well-resolved peak of carboxylic C
resonated at 175 ppm. Between 200 and 210 ppm, a small signal attests to the presence of

carbonyl C.
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Figure 51 : 13C NMR spectra of samples collected in April 2016: (a) DOM from Poses, (b) POM from
Rouen and (c) surficial sediment (0-1 cm depth) from Rouen. Raw spectra are presented in black,
deconvolution peaks in grey and the result of the deconvolution modeling is shown in red.

An easier comparison between the spectra can be achieved through their decomposition and
integration. 18 peaks were required to obtain a good fit (Figure 51; annex 3). The functional
groups were assigned as described by Mao et al. (2017). They were further grouped into 8
types of C, namely aliphatic C, methoxy C (although amino acids C may also contribute to this
peak), O-alkyl C, anomeric C, aromatic C, phenolic C, carboxylic C and carbonyl C and the
corresponding integrated peak areas were summed (Figure 52). Although these are not

absolute values as they are obtained from one spectrum with a given contact time and thus
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do not take into account potential differences in relaxation times between the different types

of C, they can be used for comparison purposes.
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Figure 52 : Average distribution of the carbon functional groups based on integration of 13C NMR
spectra for DOM, POM and sedimentary OM. Letters correspond to groups calculated with Dunn’s Test
(threshold of 0.1).

Only slight statistical differences were observed between POM and sediment OM (Figure 52).
The relative abundance of aliphatic C (0-50 ppm) is lower in POM and sediment OM than in
DOM (Figure 52), mainly due to the decrease in the CH peak (38-42 ppm), suggesting the
presence of more substituted and branched moieties in DOM. In contrast, the higher
abundance of CH; groups (22-25 ppm and 30 ppm) in POM and sediment OM suggest that
these two OM pools contain (macro)molecules with longer alkyl chains than DOM. POM and
sediment OM are also enriched in methoxy C (54-55 ppm), in aromatic C (mostly due to the
increase in the non-protonated aromatic C at 133 ppm) and in phenolic C (154-157 ppm)
whereas they are depleted in carboxylic C (174-176 ppm) compared to DOM (Figure 52). This
likely reflects a higher contribution of lignin moieties in POM and sediment OM than in DOM.

The relative proportion of O-alkyl C (62-84 ppm) to anomeric C (102-104 ppm) does not show
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any significant difference between the three compartments, although the contribution of the
CH20R peak (62 ppm) increased from DOM to POM and sediment OM at the expense of the

other O-alkyl C peaks.

3.3 Discussion

3.3.1 Validation of the RO/ED protocol to isolate DOM

After freeze drying, DOM samples isolated by RO/ED contained between 7 and 20% OC (Figure
48; annex 3). These values are consistent with those previously reported in literature for
marine DOM isolated by RO/ED (7 to 22% of OC; (Green et al., 2014; Helms et al., 2015).
Although efficient in removing salts, RO/ED does not eliminate all minerals, especially Si(OH)a4
and B(OH)s as previously observed for marine samples (Helms et al., 2015). However, RO/ED
results in a large increase in carbon concentrations, 7 to 14 times higher than in the starting
samples based on DOC analyses (Table 1), thus allowing the study of DOM chemical structure.
The recovery yield is variable but is generally equal or higher than 50 % (Table 1). The highest
yields are associated with upstream samples (up to 87 %). Conversely, the lowest yield (26 %)
is observed for the most marine sample (La Carosse; Table 3). Due to its higher initial salt
concentration, a longer ED step was necessary to reach the required conductivity (< 500
uS/cm) compared to the freshwater samples. This longer ED may have induced the loss of a
larger part of the small negatively charged organic moieties (Huguet et al., 2009a). Moreover,
for La Carosse, a stronger loss of sample occurred during the desalination due to membranes’

wear.

In addition to quantitative DOC measurements, the UV-visible properties of DOM before and
after the concentration and desalting steps were compared to examine the potential
qualitative changes or losses of DOM induced by RO/ED. The variations in the different
parameters derived from UV-visible analyses (S275-205, S3s0-400, E2/E3 and Sg) for the Seine
Estuary samples were limited, ranging between ca. 15 % and 30 % (Table 2). Such variations
are consistent with those previously observed for marine DOM samples isolated by RO/ED
(31% for the Sa75.295, 26% for the S3s0-400 and 38% for the Sg; (Helms et al., 2013; Helms et al.,
2015). This suggests that the RO/ED process does not lead to major qualitative changes of
estuarine CDOM.
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(Zsolnay, 2003) has reported that, during concentration by RO, small hydrophobic molecules
could aggregate, resulting in an apparent increase in the proportion of high molecular weight
molecules. Such an effect should systematically lead to a decrease of the Sg after RO/ED, as
this ratio is negatively correlated with the average molecular weight of DOM (Helms et al.,
2008). This trend was not apparent in the present study, the Srincreasing or decreasing after

RO/ED depending on the sample considered (Table 2).

3D fluorescence measurements were performed in addition to UV-visible analyses to refine
gualitative DOM characterization. Limited differences in the relative abundances of the
different fluorescence bands (Table 3) were observed between the initial DOM sample and
the RO/ED-DOM. A decrease in the relative abundance of the y band was generally observed
after RO/ED, consistent with the loss of protein material observed by (Helms et al., 2013) when
isolating marine DOM samples by RO/ED. For the low salinity samples (S < 5, with highest DOC
yield; Table 3), the fluorescence spectrum of the RO/ED-DOM was very close to that of the
initial DOM (Figure 47).

The variations in intensity between 3D fluorescence spectra (%var) were calculated using Eq.
11, where u is the initial spectrum, v the final one, and i represent the fluorescence intensity

at x excitation and y emission:

%varq, ) = % X Z’i\’ﬂW X 100 (Eg. 11)

Before calculation, all spectra were normalized: the minimal value was set to 0, the maximal
was set to 1, and all other values were calculated using linear regression between 0 and 1.
This normalization allows qualitative comparison of the spectra, as they have the same range
of values. Data points with normalized intensity lower than 0.1, corresponding to noisy signal,
were excluded from the calculation. The total number of data points (N) was determined after

having applied this threshold.

The total variation of fluorescent DOM before and after RO/ED was limited, ranging between
3.9 and 22.2% (mean 13.2 %; annex 3). The highest differences in fluorescent DOM properties
induced by the RO/ED process were observed for the marine sample from La Carosse and were

mainly related to the partial loss of protein-like material (y band) during RO/ED as previously
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discussed. Nevertheless, the present results show that DOM isolated by RO/ED shares at least

75% of its fluorescence properties with initial DOM, whatever the sample.

Altogether, both UV-visible and fluorescence analyses showed that DOM isolated by RO/ED is
roughly representative of the OM initially present in the water sample, independently of the
salinity, in line with previous results obtained for marine environments (Helms et al., 2013;
Helms et al., 2015). Therefore, RO/ED presents the double advantage of isolating DOM from
estuarine samples in rather high yield with a limited alteration of its quality. This ensures the
good reliability of the bulk and structural characterization of estuarine DOM and will allow a
confident comparison of DOM, POM and sediment OM characteristics for samples from the

Seine Estuary.

3.3.2 Characteristics and sources of OM in the different pools

Elemental analyses of the Seine Estuary samples allowed the calculation of the C/N ratio,
which is classically used as a proxy for the sources — terrigenous origin, i.e. OM derived from
plants/produced in soils vs. aquatic origin, i.e. OM produced in situ in the estuary — and
degradation degree of OM in aquatic environments. An increase in the C/N ratio reflects a
more degraded OM (Rice and Tenore, 1981) and/or a higher contribution of terrigenous
material, the C/N ratio of plant-derived OM being higher than 20 (Hedges et al., 1997). In
contrast, algae and bacteria are enriched in N (Talbot and Johannessen, 1992), leading to C/N

ratios below 10 (Meyers, 1994).

The overall low C/N ratios of DOM, POM and sedimentary OM in the Seine Estuary (< 16;
Figure 49) suggest that OM is mostly derived from aquatic sources. Among the different pools,
highest C/N ratios were observed in DOM (12-16) compared to POM and sediment OM (<12,
Figure 49). This could be explained by (i) a preferential enrichment of DOM in terrigenous
material and/or (ii) increased contributions of OM with a degraded signature in the dissolved

pools than in the particulate and sedimentary ones.

Terrigenous inputs were evidenced by 3C NMR spectroscopy especially in POM and sediment
OM. POM and sediment OM were indeed enriched in aromatic, phenolic and methoxy C
(Figure 52), i.e. in lignin moieties compared to DOM. The application of the molecular mixing

model (Baldock et al., 2004; cf. section 2.8.) to the NMR data from the Seine Estuary further
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confirms that the proportion of lignin and char, and thus of terrigenous OM, is higher in POM
and sediment OM than in DOM (Figure 53; annex 3). In parallel, DOM was shown to be
enriched in proteins and carbohydrates, i.e. fresh OM with respect to POM and sediment OM
(Figure 53). The enrichment in proteins may appear at variance with the trend derived from
the C/N ratio, indicating a depletion of DOM vs. POM and sediment OM in N-moieties (Figure
49). This is likely due to fact that N mainly occurs in heterocycles in POM and sediment OM,
in agreement with the higher aromaticity of OM in these two pools compared to DOM (Figure

52).
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Figure 53 : Relative abundance of the molecular components of DOM, POM and sediment OM derived
from the molecular mixing model proposed by Baldock et al. (2014). For each compartment, results
correspond to the mean value + standard deviation. Letters are attributed based on the results of Dunn’s
test (threshold of 0.1)

Considering proteins as a proxy for aquatic OM and lignin for terrigenous one, the protein to
lignin ratio (P/L) derived from the molecular mixing model reveals that the relative proportion
of aquatic material is highest in DOM, whereas sediments are the most enriched in terrigenous
OM, POM being intermediate between these two end members (Figure 54). The difference in
C/N ratio between the three OM pools should rather be explained by a higher degradation of
DOM. This is further supported by the higher carboxylic C content shown by NMR in DOM, in
agreement with the oxidative degradation of OM (Kdgel-Knabner, 1997). The lower
degradation of labile moieties (e.g. proteins or carbohydrates) in POM than in DOM could be
due to the protection of these moieties onto solid phase, thus allowing a better preservation
of the labile organic matter (Keil et al., 1994). As observed in the Seine Estuary, the particulate
pool of Chesapeake Bay (Loh et al., 2006) and Galveston Bay (Guo and Santschi, 1997) was

suggested to have a lower degree of recycling than the dissolved one. A difference in C/N ratio

-125-



Chapitre 3 : Dynamique de la matiere organique dans I'estuaire de Seine

between DOM and POM has also been observed for ultrafiltered DOM (UDOM, 1-100 nm) and
POM (UPOM) from North Pacific, suggesting that the higher C/N value of DOM may be
associated with molecules smaller than 100 nm (Sannigrahi et al., 2005). The differences due
to the rapid decomposition observed between the different OM pools in estuaries can be
generalized to marine environments, as DOM from eastern North Pacific and Southern Oceans

was reported to have a higher C/N ratio than POM and sediment (Loh and Bauer, 2000).
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Figure 54 : Protein/Lignin ratio inferred from the 13C NMR molecular mixing model developed by
Baldock et al. (2014) for DOM, POM and sediment OM. Letters are attributed based on the results of
Dunn’s test (threshold of 0.1)

Bulk DOM A'C signatures of the Seine Estuary samples were also determined to gain further
insights into OM cycling and sources. As noted by Bauer and Bianchi (2011), detailed
investigation of A*C (as well as 6'3C) in the dissolved organic pool of estuaries was rarely
achieved, and most results were obtained for North American estuaries. DOM was generally
observed to be *C-enriched (and thus younger) compared to POM in river and estuarine
ecosystems, which was suggested to be due to a predominant contribution from recently
produced *C-enriched soil and litterfall OM in the dissolved pool, in contrast with POM mainly
deriving from materials persisting in the river or watershed for much longer time than DOM
(Bianchi and Bauer, 2011 and references therein). In contrast with most of the systems, in the

upstream part and MTZ (except at Fatouville July 2015) of the Seine Estuary, both DOM and
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POM were of recent age (annex 3). This is likely due to the fact that these two OM pools are
predominantly of aquatic origin all along the estuary, as previously discussed, and share the
same contemporary carbon sources. Then, in the downstream part of the estuary (Fatouville,
Honfleur and La Carosse; annex 3), DOM shows an opposite trend and is depleted in **C
compared to DOM and POM samples collected upstream, which reflects the transition from
riverine-dominated to marine-dominated area of the estuary. Indeed, in oceanic and coastal
settings, the average age of POM, mainly derived from contemporary-aged phytoplankton, is
younger than co-occurring DOM due to the preferential removal of 4C-enriched young
material and preferential preservation of older *C-depleted DOC along estuaries (Raymond

and Bauer, 2001).

Although no major difference could be evidenced between POM and sediment OM from
elemental analysis, and only limited difference from 3C NMR, these two compartments are
discriminated by **C age. All POM samples are indeed recent (i. e. post 1950), whereas the age
of sediment OM samples encompasses post and ante 1950 dates (Figure 50). Several
concomitant processes can be put forward to account for this difference, as partly
hypothesized in the deep ocean (Wang et al., 1996): (i) rapid decomposition of aquatic, labile
organic matter in the water column and/or in the sediment; (ii) preferential deposition and
incorporation of “older” terrigenous OM in the sediment; (iii) bioturbation and sediment
resuspension, diluting the “recent” A C-enriched signal of surficial sediment with “older”
carbon depleted in 1C from deeper sediment. The first and second hypotheses are supported
by the higher values of the P/L ratio in POM than in sediment, implying that the proportion of
labile vs. terrigenous OM is higher in the particulate pool than in sediment. Conversely, Seidel
et al. (2015) have suggested that the depletion in terrigenous OM observed in estuarine water
columns could be due to its sorption onto sinking particles, enriching the sediment in
terrigenous OM. The third hypothesis — sediment resuspension — should also be taken into
account to explain the differences in A¥C of POM and sediment OM, as in the MTZ the A'*C
of sediment OM (0-1 cm, 5-6 cm and 9-10 cm) was observed to be correlated with the
hydrodynamic conditions in the Seine Estuary (Figure 55a.). It can be suggested that strong
tides lead to the resuspension of fresh and young **C-enriched sediment, leaving at the surface
deeper and older *C-depleted sediment OM. In contrast, low tidal flows allow the deposition

of young #C-enriched, autochthonous OM at the surface of the sediment (Dyer, 1995). This
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interpretation is further supported by the significant decrease in the P/L ratio, and thus in the

proportion of aquatic OM in MTZ sediment with increasing tidal coefficients (Figure 55b.). This

bioturbation/resuspension hypothesis is also emphasized by the non-linear decrease of the

A'C in the sediment OM with depth (annex 3).
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Figure 55 : Correlation between (a) the A14C of sediment OM (0-1 cm, 5-6 cm and 9-10 cm) in the

MTZ and (b) the Protein/Lignin ratio with the tide coefficient for 0-1 and 9-10 cm sediment OM.

In the MTZ, the P/L ratio of POM was also significantly correlated with surface water

temperature (p = 0.70, p < 0.05; Figure 56). This increase in the proportion of aquatic OM with

temperature likely reflects the fact that the biological productivity in the water column and/or

phytoplanktonic bloom is related to temperature (Garnier et al., 1995). The massive input of

phytoplanktonic OM will

increase the production of labile OM (i.e. proteins and

carbohydrates) (Goldman et al., 1992), resulting in the dilution of terrestrial OM (i.e. lignin).
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Figure 56 : Correlation between the Protein/Lignin ratio of POM samples and surface water
temperature measured during sampling in the MTZ.

3.3.3 Spatial variations

83C is a useful tracer for DOC in riverine and estuarine systems (Raymond and Bauer, 2001).
As the riverine OM (terrigenous OM and freshwater phytoplankton OM) is generally depleted
in 13C with respect to marine OM (Cloern et al., 2002), the isotopic composition of OM is
commonly used to discriminate riverine versus marine sources in estuarine and coastal
environments (Canuel and Hardison, 2016). Whatever the considered OM compartment, the
813C increases downward the Seine Estuary, reflecting mixing between riverine and marine

OM (Figure 49).

A broader range of §13C values is observed in the downstream zone than in the other two parts
of the estuary, likely reflecting the large environmental differences between Honfleur (end
limit of the MTZ and beginning of the downstream zone) and La Carosse (in the Seine Bay).
Honfleur shows similar elemental and isotopic composition with the MTZ samples, whereas

La Carosse is enriched in §3C, in agreement with a more marine environment.

The downward increase in 63C has been observed along numerous estuaries (e.g. Tay, Pearl
River, Mackenzie, Eble, Ems, Rhin) for POM and sediment OM (Thornton and McManus, 1994;
Middelburg and Herman, 2007; Emmerton et al., 2008; Yu et al., 2010), and was also reported

for DOM in the Amazon estuary (Seidel et al., 2015). Nevertheless, the detailed spatial
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evolution of the isotopic composition of POM was shown to be estuary-dependent based on
the study of 9 European estuaries of the Atlantic Coast (Middelburg and Herman, 2007). The
variation of the 63C of POM in the Seine Estuary (Figure 57a.) exhibits strong similarities with
the Rhine Estuary: a high variation of §3C (from -30 to -26 %o) for salinity < 1, constant 83C
(ca. -26 %o) for salinity between 1 and 20, and an increase of §3C (reaching up to -20 %o)
downstream. These similar trends likely reflect the close properties of the Rhine and Seine
estuaries, with high tides, low suspended particulate matter contents and low residence times

of water due to construction works and landscape (Middelburg and Herman, 2007).
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Figure 57 : (a) Evolution of the 613C of POM with salinity and of (b) the A14C of DOM with salinity.
A two-end member conservative mixing model (Shultz and Calder, 1976) was applied to
investigate in more detail the relative abundance of the riverine and marine OM sources along
the Seine Estuary. Eq. 12, where 63C is the isotopic composition of the sample, 6'3C, is the
end member value of the marine OM and §3C, is the end member value of the riverine OM,

was used to calculate the fraction of riverine OM F;:

§3c-6%3c,,
b= wosve,  (Fa12

The 8'3C, was set to -30%o Which is the value of §'3C observed in the most upstream sample

(Poses). This value is consistent with those observed in other estuaries (Middelburg and
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Herman, 2007). As no open marine sample was analyzed in the present study, a value of -21%o
was used for the marine end member §'3C, based on §3C measurements in open marine

environment (Wada et al., 1987; Yu et al., 2010).

As expected, in the upstream zone, OM is mostly derived from riverine source (Fr 0.72 to 0.99),
with DOM showing the lowest F, values (between 0.72 and 0.83) and POM the highest ones
(from 0.80 to 0.99; Figure 58). This reflects the different isotopic compositions of the different
sources of OM in DOM and POM compartments. The relative abundance of riverine vs. marine
OM logically decreases in the MTZ, with almost equal contributions of these two sources in
the particulate and sediment pools (mean F, values of 0.53 and 0.57, respectively) and higher
riverine contribution in the dissolved compartment at the upstream limit of the MTZ
(Tancarville, mean F, of 0.8 for DOM; Figure 58). This may reflect the rapid degradation of the
labile marine DOM in the MTZ, due to the high bacterial activity encountered in this zone
(Garnier et al., 2008), and resulting in an increase in the proportion of riverine OM. This
degradation of labile OM should be less important within POM due to the protection effect
provided by the solid phase (Keil et al.,, 1994). Additionally, the higher reactivity of DOM
compared to POM and sedimentary OM, inferred from the C/N and P/L ratios (cf. discussion

above), explains the lower F; observed for DOM in the MTZ zone.
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Figure 58 : Fraction of riverine OM (Fr) in the 3 zones of the Seine estuary (upstream, MTZ and
downstream) for the 3 OM compartments (DOM, POM and sediment OM).
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At the beginning of the downstream zone (around Honfleur), OM still results from the mixing
between riverine and marine OM (Fig. 10). Nevertheless, in the most downstream sample (La
Carosse), OM is mainly derived from marine source, even though a slightly higher contribution
of riverine OM (ca. 35 to 40%) is observed in sediment than in POM and DOM. This is due to
the partial degradation of labile marine OM in the water column before its deposition onto
sediment, consistent with the lower values of the P/L ratio in sediment than in POM and DOM

(Figure 54).

The interpretation of the §'3C values of DOM in estuaries may be hampered by the complexity
of these ecosystems and the diversity of the DOM sources. Therefore, simultaneous
investigation of AC and 63C can provide further insights into estuarine carbon cycling
(Canuel and Hardison, 2016). Similarly to §3C, a significant decrease in A*C of DOM was
observed downward estuaries (e.g. Hudson River, York and Parker Estuaries in North America;
Raymond and Bauer, 2001), which may be explained either by the removal of A*C-enriched
upstream DOC along estuaries and/or by the input of A*C-depleted marine DOC. A similar
pattern was observed in the Seine Estuary, with a significant decrease in A“C-DOC from
upstream (between 16.9 %o and 105.3 %o in Poses and Caudebec) to downstream (-36.1 %o

and -102.2 %o in Honfleur and La Carosse, respectively; Figure 57b. and annex 3).

As previously discussed, the P/L ratio derived from *3C NMR data is a promising tool to assess
the relative abundance of terrigenous vs. aquatic OM along estuaries. This ratio was observed
to be significantly positively correlated with 8'3C in POM (p = 0.80, p < 0.05; Figure 59)
indicating that the variations in 813C along the Seine Estuary are linearly related to an increase
in the relative abundance of aquatic OM and/or preferential degradation of terrigenous OM
and are reflected in a change into the macromolecular composition of OM, as detected by *3C
NMR. In contrast, in the sediment pool, no relationship between 8'3C and P/L was observed
(Figure 59), implying that the molecular composition of sedimentary OM is not only related to
the mixing of riverine and marine OM, but also depends on additional processes (i.e. inputs or
removals of OM), such as the resuspension of the sediment into POM or the
production/transformation of OM within the sediment. Nevertheless, care should be taken
when interpreting the sedimentary data, as no NMR spectra could be recorded in the

downstream zone due to a too low signal to noise ratio.
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Figure 59 : Relationship between 613C of DOM, POM and sediment OM and the Protein/Lignin ratio.

3.3.4 Combined effect of spatial and temporal variations

To disentangle the effects of spatial and temporal variations on DOM, POM and sedimentary
OM characteristics, a principal component analysis (PCA) was performed with the C/N, §3C,
A'C, and 13C NMR-derived molecular mixing model data for all OM pools (Figure 60). The first
three dimensions explain 79.2% of the variance. The first dimension is positively linked to the
lignin (23.7% of the dimension) and char (22.8% of the dimension) content and negatively to
protein (17.8% of the dimension), lipid (16% of the dimension) content and C/N (12.9% of the
dimension). The second dimension is negatively linked to carbohydrate content (26.1% of the
dimension) and positively to 8§'3C (18.7% of the dimension), lipid content (14.2% of the

dimension), A*C (13.9% of the dimension) and protein content (12.4% of the dimension).

The PCA highlights the differences in chemical composition between DOM on the one hand
and POM and sediment OM on the other hand. Indeed, a higher C/N ratio, carbohydrate, lipid

and protein content as well as a lower char and lignin content was observed in DOM than in
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the other two compartments (Figure 60). This is consistent with the more labile and

hydrophilic nature of DOM.
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Figure 60 : Dimension 1 (43.9% of the variance) and 2 (23.3% of the variance) of the PCA based on
C/N, 813C, A14C, and NMR-derived molecular mixing model data for DOM, POM and sediment OM
(0-1 and 9-10 cm) collected along the Seine Estuary. Diamond symbols correspond to samples collected
upstream, squares to those collected in the MTZ and circles to those collected downstream. The digits
represent the different sampling campaigns.

The PCA also shows that bulk and structural characteristics of upstream POM are close to
those of upstream/MTZ sediment OM in the estuary, implying a limited degradation of POM
during the sedimentation or within the sediment. In contrast, in the MTZ and in the
downstream zone, the difference between POM and sediment OM is much higher, implying
that POM is transformed during the sedimentation processes or rapidly within the sediment.
Despite their location at the beginning of the downstream zone, Honfleur samples share
several similarities with those from the MTZ, in contrast with the samples from La Carosse in

the bay of Seine.
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For POM and to a lesser extent DOM, the PCA also emphasizes the spatial variation of OM
properties, as most samples are aligned following the §3C composition. This shows that within
a compartment, the main driver of the OM composition is the mixing of freshwater (riverine
OM) and seawater (marine OM). In contrast, no seasonal effect can be evidenced on DOM,
POM and sedimentary OM composition. Altogether, the PCA shows that in the Seine Estuary
OM quality mainly depends on its compartment (DOM/POM/sediment) and to a lesser extent

on the sampling zone (upstream/MTZ/downstream).

3.4 Conclusion

The source and fate of DOM, POM and sedimentary OM in the Seine Estuary were investigated
using bulk and structural analytical techniques. Such a study required beforehand the isolation
of sufficient amounts of DOM, which was performed using RO/ED. The latter was shown for
the first time to be an efficient method to isolate estuarine DOM, with only limited qualitative

modifications of DOM properties according to spectroscopic analyses.

The coupling of elemental, isotopic and *3C NMR analyses allowed a better understanding of
the complex dynamics of DOM, POM and sediment OM in the Seine estuary. Whatever the
compartment, OM was mostly of recent aquatic origin. Nevertheless, each OM pool had its
own properties and dynamics, the sediment and POM being enriched in terrigenous material
in comparison with DOM, whereas DOM is enriched in degraded aquatic material. This
difference could be due to the higher affinity of labile polar moieties for water, whereas
hydrophobic terrigenous OM may have higher affinity for the solid phase. The current multi-
compartment study was required to disentangle the processes and transformations of OM
from land to ocean, as each of these exhibit specific properties. The radiocarbon analysis
allows the recognition of 2 zones within the estuary: a river-dominated zone with recent DOM
and POM and a marine-dominated one with old DOM and recent POM. Moreover, the
dynamics of sediment OM seems to be linked to the hydrodynamic conditions within the
estuary, with its remobilization into POM during strong tide, and the deposit of aquatic-
enriched OM during weak tide. The Protein/Lignin ratio calculated from the 3C NMR-based
molecular mixing model especially appeared as a promising proxy to discriminate the sources
of estuarine OM, in combination with classical elemental and isotopic analyses. In addition to

the compartment of OM, the main factor driving the OM composition along the Seine Estuary
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was shown to be the mixing of fresh and marine waters. The approach proposed for the OM
characterization of the Seine Estuary could be applied to other estuaries, especially European

ones, which were much less investigated than those from North America.
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CHAPITRE 4 : LES BIOMARQUEURS LIPIDIQUES DANS
LES SEDIMENTS DE L’ESTUAIRE DE SEINE
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4.1 Introduction

Les analyses globales et structurales de la MO ont permis de montrer de grandes différences
de composition chimique entre les compartiments de I'estuaire de Seine : les sédiments et la
MOP sont enrichis en MO terrigéne a l'inverse de la MOD. Il a également été possible
d’estimer I'abondance relative de la MO terrigene et aquatique le long de I'estuaire de Seine.

Une augmentation de la proportion de MO aquatique a I'aval de I'estuaire a été observée.

Toutefois, ces résultats sont basés uniguement sur la composition moyenne des milliers de
molécules qui composent la MO. Il apparait essentiel de déterminer les caractéristiques de ce
matériel complexe au niveau moléculaire, afin d’obtenir des informations plus précises sur
I'origine et le devenir de la MO dans I'estuaire de Seine. L’analyse au niveau moléculaire de la
MO de I'estuaire de Seine permettra en particulier de préciser la composition chimique de la
MO terrigéne et aquatique et de déterminer quels types d’organismes ont produit la MO

(végétaux supérieurs, microorganismes, phytoplancton etc...).

De plus, les interactions entre la MO et les contaminants ont lieu a I’échelle moléculaire. La
MO influence le devenir et la biodisponibilité des contaminants en milieu estuarien. Une
caractérisation fine de la MO est indispensable pour mieux comprendre et prédire le
comportement des polluants (organiques ou inorganiques) dans I'estuaire de Seine, et leur

transfert du milieu continental en milieu océanique.

Afin de mieux contraindre les sources de la MO dans 'estuaire de Seine, les constituants
lipidiques de la MO ont été analysés dans 7 carottes de sédiments prélevées au cours de 3
campagnes d’échantillonnage menées sur 4 sites couvrant 'amont (Rouen), le bouchon
vaseux (Fatouville et Tancarville) et I'aval (La Carosse). Cette étude a été complétée de
maniére préliminaire par I'analyse de deux échantillons de MOP (Rouen avril 2016 et La
Carosse juillet 2015). Les lipides représentent par définition I'ensemble des molécules
extractibles a I'aide de solvants organiques. L’analyse des lipides de la MOD n’a pas été
réalisée, vu les teneurs plus faibles classiqguement observées dans la phase dissoute (2-3% de

la MOD ; Mannino and Harvey, 1999).

Au total, 5 familles de lipides ont été analysées : les n-alcanes, les alcools, les acides gras, les

stérols/stanols et les tétraéthers de glycérol. Ces molécules sont comprises dans les fractions
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apolaire (n-alcanes) et polaire (alcools, acides gras et stérols/stanols). La fraction de polarité
intermédiaire n’a pas été analysée car elle ne comporte que peu de molécules d’intéréts. Ces
différentes familles de lipides permettent d’obtenir des informations complémentaires sur les

sources et la dégradation de la MO (1.5.2).

4.2 Résultats et discussion

4.2.1 Propriétés physico-chimiques des sédiments

Les biomarqueurs moléculaires de 7 carottes de sédiment de 10 cm coupées en tranche d’1cm

ont été étudiée (Tableau 8).

Tableau 8 : Nombre d’échantillons analyses par carotte de sédiment dans 1’estuaire de Seine.

Site Campagne Nombre d'échantillons analysés

Tancarville Avril 2015 9
Fatouville Avril 2015 6
Tancarville  Septembre 2015 6
Fatouville Septembre 2015 6

Rouen Avril 2016 9
Fatouville Avril 2016 6
La Carosse Avril 2016 8

Dans les milieux naturels, la nature et la taille des minéraux jouent un role important sur la
guantité et la préservation de la MO. En effet, les minéraux argileux et de petite taille (avec
une grande surface spécifique) permettent généralement une meilleure préservation de la

MO (Hedges and Keil, 1999).

Deux familles de sédiments se distinguent a partir de la distribution granulométrique : une
fine et une grossiere. Un exemple des distributions granulométriques de ces deux familles est
présenté en Figure 61. Les sédiments les plus fins ont des textures majoritairement
limoneuses (taille des grains médians aux alentours de 10 um, cas de Fatouville 0-1 cm, avril
2015) alors que les sédiments grossiers ont des textures sableuses (tailles des grains aux
alentours de 100 um, cas de Fatouville 8-9 cm, septembre 2015). De plus, les sédiments sont
pauvres en argiles granulométriques < 2 um (< 0,7% du total). Au final, les sédiments sont un
mélange de limons (2 um — 20 um) et de sables (20um — 2 mm), ce qui confirme les

précédentes mesures granulométriques sur I'estuaire de Seine (Lesourd et al., 2016).
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Figure 61 : Exemple de deux cas extrémes de mesure granulométrique de sédiments de I’estuaire de
Seine.

Mis a part les sédiments dont la distribution est grossiere (Figure 61), la granulométrie des
sédiments est similaire dans la majorité des carottes de sédiment. Toutefois, les carottes
prélevées a Tancarville en septembre 2015 et a Fatouville en septembre 2015 et avril 2016

présentent des niveaux plus sableux (Figure 62).
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Figure 62 : Evolution de la granulométrie médiane des sédiments en fonction de la profondeur dans
I’ensemble des carottes de sédiment prélevées dans I’estuaire de Seine.

- 140 -



Chapitre 4 : Les biomarqueurs lipidiques dans les sédiments de I'estuaire de Seine

La teneur en carbone organique (Corg) varie en fonction de la granulométrie des sédiments
de I'estuaire de Seine (Figure 63). Les sédiments fins (entre 25 et 50 um) ont des teneurs en
carbone trés variables, allant de 1 a 8%. A 'inverse, les sédiments grossiers (> 50 um) ont des

teneurs en carbone similaires, inférieures a 0,5%.
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Figure 63 : Lien entre le Corg et la granulométrie médiane dans I’ensemble des sédiments de 1’estuaire
de Seine a toutes les profondeurs.

D’aprés les datations '4C (3.2.3), la MO est en général plus récente en surface (0-1 cm) qu’en
profondeur (9-10 cm) dans les carottes de sédiments excepté pour la carotte de Fatouville
prélevée en avril 2016 ou l'inverse est observé et pour celle de Rouen ou I'age de la MO est
récent sur toutes les profondeurs (Tableau 9). Ceci peut témoigner soit (i) d’'un dépot de MO
récente en surface des sédiments qui va se dégrader au cours du temps ou (ii) d'une
production de MO récente directement dans les sédiments de surface. L’age du sédiment dans
la tranche intermédiaire est, selon la carotte, plus vieux ou plus récent qu’en profondeur
(Tableau 9) ce qui peut étre lié a des phénomenes de resuspension des sédiments ou bien de

bioturbation.
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Tableau 9 : Age de la MO exprimé en AD obtenus par datation au "“Cpour les sédiments 0-1 ¢cm, 5-6
cm et 9-10 cm dans I’estuaire de Seine. R = Rouen, T = Tancarville, F = Fatouville, LC = La Carosse.
A1S5 = Avril 2015, S15 = Septembre 2015 et A16 = Avril 2016.

FA15 TA15 FS15 TS15 RA16 FA16 LCA16
0-1cm > 1950 > 1950 1436+18 1371+21 >1950 1335+36 > 1950
5-6cm 1868 +58 1755+30 1254+30 1412+20 >1950 NA 1241 +£35

9-10cm  1467+31 1893+26 1018+31 1099+64 >1950 1644+21 1846146

De plus, la teneur en oxygene dans le premier cm des carottes a été mesurée. Cette analyse a
montré que seulement les premiers millimetres sont oxygénés, le reste de la carotte étant
anoxique (Huguet et al., 2018). Cela va alors influencer les processus biogéochimiques dans
les sédiments, notamment en changeant les conditions redox mais également le cortege

microbien.

La concentration totale en lipides a été calculée a partir des extrait lipidiques et normalisée
par rapport a la teneur en carbone organique. Une tendance a l'augmentation de la
concentration est observée vers I'aval, notamment sur le site de La Carosse (Figure 64). Les
fortes teneurs en lipides dans les algues (Sargent and Falk-Petersen, 1988) pourrait expliquer
les plus grandes concentrations en lipides sur le site de La Carosse. Un tel enrichissement en

lipide a été observé dans les MOP de I'estuaire du Delaware (Harvey and Mannino, 2001)
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Figure 64 : Evolution de la concentration en lipides exprimée en mg par g de carbone organique dans
les sédiments de I’estuaire de Seine.
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Sur ces carottes de sédiment, I’évolution de plusieurs familles de molécules ont été analysés :
les molécules aliphatiques (n-alcanes, alcools, acides gras) les stérols et stanols ainsi que les
tetraéthers de glycérol. Ces biomarqueurs vont permettre de caractériser les sources de la

MO, mais également d’analyser la dynamique de la MO sédimentaire dans I'estuaire de Seine.

4.2.2 Les molécules aliphatiques

L’analyse des fractions apolaire en GC-MS a montré qu’elles étaient dominées par une série
de n-alcanes (Figure 65). Comme mentionné en 1.5.2, les alcanes font partie des lipides les
plus communs produits par les plantes terrestres, aquatiques et par les planctons (Eglinton
and Hamilton, 1967; Gelpi et al., 1970; Ficken et al., 2000). Leur longueur de chaine differe en
fonction des organismes producteurs, permettant d’utiliser leur distribution pour distinguer
les différentes sources de la MO. Des n-alcanes avec une longueur de chaine comprise entre

16 et 38 atomes de carbones ont été détectés dans I'’ensemble des sédiments de I’estuaire de

Seine.
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Figure 65 : Chromatogramme de la fraction apolaire de 1’échantillon prélevé a Rouen (0-1cm) en avril
2016. Les nombres représentent la longueur de chaine des n-alcanes, Std représente le standard
(tétracosane deutéré) et P un polluant (Erucylamide).

La quantité totale de n-alcanes exprimée en pg/g de sédiment sec diminue tout le long de
I’estuaire, avec des concentrations de l'ordre de 25 pg/g de sédiment a Rouen, et des
concentrations inférieures a 5 ug/g de sédiment a La Carosse (Figure 66). Ces concentrations

sont similaires a celles observées dans de nombreux estuaires (Jaffé et al., 2001; Xu et al.,
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2006; Ahad et al., 2011; Ankit et al., 2017). Cette diminution pourrait étre due a la dégradation
de ces biomarqueurs le long de I'estuaire, mais aussi a leur dilution lors de leur transfert vers
le milieu océanique. Aucune variabilité verticale ou saisonniére de la concentration en n-

alcanes n’est observée dans les sédiments de I’estuaire de Seine (Figure 66).

La quantité de n-alcanes exprimée en pg/g de sédiment est fortement corrélée a la teneur en
carbone organique (p = 0,87, pval < 0,01). Afin de tenir compte de la différence de teneur en
Corg entre les sédiments, il est donc nécessaire de normaliser les concentrations en n-alcanes

par rapport a celles en Corg.
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Figure 66 : Evolution de la quantité de n-alcanes dans les sédiments dans les différentes carottes, en
fonction de la profondeur. A15 = Avril 2015, S15 = Septembre 2015 et A16 = Avril 2016.

Les concentrations totales en n-alcanes normalisées par rapport a la teneur en carbone
organique sont comprises pour la plupart des échantillons entre 150 et 400 pg/gCorg (Figure
67). Toutefois, 3 échantillons présentent des teneurs en n-alcanes bien plus importantes (>
800 pg/gCorg) atteignant 925 pg/gCorg (Figure 67). Deux de ces échantillons ont été prélevés a
Fatouville en avril 2016 et ils sont localisés avant et apres un niveau plus sableux. Le dernier
échantillon est localisé dans un niveau plus sableux de la carotte de Fatouville prélevée en
septembre 2015. Nous avons donc cherché a voir si un lien existait entre la granulométrie des
sédiments et leur concentration en n-alcanes d’autant plus qu’une telle relation entre

granulométrie et concentration en n-alcanes normalisée au carbone organique a été
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rapportée dans des MOP de riviére jaune (Zhang et al., 2009). Quand on considére I'ensemble
des sédiments analysés, la corrélation entre granulométrie et concentration en n-alcanes est
faible pour I'ensemble des sédiments (p = 0,14, p = 0,35) et les observations précédentes ne
peuvent pas étre généralisées a I'ensemble des échantillons. Cependant, il faut noter que les
sédiments les plus grossiers sont les plus pauvres en Corg (< 0,5% ; Figure 63) et que les fortes
teneurs en alcanes peuvent étre liées a la combinaison d’un effet mathématique couplé a une
incertitude plus importante sur les mesures lorsque les valeurs de Corg sont faibles. En effet,
une faible variation de la concentration en Corg lorsqu’elle est faible peut entrainer une forte
variation de la concentration des n-alcanes normalisée (forme hyperbolique de la relation

entre les deux).

Aucune tendance des concentrations en n-alcanes n’a été observée ni avec la saison, ni avec

la profondeur, ni avec la position dans I'estuaire (Figure 67).
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Figure 67 : Evolution de la concentration en n-alcanes (exprimée en pg/gCorg) le long de I’estuaire de
Seine pour les différentes carottes de sédiment.

L’analyse statistique des distributions des n-alcanes par classification ascendante hiérarchique

a permis d’identifier 5 grandes distributions de ces composés :

- La distribution A est la plus abondante (16 échantillons). C’'est une distribution
unimodale dominée par I’homologue en Cy, avec une forte prédominance des

composés a chaines impaires (Figure 68). Cette distribution de n-alcanes est typique
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de celle des cires épicuticulaire des végétaux terrestres (Eglinton and Hamilton, 1967)

et est retrouvée classiqguement dans les estuaires (Jaffé et al., 2001; Xu et al., 2006).

- La distribution C (12 échantillons). C'est une distribution unimodale dominée par
I’'homologue en Czs avec une forte prédominance pour les composés a chaines
impaires. Cette distribution ne differe que légerement de la distribution A avec
toutefois des proportions en n-alcanes a chaines courtes et intermédiaires plus
importantes. Cette distribution pourrait témoigner d’une production des n-alcanes
principalement par des végétaux terrestres, avec une faible contribution de ces

composés issus des microorganismes et/ou algues.

- La distribution E (9 échantillons). C’est une distribution unimodale dominée par
I’'homologue en Cz6. Si I'on excepte ce composé, la distribution est dominée par les
homologues a chaines impaires (Figure 68). Cette distribution se caractérise également
par une quasi-absence des composés a tres longues chaines (> Cs1). Cette distribution
particuliere semble indiquer une source différente des n-alcanes dans ces échantillons.

L’origine du n-alcane en Cys est cependant encore inconnue a ce jour.

- La distribution B (8 échantillons) est proche de la distribution A dont elle differe

essentiellement par une plus forte abondance du n-alcane en C7 (Figure 68).

- La distribution D est tres particuliere est n’est présente que dans un seul échantillon
(Tancarville 4-5 cm Sept 2015). C'est une distribution trimodale basée sur les
homologues en Cig, C29 et C3s (Figure 68). Cette derniere pourrait résulter d’un mélange
de n-alcanes produits par des végétaux terrestres, par des algues et par une source
biosynthétisant des homologues a tres longues chaines sans prédominance

paire/impaire. Cette source pourrait étre un végétal terrestre ou aquatique spécifique.
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Figure 68 : Proportions moyennes et écarts types des 5 distributions de n-alcanes observées dans les
sédiments de I’estuaire de Seine.

Au final, les n-alcanes a longues chaines issus des végétaux terrestres dominent I'ensemble

des distributions.

Les fractions polaires présentent une plus grande diversité moléculaire que les fractions
apolaires. Parmi les composés aliphatiques, les alcools et les acides gras prédominent (Figure

69).
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Figure 69 : Chromatogramme de la fraction polaire du sédiment de surface (0-1 cm) prélevé a Rouen en
avril 2016. Les nombres en bleu représentent la longueur de chaine des acides gras, ceux en vert celle
des alcools et ceux en orange les stérols et stanols. Cop = Coprostanol, Chol = Cholestérol, EtCop =
éthylCoprostanol, Sito = Sitostérol et P = polluant (Erucylamide).

Tout comme les n-alcanes, la longueur de chaines des n-alcools varie en fonction de la source
des composés. Des alcools linéaires avec des longueurs de chaine comprises entre 14 et 30
carbones ont été détectés dans I'ensemble des échantillons de I'estuaire de Seine. Apres

analyse statistique, 3 types de distributions ont été distingués :

- La distribution A (27 échantillons) est bimodale, avec un maximum en Cz et un
deuxieme mode moins abondant en C,,. Cette distribution reflete une production des
alcools par des végétaux terrestres (Cranwell, 1981). L’alcool C;; témoigne de la
décomposition de la MO par des microorganismes dans les sédiments (Cranwell,

1981), et a été également observé dans des sédiments cotiers (Jaffé et al., 2001).

- La distribution B (16 échantillons) est dominée par I'homologue en C;s témoignant
d’une source majoritairement terrigéne de la MO. Toutefois, la présence d’alcools en
Ci6 et Cig en proportion plus importante que dans la distribution A pourrait suggérer

d’un apport d’alcools provenant d’algues (Cranwell, 1982).
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- Ladistribution C (7 échantillons) est proche de la distribution B, avec toutefois une plus
forte abondance des alcools en Ci6 ce qui témoigne d’un apport d’alcools produits par

les algues et une forte diminution du Cae.

30

el ih iii; s

Cl14 C16 C18 C20 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30

Proportion (%)

=]

(=)

Figure 70 : Proportions moyennes et écarts types des 3 distributions d’alcools observées dans les
sédiments de I’estuaire de Seine.

Outre les alcools, une série de 18 acides gras (ou AG) a été identifiée dans la fraction polaire
de I'ensemble des échantillons de I'estuaire de Seine. Les acides gras ont des longueurs de
chaine comprises entre 12 et 24 carbones, plus courtes que celles des n-alcanes et des alcools.
Les AG sont donc principalement issus des algues et/ou bactéries (Meyers, 2003). Les
homologues a 15 et 17 C possédent également des isoméres ramifiés en position iso
(groupement méthyle sur I'avant dernier carbone) et en position anteiso (groupement
méthyle sur I'antépénultiéeme carbone). Ces composés témoignent de la présence d’une
activité bactérienne dans les sédiments (Volkman et al., 1998). Enfin, 5 AG insaturés ont pu
étre détectés, 3 en Ci6 et 2 en Cis. L'analyse statistique a permis de distinguer 3 grandes

distributions :

- Les distributions A (23 échantillons) et B (25 échantillons) sont trés proches. Elles sont
dominées par le Ci6 et le C1g avec peu de longues chaines. La distribution B differe de

la A par des proportions en acide gras en Cig légerement plus importantes. L’absence
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de chaines longues dans ces distributions suggére une source des acides gras plutot

microbienne et/ou algaire.

- La distribution C (2 échantillons, ne correspondant pas a I'échantillon qui a la
distribution D des n-alcanes) est radicalement différente des deux autres. Elle est

dominée par ’lhomologue en Cis, alors que celui en Cis est présent en tres faible

guantité.
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Figure 71 : Proportions moyennes et écarts types des 3 distributions d’alcools observées dans les
sédiments de I’estuaire de Seine.

Dans la plupart des échantillons, la distribution des AG est donc fortement dominée par
I’'hnomologue saturé en Ci, trés abondant car présent dans tous les organismes (Volkman et
al., 1998). L'absence d’acides gras a longues chaines (>Cz¢) témoigne d’un apport majoritaire

d’acides gras provenant d’algues ou de bactéries (Meyers, 2003).

Ainsi, I'analyse des distributions des molécules aliphatiques témoignent de sources diverses
de la MO dans les sédiments de I'estuaire de Seine. Chaque biomarqueur est le reflet de
différentes sources : les n-alcanes semblent provenir en majorité des végétaux terrestres, les

acides gras des algues et les alcools d’un mélange des deux.
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L’analyse multivariée des distributions des n-alcanes, acides gras et alcools a été réalisée par
une analyse des composantes multiples (ACM). Cette derniére ne montre pas de lien entre les
différentes distributions des molécules aliphatiques. Ainsi, les abondances relatives des
différentes familles de molécules aliphatiques semblent indépendantes les unes des autres et

semblent donc provenir d’une source différente.

Pour permettre une meilleure interprétation des sources et du devenir des molécules
aliphatiques le long de I'estuaire de Seine et pour mettre en évidence d’éventuelles variations
spatiale ou temporelle, différents indices ont été calculés a partir de leur distribution (voir
1.5.2) : la longueur de chaine moyenne (ACL), la proportion de molécules terrigénes et
aquatiques (TAR), l'indice de proportion des plantes submergées (Paq, seulement sur les n-

alcanes) et I'indice de préservation des molécules aliphatiques (CPI).
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Figure 72 : Variation de ’ACL, du TAR, de la CPI du Paq des n-alcanes en fonction de la profondeur
et de la position dans I’estuaire de Seine.

-151-



Chapitre 4 : Les biomarqueurs lipidiques dans les sédiments de I'estuaire de Seine

L’ACL et le TAR des n-alcanes sont élevés, respectivement > 26 et > 3 et le Paq est faible (<
0,2 ; Figure 72). L’'ensemble de ces indices confirment la source terrigene des n-alcanes. Pour
les acides gras, I’ACL et le TAR sont faibles (respectivement < 18 et < 1,5 ; Figure 74) ce qui
confirme également leur origine algaire. Pour les alcools, I’ACL est également forte (> 24,5) ce
qui témoigne d’une prédominance pour les alcools produits par les végétaux terrestres (Figure
73). L'ACL des alcools est légeérement corrélé a I’ACL des n-alcanes (p = 0,39, p < 0,01) ce qui
témoigne d’'un comportement proche de ces deux familles de molécules aliphatiques.
Toutefois, le TAR des alcools est plus faible que celui des n-alcanes (entre 2 et 6 ; Figure 73)

ce qui pourrait témoigner d’une origine plus mixte des alcools.
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Figure 73 : Variation de I’ACL, du TAR, de la CPI des alcools et de la proportion en alcools Cz, en
fonction de la profondeur et de la position dans I’estuaire de Seine.

Les valeurs les plus faibles de I’ACL des n-alcanes sont obtenues pour les échantillons les plus

superficiels (0-1 cm) et les plus profonds (9-10 cm ; Figure 72). Les valeurs plus faibles de I’ACL
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des n-alcanes sont principalement liées a la quantité importante de ’lhomologue en Cus (p = -
0,89, pval < 0,01) dont la source précise n’est pas encore connue dans |I'estuaire de Seine (cf.
discussion ci-dessus). L’ACL des n-alcanes montre également de fortes variations au sein
méme d’une carotte, montrant une rapide variation des sources des n-alcanes au cours du
temps ou des phénomeénes de dégradation/bioturbations pouvant mélanger le sédiment
(Figure 72). De plus, les valeurs les plus faibles du TAR des acides gras sont généralement
observées en surface, témoignant d’une proportion plus importante d’acides gras d’origine
aquatique en surface des sédiments (Figure 74). Ces derniers seraient alors dégradés

préférentiellement le long des carottes, conduisant a une augmentation du TAR.
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Figure 74 : Variation de I’ACL, du TAR, de la CPI des acides gras et de la proportion en acides gras
insaturés en fonction de la profondeur et de la position dans I’estuaire de Seine.

Dans la carotte de Rouen, la majorité des échantillons présente des valeurs de CPI des n-
alcanes supérieurs a 5 (Figure 72). Les fortes valeurs de CPI, de I'ACL et du TAR confirment

donc l'origine peu dégradée des n-alcanes terrigenes a Rouen. Dans les autres sites, le CPl a
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des valeurs plus faibles, en général < 5, ainsi, les n-alcanes sont plus dégradés ou bien issus
d’une contamination des échantillons avec des hydrocarbures ou de la MO bactérienne

(Figure 72).

Pour résumer, la dynamique des molécules aliphatiques dans les sédiments de I'estuaire de
Seine est complexe de par leurs origines différentes. Ceci est en accord avec la littérature. En
effet, les cires épicuticulaires des végétaux terrestres sont enrichies en n-alcanes et
appauvries en alcools et en acides gras (Hadley, 1981) a I'inverse des microalgues, ou les
acides gras sont largement dominants par rapport aux n-alcanes (Volkman et al., 1989).
Toutefois, il semblerait que les acides gras déposée en surface des sédiments soient plus
labiles, et plus aquatiques, et que ces derniers soient rapidement dégradés en profondeur.
Les acides gras étant principalement produit en majorité par des algues (Volkman et al., 1989),
ils résultent donc d’un apport plus important de MO aquatique en surface des sédiments,
notamment vers I'aval. Ces résultats devront toutefois étre confirmés apres quantification de

la masse totale des acides gras dans les sédiments.

Il semble nécessaire d’utiliser d’autres biomarqueurs comme les stérols et les stanols, dont
les sources sont mieux définies, pour mieux préciser la dynamique de la MO dans I'estuaire

de Seine.

4.2.3 Les stérols et stanols

Les stérols et stanols ont été analysés dans I'ensemble des sédiments (Figure 69), mais
également dans deux échantillons de MOP prélevés a Rouen en avril 2016 et a La Carosse en
juillet 2015. Le nombre d’atomes de carbone des stérols est compris entre Cz7 et Cspdans la
MOP et Cy7 et Cy9 dans le sédiment. La distribution des stérols dans les sédiments des 4 sites
est présentée en Figure 75. Dans I'ensemble des échantillons, le sitostérol et le cholestérol
sont trés abondants (Figure 75). Il en est de méme pour le coprostanol a Rouen
(Figure 75). Au total, 6 stanols (coprostanol, epicoprostanol, cholestanol, ethyl-coprostanal,
campestanol, sitostanol) et 9 stérols (Cholesta-dien-ol, cholestérol, methyl-cholestérol,
brassicatérol, 24-methylcholesta-5,24(28)-dien-3B-ol, campestérol, stigmastérol, sitostérol,

dinostérol) ont été identifiés dans les sédiments de la Seine.
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Proportion des stérols (%)

Proportion des stanols (%)

Figure 75 : Distribution moyenne et écart type des stérols (haut) et des stanols (bas) dans I’ensemble des
carottes pour chaque site de prélevement. Les données présentées sont la moyenne des différentes
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carottes et profondeurs.

Les résultats liés aux stérols puis aux stanols seront abordés successivement. Les stérols ont
de nombreuses sources possibles. Les stérols en C,7 sont particulierement abondants au sein
du zooplancton (Volkman, 1986) et témoigneraient donc de la présence de ce type
d’organismes dans l'estuaire de Seine, en accord avec les études qui y ont été menées
précédemment (Dauvin and Desroy, 2005; Devreker et al., 2008). Les stérols en Cy9 sont issus

des végétaux supérieurs (Volkman, 1986). Le sitostérol est en particulier I'un des stérols les
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plus abondants dans le MO sédimentaire et confirme les apports terrigénes importants dans
I’estuaire de Seine également observés a partir de I'analyse des n-alcanes et alcools. Enfin, la
présence de stérols en Cys confirme qu’une portion de la MO est produite par du
phytoplancton (Xu et al., 2006). Le brassicastérol et le 24-methylcholesta-5,24(28)-dien-3B-ol
témoignent eux d’une source algale de la MO, notamment les diatomées (Volkman, 1986;
Volkman et al., 1998). Ces dernieres sont trés abondantes dans |’estuaire de Seine (Garnier et
al., 1995), expliquant la présence de ce stérol dans les sédiments. Enfin, la présence de
dinostérol suggere qu’une partie de la MO est produite par des dinoflagellés (Volkman, 1986;
Volkman et al.,, 1993; Phlips and Badylak, 1996), qui ont également été détectées dans

I’estuaire de Seine, mais dans une quantité moindre que les diatomées (Cugier et al., 2005).

La proportion du stérol C,7 (cholestérol) est plus élevée dans la carotte de Rouen que dans les
autres. Ainsi, en amont, les stérols semblent majoritairement d’origine zooplanctonique et/ou
phytoplanctonique (Volkman, 1986), le cholestérol pouvant cependant également témoigner
d’apports de MO issue des stations d’épuration (Stackelberg et al., 2004). Toutefois,
I'utilisation seule du cholestérol ne permet pas d’en déterminer son origine. A l'inverse,
I'abondance relative des stérols en Cyg, issus des végétaux terrestres, est plus élevée a 'aval
gu’a I'amont. Ceci témoigne d’apports majoritaires en stérols d’origine terrigene a I'aval,
méme si le sitostérol peut également étre produit par des algues marines (Jaffé et al., 2001;

Derrien et al., 2017).

Les stérols en Cy7 ont tendance a étre plus abondants en surface des carottes, a lI'inverse des
stérols en Cy, témoignant d’un enrichissement progressif en stérols issus des végétaux
supérieurs avec la profondeur (Figure 76), tout comme le suggéraient les acides gras. Un
enrichissement en stérols en Cy9 avec la profondeur a déja été observé dans des carottes
sédimentaires lacustres (Gaskell and Eglinton, 1976). Ce résultat est en accord avec les
observations effectuées a partir des autres biomarqueurs lipidiques aliphatiques, i.e. un
enrichissement en MO aquatique en surface du sédiment, et en MO terrigéne en profondeur

(4.2.2).
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Figure 76 : Evolution des proportions en stérols Cz7, Cas et Cog exprimé en % du total des stérols le long
de I’estuaire pour les différentes carottes de sédiment.

Afin de mieux différencier les sources des stérols et notamment 'origine potentielle du
cholestérol, il est nécessaire de s’intéresser aux produits de dégradation de ces derniers : les
stanols. L'isomérie de ces derniers permet de différencier des processus de dégradation
différents, et donc de mieux distinguer les sources possibles des stérols. Les 5a-stanols sont
en effet produits par dégradation microbienne des 5a-stérols correspondants (Murtaugh and
Bunch, 1967) alors que les 5B-stanols sont produits lors de la digestion dans les organismes
(Leeming et al., 1994). Les structures chimiques des stérols sont présentées dans le chapitre 1
(page 59). Ainsi, le 5B-cholestan-3B-ol ou coprostanol est produit principalement dans les
intestins humains (Bull et al., 2002) et est rejeté dans I’environnement par les stations
d’épuration (Stackelberg et al.,, 2004; Derrien et al.,, 2017). A l'inverse, le 24-éthyl-58-

cholestan-33-ol, ou éthylcoprostanol, est plutét produit dans les intestins d’animaux

herbivores (Derrien et al., 2017).
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Dans les carottes de sédiments de I'estuaire de Seine, les 5B-stanols dominent a Rouen, alors
gue les 5a-stanols prédominent dans les autres carottes (Figure 77). Ainsi, a Rouen, une part
plus importante des stanols est issue de MO fécale, et provient en particulier des stations
d’épuration comme révélé par la présence de coprostanol et d’épicoprostanol (Bull et al.,
2002; Vane et al., 2010). Ce fort apport en MO fécale a Rouen pourrait également expliquer
les teneurs élevées en cholestérol observées sur ce site. A I'inverse, dans les autres carottes,
les stanols proviennent majoritairement de la dégradation des stérols par des
microorganismes, probablement au sein des sédiments (Figure 77). De plus, les proportions
en 5a-stanols sont plus faibles dans les sédiments du bouchon vaseux prélevés en avril 2015
et 2016 (Figure 77). Ainsi, les stanols en avril dérivent plus de MO fécale, alors qu’en
septembre, ces derniers sont issus de la dégradation microbienne. C'est également dans les

sédiments de septembre que la MO est la plus ancienne (voir 4.2.1).
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Figure 77 : Evolution des proportions en Sa-stanols et 5B-stanols exprimées en % du total des stanols
dans I'’ensemble des carottes de I'estuaire de Seine.

Au final, I'analyse conjointe des stérols et des stanols permet de distinguer a la fois les sources

anthropique, algale, zooplanctonique et terrigene de la MO.

Afin d’aller plus loin dans I'étude de la distribution des stérols et stanols dans les différents

échantillons, plusieurs rapports ont été calculés :

- D’une part, le rapport stérol/5a-stanol (pour les homologues en Cy7, Czs et Ca9) qui
diminue avec la dégradation des stérols par hydrogénation (Gaskell and Eglinton,
1976). Aucune différence significative de ce rapport n’a été observée le long de

I’estuaire, et ce quelle que soit la longueur de chaine des composés, ce qui montre une
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production et une dégradation constante de ces derniers le long de I’estuaire de Seine
(Figure 78). Toutefois, tous les rapports montrent des valeurs plus fortes dans les
sédiments de surface (Figure 78). Ainsi, la dégradation microbienne des stérols semble
avoir lieu au sein des carottes, lors de I'enfouissement des sédiments. De telles
observations ont également été effectuées dans des sédiments lacustres (Ogura and

Hanya, 1973; Gaskell and Eglinton, 1976).

- D’autre part, un rapport de contamination fécale humaine calculé en utilisant le
rapport de la somme du coprostanol et de I'épicoprostanol sur la somme du
coprostanol, de I'épicoprostanol et du cholestanol (Bull et al., 2002). Des valeurs de ce
rapport supérieures a 0,7 témoignent d’un sédiment contaminé par des matiéres
fécale humaines alors que des valeurs inférieures a 0,3 montrent un sédiment non
contaminé (Bull et al., 2002). Ce rapport montre un sédiment trés contaminé a Rouen,
la contamination fécale diminuant ensuite a I'aval de I’estuaire. Il est probable que la
présence de Paris et/ou de la station d’épuration de Rouen entrainent un panache de

stanols fécaux qui vont se dégrader et se diluer dans |'estuaire.
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Figure 78 : Evolution le long de I’estuaire de Seine des rapports de dégradation microbienne des stérols
et de la contamination fécale.

-159 -



Chapitre 4 : Les biomarqueurs lipidiques dans les sédiments de I'estuaire de Seine

L’analyse qualitative de deux échantillons contrastés de MOP (Rouen a 'amont, prélevé en
avril 2016 ; La Carosse a l'aval, prélevé en juillet 2015) a permis d’identifier de nouveaux
stérols dans ces derniers. En effet, dans la MOP de La Carosse de juillet 2015, deux nouveaux
stérols apparaissent : le 24-methylcholesta-5,24(28)-dien-3B-ol et le dinostérol. Ces dernier
sont produits respectivement des diatomées (Volkman, 1986; Volkman et al., 1998) et par les
dinoflagellés. Ces deux stérols sont absents de la MOP prélevée a Rouen en avril 2016,
montrant une contribution plus importante en MO issue du phytoplancton dans la MOP a
I'aval de [I'estuaire. Ce résultat est en accord avec les analyses de biomasses
phytoplanctoniques dans |’estuaire de Seine, ou un fort déficit de productivité primaire a été
observé dans la zone amont de I'estuaire (étude en cours par Micky Tackx et Sami Souissi dans
le cadre d’un projet du GIP Seine Aval). De plus, une analyse de la variabilité saisonniéere des

stérols et stanols pourrait étre réalisée apres une analyse des lipides de I'ensemble des MOP.

Une comparaison de |'abondance des stérols et stanols dans les sédiments et la MOP a
également pu étre initiée (Figure 79). Toutefois ces résultats sont encore préliminaires et
doivent donc étre interprétés avec précaution. Ainsi, a Rouen, les distributions des stanols et
stérols dans la MOP et le sédiment sont similaires avec toutefois un enrichissement du
sédiment en coprostanol et sitostérol, montrant une proportion de MO fécale et terrigéne
légerement plus forte dans le sédiment que dans la colonne d’eau. Par contre, a La Carosse,
la distribution des stérols et stanols est radicalement différente. Ainsi, le sédiment est dominé
par le sitostérol, et donc par la MO terrigene, alors que la MOP est dominée par des stérols
issus de la MO aquatique. Il y a donc un enrichissement plus important en MO terrigéne dans
les sédiments vers I'aval. Ainsi, dans la zone amont de I'estuaire, le sédiment semble plutot
représentatif de la colonne d’eau contrairement a la zone plus marine qui contient une MO
plus terrigene que la colonne d’eau. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus suite aux
analyses globale et structurale de la MO présentées dans le chapitre précédent. Une telle
différence entre MOP et MO sédimentaire a également été récemment démontrée dans
I’estuaire de la riviere des Perles, avec un enrichissement en MO terrigene dans les sédiments
(Guo et al., 2019). Ce découplage pourrait s’expliquer en partie par la dégradation de la MO
aquatique, en général plus labile que la MO terrigene. Si ces hypothéses sont confirmées apres

analyse et quantification des stérols et stanols de la MOP, ceci pourrait confirmer I'intérét
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d’une analyse conjointe de la MOP et de la MO sédimentaire afin de mieux comprendre la

dynamique de la MO dans les estuaires.
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Figure 79 : Chromatogrammes des échantillons de MOP de Rouen (avril 2016) et de La Carosse (juillet
2015) et des sédiments de Rouen (0-1 cm ; avril 2016) et de La Carosse (0-1 cm ; avril 2016) apres
extraction des ions 129 et 215. Les stérols sont en bleu et les stanols en orange. Cop = coprostanol, eCop
= epi-coprostanol, Cho = cholestérol, Cha = cholestanol, Brass = brassicastérol, EtCop = éthyl-
coprostanol, Camp = campestérol, Stig = stigmastérol, Sito = sitostérol, Sita = sitostanol, Dino =
dinostérol.

4.2.4 Les tétraéthers de glycérol

Afin de tracer les contributions relatives des archées et des bactéries dans la MO des

sédiments de 'estuaire de Seine, une analyse des tetraéthers de glycérol a été menée.

Les tetraéthers de glycérol d’origine archéenne (6 composés; | a VI, les structures sont
présentées dans le chapitre 1 page 62) et bactérienne (VII a IX, les structures sont présentées
dans le chapitre 1 page 62) ont été identifiés dans la fraction polaire de I'ensemble des
échantillons de sédiment. La quantité totale en tetraéthers isopréniques est comprise entre
9,5 et 166,6 ug/gCorg, avec une tendance globale a I'augmentation de Rouen vers La Carosse
(Figure 80). Une tendance comparable (augmentation de la concentration en tetraéthers

isopréniques de 'amont vers I'aval) a été observée dans les sédiments de |'estuaire des Perles
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et de la riviere Jaune, causée par une production de MO par des Thaumarchées marine dans
le milieu (Zhu et al., 2011; Wu et al., 2014). La quantité de tetraéthers ramifiés varie quant a
elle 17,6 et 287,5 ug/gCorg et avec une tendance globale a la diminution le long de I'estuaire,
si 'on excepte la carotte de sédiment prélevée a Fatouville en septembre 2015 (Figure 80).
Aucune tendance des concentrations en tetraéthers avec la profondeur n’est observée dans

I’ensemble des carottes (Figure 80).
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Figure 80: Variation de la quantité en tetraéthers isopréniques et de tétraéthers ramifiés dans
I’ensembles des carottes de sédiment de I’estuaire de Seine.

Le rapport des tetraéthers bactériens sur les tetraéthers archéens a été calculé, afin d’estimer
les variations de contributions relatives de ces deux domaines de microorganismes (Figure
81). Ce dernier montre des valeurs trés élevées a Rouen ce qui suggere que les tetraéthers
bactériens y sont prédominants. Ce rapport diminue rapidement dans le bouchon vaseux puis
a 'embouchure de l'estuaire, ou les tetraéthers archéens deviennent prédominants. Ce
changement de communautés microbiennes dans les sédiments de I’estuaire a également été
observé en mesurant les quantités d’ARNr 16S bactériens et archéens. Ces analyses, réalisée
sur trois sédiments de surface en avril 2016, montre une augmentation de la biomasse

archéenne par rapport a la biomasse bactérienne a I'aval de I'estuaire (Huguet et al., 2018).
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Figure 81 : Evolution du rapport des tétraéthers ramifiés produits par les bactéries sur les tétraéthers
isoprénique, produits par les archées le long de I’estuaire de Seine pour différentes profondeurs.

La distribution des tetraéthers bactériens dans I'’ensemble des échantillons varie peu (Figure
82). Les tetraéthers bactériens prédominants sont les composés acycliques VII, VIII et IX,
comme observé classiquement dans la littérature (Loomis et al., 2011). Deux types d’isomeres
des tetraéthers bactériens sont actuellement connus : les 5-méthyl et les 6-méthyl. Pour
préciser I'isomérie, une apostrophe est rajoutée (e.g. Vlla’). Dans I'ensemble des sédiments,
les isomeres 6-méthyl dominent (Figure 82). Cette tendance est observée généralement dans
les milieux aquatiques (De Jonge et al., 2015). A l'inverse, la distribution des tetraéthers
archéens différe en fonctions des sites : a Rouen, seul le tetraéther | domine, alors que dans
les autres carottes, les composés | et VI dominent (Figure 82). Ce changement de distribution
a également été observé dans I’estuaire du Yangtze (Chine), le composé | étant prédominant
dans la riviere, et le tetraéther VI devenant plus abondant en aval (Zhu et al., 2011). Il refléte
un changement de diversité archéenne le long de l'estuaire. En effet, le composés VI
(crenarchaeol) est spécifique d’une espéce d’archées, les Thaumarchées. Le composé | est lui
prédominant chez les archées méthanogenes. Sur cette base, le rapport des tetraéthers I/VI a
été proposé pour déterminer les communautés archéennes prédominantes dans les
échantillons naturels (Blaga et al., 2009). En effet, les archées méthanogenes biosynthétisent
les tetraéthers | a V, les Thaumarchées produisant en plus le composés VI (Schouten et al.,
2002). Les valeurs du rapport I/VI > 2 témoignent d’une prédominance des archées

méthanogénes dans les sédiments (Blaga et al., 2009). Dans la carotte de Rouen, ce rapport
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est en moyenne de 4,2 + 0,2 montrant que les tetraéthers isopréniques y sont majoritairement
issus d’archées méthanogeénes. A l'inverse, le rapport I/Vl est de 1,0 £ 0,1 au niveau des autres
sites, indiquant que les Thaumarchées sont les archées prédominantes a I'aval de |'estuaire.
Une prédominance d’archées méthanogeénes dans les sédiments de rivieres ainsi que leur

disparition en aval, dans la zone cétiere a également été observé dans I'estuaire du Yangtze

Site
Rouen
Autres
i — s J
I 1] \ A% \i

VI

(Zhu et al., 2011).

80

Proportion des tétraéthers isopréniques (%)

20

10 Il
0 --_-n_ II

Site
Rouen
Tancarville
Fatouville
La Carosse

Proportion des tétraéthers ramifiés (%)

Vila
Vila
Vilb
Vb
Vile
Viic
Villa
Villa
Vilib
Villb
Villc
Ville m
IXa
IXb
1Xc

Figure 82 : Exemple des deux types de distribution des tétraéthers isopréniques observés dans les
sédiments de I’estuaire de Seine (haut) et exemple de la distribution des tétraéthers ramifiés (bas).

Enfin, 'indice BIT a été calculé pour 'ensemble des sédiments (voir 1.5.2). Cet indice permet
d’estimer la proportion de MO issue des sols par rapport a celle produite dans la colonne d’eau
en prenant I’hypothése que les tetraéthers bactériens sont produits exclusivement dans les

sols et que le crenarchaeol n’est produit que dans la colonne d’eau (Hopmans et al., 2004).
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Des valeurs proches de 1 témoignent d’un apport important de MO des sols alors que des
valeurs de 0 témoignent d’'une MO purement aquatique (Hopmans et al.,, 2004). Le BIT
diminue progressivement le long de I'estuaire (Figure 83) avec des valeurs proches de 1 a
Rouen et des valeurs autour de 0,5 a La Carosse. Ceci suggére qu’en amont de |'estuaire de
Seine, la MO sédimentaire provient majoritairement des sols, alors que dans la zone aval, il
s’agit plutét d’un mélange de MO des sols et aquatique. Une telle diminution du BIT est
classique dans les milieux cotiers (Strong et al., 2012; De Jonge et al., 2015). Toutefois le BIT
doit étre interprété avec précaution: il est possible d’avoir une production in situ de
tétraéthers bactériens dans la colonne d’eau (Liu et al., 2014) et des apports de tetraéthers
archéens provenant des sols. L'indice BIT est également trés fortement corrélé au §'3C de la
MO sédimentaire (p = -0,84, p < 0,01) témoignant du mélange des masses d’eaux

continentales et marines.

1.0
0.9
o 8
Profondeur (cm)
8 =
0.8 8 ® 55
= 50
- o |
o 8 75
0.7 -
0.6
05 g
A16 Al5 s15 A15 S15 A16 A16
Rouen Tancarville Fatouville  La Carosse

Figure 83 : Evolution de I’indice BIT pour toutes les profondeurs dans 1’ensemble des carottes de
sédiment de I’estuaire de Seine.
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4.3 Conclusions

Les biomarqueurs lipidiques ont permis d’aborder I'étude de la dynamique de la MO dans
I’estuaire de Seine au niveau moléculaire. Plusieurs sources naturelles de MO ont pu étre
identifiées dans les sédiments : les végétaux terrestres, les algues (dont une partie de la MO
est produite par des diatomées et des dinoflagellés) et les microorganismes. Une contribution
des macrophytes a la MO est également a prendre en compte, bien que la distinction avec la
MO des végétaux terrestres soit difficile. La contribution en MO provenant des végétaux
terrestres semble importante tout le long de I'estuaire de Seine ce qui témoigne d’une
exportation de cette derniére jusqu’en baie de Seine. La proportion en MO aquatique produite
par des algues est plus importante dans les sédiments de surface de La Carosse (avril 2016 ;
Figure 84). Enfin, des changements des communautés microbiennes ont pu étre détectés a
I'aide des biomarqueurs : les tetraéthers archéens deviennent de plus en plus abondants vers
I’aval par rapport aux tetraéthers bactériens. En paralléle, un changement des communautés
archéennesarchéennse le long de I'estuaire de Seine a été mis en évidence : des archées
méthanogénes abondantes en amont, et des Thaumarchées plus abondantes en aval. De plus,
une source anthropique de la MO a pu étre détectée : il s’agit de la MO émise par les stations
d’épurations. Cette derniére n’avait pas pu étre détectée par les analyses plus globales a cause
de la superposition de leurs signaux avec les sources naturelles. Ainsi, les analyses

moléculaires semblent nécessaires afin de bien déterminer les sources anthropiques de la MO.
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Figure 84 : Schéma de la dynamique de la MO dans les sédiments de I’estuaire de Seine.
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La composition de la MO varie avec la profondeur dans I’'ensemble des carottes avec une MO
qui semble dérivée d’un matériel plus algaire en aval et en surface des sédiments (Figure 84).
Le long des carottes, la MO se dégrade, probablement en raison du changement des
conditions environnementales (les sédiments sont anoxiques passés les 2 a 3 premiers
millimétres ; Huguet et al., 2018). Cette dégradation semble également plus intense pour la
MO aquatique que pour la MO terrigene, enrichissant rapidement les sédiments en MO

terrigene avec la profondeur.

Le long de I'estuaire, les sédiments de surface s’enrichissent en MO aquatique, notamment a
I'aval. A I'inverse, la MO terrigene, bien que moins importante a I’aval, reste néanmoins une
part importante de la MO de l'estuaire de Seine. Enfin, la part de MO anthropique est

importante a Rouen et diminue rapidement vers I'aval (Figure 84).

L’analyse préliminaire des stérols contenus dans la MOP a permis de révéler de trés grandes
différences de composition avec le sédiment. En effet, la MOP est enrichie en MO aquatique
dans les deux sites étudiés, particulierement a La Carosse (Figure 84). Ainsi, la MOP
contiendrait un matériel plus labile que le sédiment de surface et encore plus que le sédiment
profond. Toutefois, ces interprétations seront a confirmer lors de I'analyse des lipides de

I’'ensemble des échantillons de MOP.
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CHAPITRE 5 : LA COMPOSITION (MACRO)MOLECULAIRE
DE LA MO DANS L’ESTUAIRE DE SEINE
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5.1 Introduction

L’analyse des lipides a permis de montrer une forte diversité dans la composition et les sources
de la MO sédimentaire de I'estuaire de Seine. En effet, les sédiments prélevés a 'amont sont
enrichis en lipides issus des végétaux terrestres et enregistrent l'impact des stations
d’épuration alors qu’en aval, les sédiments sont composés d’un mélange de MO issue des
végétaux terrestres et de MO aquatique produite en partie par des diatomées. De plus,
I'initiation de la comparaison de la composition lipidique entre la MOP et la MO sédimentaire
a révélé de grandes différences entre 'amont et I'aval de la Seine. Toutefois, les lipides ne
représentent qu’une petite partie des constituants de la MO naturelle allant de quelques % a
une dizaine de % en fonction du compartiment considéré (Harvey and Mannino, 2001). En
effet, cette derniére est également constituée de macromolécules, non extractibles aux
solvants organiques, ou bien de molécules trop polaires pour étre analysées directement en

GC/MS (comme des sucres par exemple).

La pyrolyse couplée a la GC/MS permet de caractériser une plus grande partie de la MO
naturelle, en fragmentant notamment les macromolécules. De plus, la détection des
molécules polaires est rendue possible par I'ajout d’hydroxyde de tetraméthylammonium
(TMAH). En effet, comme décrit en 1.5, en plus d’aider a fragmenter les macromolécules, cet
agent diminue la polarité des molécules grace a leur méthylation : c’est le principe de la

thermochimiolyse.

Cette méthode a été largement utilisée pour caractériser la MO dans les sols (Derenne and
Quénéa, 2015), les sédiments (Pulchan et al., 2003), la MOP (da Cunha et al., 2000; Templier
et al., 2005) et méme les météorites (Remusat et al., 2005). Toutefois, il n’existe a ce jour que
trés peu d’études utilisant la thermochimiolyse pour caractériser la MO des estuaires (Heemst
et al., 2000; Mannino and Harvey, 2000b). Ce chapitre s’intéressera donc a |'application de
cette méthode pour analyser la MO de |'estuaire de la Seine dans I'ensemble de ses
compartiments — dissous, particulaire et sédimentaire — avec pour objectif de répondre a la
qguestion suivante: quelle est la dynamique, l'origine et I'état de dégradation des
(macro)molécules constitutives de la MO dans I'ensemble des compartiments le long de

I’estuaire de Seine ?
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Pour cela, 8 échantillons de MOD, 16 de MOP et 14 de sédiments (0-1 cm et 9-10 cm) prélevés
a I'amont (Poses, Rouen, Caudebec), dans le BV (Tancarville, Fatouville, Honfleur) et a I'aval

(Honfleur, La Carosse) lors de 5 campagnes ont été analysés

5.2 Résultats et discussions

5.2.1 Pyrochromatogrammes et origine des molécules

L'analyse des pyrochromatogrammes obtenus par thermochimiolyse montre de fortes
différences entre les échantillons, notamment entre le compartiment dissous d’une part et le
sédiment et la MO d’autre part. En effet, le rapport signal sur bruit des pyrochromatogrammes
correspondant aux échantillons de MOD est plus faible que celui des MOP et sédiments (Figure
85). Ainsi, la majorité des constituants de la MOD seraient mal voire non détectés par pyrolyse
TMAH en accord avec la forte abondance des carbohydrates dans la MOD (Bauer and Bianchi,
2011) et comme vu par RMN (3.3.2). En effet, les sucres libres, trés polaires, sont retenus sur
la colonne de chromatographie et le rendement de pyrolyse des polysaccharides est faible

(Gauthier et al., 2002).

Les pyrochromatogrammes de la MOD sont dominés par des méthoxybenzenes et des acides
aminés, et ceux des sédiments et de la MOP par des acides gras et des méthoxybenzenes
(Figure 85). Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature, la pyrolyse en présence
de TMAH de MOP et de sédiments conduisant préférentiellement a la détection de
méthoxybenzenes et d’acides gras (Pulchan et al., 1997; Mannino and Harvey, 2000b; Pulchan
et al., 2003; Templier et al., 2005). En ce qui concerne la thermochimiolyse de MOD, (Heemst
et al.,, 2000) ont montré que les pyrochromatogrammes étaient dominés par des
méthoxybenzénes et par des acides aminés (Mannino and Harvey, 2000a). lls n‘ont pas
détecté d’acides aminés mais la MOD avait été isolée par ultrafiltration, connue pour ne pas

retenir les molécules de faible masse.
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Figure 85 : Pyrochromatogrammes de la MOD de Poses (avril 2016), de la MOP de Rouen (avril 2016) et du sédiment 0-1 cm de Rouen (avril 2016). Les codes

des différents composés sont présentés dans le Tableau 12. Les molécules azotées sont présentées en violet, les méthoxybenzenes en vert, les composés
aliphatiques en orange, les dérivés de sucres en bleu et les autres molécules en noir.
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La thermochimiolyse a été réalisée sur des échantillons non extraits au préalable aux solvants
organiques, c’est-a-dire que les molécules observées sont le cumul de celles produites par
thermochimiolyse et par thermovaporisation. Au total, 149 molécules (listées dans le Tableau
12, page 199) ont été détectées et quantifiées dans chaque échantillon. Ces molécules se
répartissent en 13 grandes familles: les acides gras, les méthoxybenzenes, les acides
aldoniques, les indoles, les pyrroles, les alcools, les diacides courts (Ca), les diacides longs (Cis,
Cis et C22), les hydroxyacides, les acides aminés, les dérivés de I’ADN, les composés de types
furanes et d’autres composés n’appartement pas aux familles précédentes (i.e. stérols, stanols
etc...). Les proportions relatives de ces différentes familles de composés sont présentées en
Figure 86. Les produits de pyrolyse principaux sont donc les acides gras, les méthoxybenzenes
et les acides aminés. La pyrolyse des MOD produit davantage d’acides aminés mais moins
d’acides gras que la MOP et le sédiment, ce dernier compartiment libérant le plus de

méthoxybenzénes (Figure 86).
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Figure 86 : Distribution des différentes familles de produits de pyrolyses des échantillons de I’estuaire
de Seine.

En moyenne, sur les 149 molécules ciblées, 75 n’ont pas été identifiées dans les échantillons

de MOD, contre 36 dans les MOP et 25 dans les sédiments, en lien avec les compositions
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différentes de la MOD d’une part et de la MOP/du sédiment d’autre part. Il est important de
préciser que les abondances obtenues ne sont pas quantitatives, mais semi-quantitatives. En
effet, les coefficients de réponses des molécules sont tres différents ainsi que les rendements

de pyrolyse des macromolécules sources.

Les paragraphes suivants traiteront des différentes familles de molécules identifiées sur les

pyrochromatogrammes.

a. Les méthoxybenzénes

La plupart des méthoxybenzénes proviennent de la pyrolyse de la lignine (Templier et al.,
2005), notamment les méthoxy-benzénes, les 1,2-diméthoxy-benzénes et les 1,2,3-
triméthoxy-benzénes. Ces derniers proviennent respectivement de la pyrolyse des unités
hydroxyphényles (ou P), des unités guaiacyles (ou G) et des unités syringyles (ou S ; Clifford et
al., 1995). Toutefois, les composés les plus petits (i.e. sans chailnes latérales) sont ubiquistes,
et peuvent étre produits lors de la pyrolyse de la lignine (Saiz-Jimenez and De Leeuw, 1986),
de macromolécules algaires (Peulvé et al.,, 1996), mais également de carbohydrates
(Pastorova et al., 1994; Fabbri and Helleur, 1999). De plus, le 1,2,4-triméthoxy-benzéne est lui
produit lors de la pyrolyse de sucres simples et de polysaccharides (Fabbri and Helleur, 1999).
La formation de 1,3,5-triméthoxybenzéne a été décrite lors de la thermochimiolyse de tannins

(Nierop et al., 2005).

Au total, 33 méthoxybenzénes ont pu étre quantifiés dans I'ensemble des échantillons avec
de ions moléculaires entre 108 et 270 Da. Les proportions relatives de ces molécules sont
présentées en Figure 87. La MOD est enrichie en composés de plus petite taille (i.e. sans
chaine latérale) et sous forme acide (M13, M19 et M26 ; Figure 87). A l'inverse, la MOP et le
sédiment sont enrichis en méthoxybenzenes a chaines latérales plus longues (Figure 87). Peu
de différences de distribution des méthoxybenzénes sont observables entre la MOP et le
sédiment, mais on note une plus forte abondance relative en méthoxybenzénes dans le

sédiment que dans la MOP (Figure 87).
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Figure 87 : Distribution des méthoxybenzenes dans I’ensemble des échantillons en fonction du
compartiment. Les noms des molécules sont donnés dans le Tableau 12.

b. Les acides gras

Les acides gras constituent la deuxieme famille de molécules la plus abondante dans les
pyrochromatogrammes. 27 d’entre eux ont été identifiés, avec une longueur de chaine
comprise entre 6 et 32 carbones. En plus, des acides gras a chaines normales, des isomeres
iso et anteiso ont été observés pour les homologues en Cis, Cis, Ci6 €t le Ci7. De plus, des
homologues insaturés (un Cis:1 et deux Cig:1) ont été détectés. Parmi tous les acides gras,
I’'homologue Ci6 domine largement : il représente entre 14 et 62% du total des acides gras
guantifiés. Dans la MOD, les acides gras sont dominés principalement par les composés en Cie
et Cig (Figure 88). Dans la MOP, les homologues en Cia et Ci6:1 font également partie des
composeés les plus abondants. Les sédiments ont une distribution en acides gras proche de
celle observée pour la MOP, avec toutefois la présence d’acides gras a courtes chaines (Cs et
C10) ainsi que d’acides gras insaturés en quantité plus élevée dans le sédiment que dans la
MOP. Cette différence peut s’expliquer par une dégradation plus importante des acides gras
insaturés dans les sédiments que dans la MOP, comme observé via I'analyse des lipides dans

le chapitre 4 (4.2.2).

-176 -



Chapitre 5 : La composition (macro)moléculaire de la MO dans I'estuaire de Seine

Comme les échantillons n’ont pas été délipidés au préalable, les acides gras observés sur les
pyrochromatogrammes peuvent provenir soit (i) de la thermovaporisation des acides gras
libres ou bien (ii) de la pyrolyse de macromolécules. Les acides gras sont des produits
ubiquistes en pyrolyse (Pulchan et al.,, 1997; Templier et al.,, 2005), cependant certains
composés sont des marqueurs de source. Plusieurs acides gras peuvent avoir des sources
spécifiques : I'acide gras en Ci4 est souvent utilisé comme un traceur de la MO aquatique,
notamment du phytoplancton (Canuel et al., 1997). Les acides gras iso et anteiso en Cis et C17
sont eux produits par les bactéries (Perry et al., 1979; Volkman et al., 1980). Des acides gras
absent lors des analyses des lipides apres extractions ont pu étre identifiés : il s’agit des acides
gras courts (< 12 carbones) et des long (> 24 carbones ; voir 4.2.2). L’apparition de ces derniers
sur les pyrochromatogrammes montre qu’ils sont produits par pyrolyse d’'une macromolécule
végétale : la subérine (del Rio and Hatcher, 1998) ou bien de cire épicuticulaire de végétaux
supérieurs (Eglinton and Hamilton, 1967). Les acides gras a courtes chalnes Cg et Cio

pourraient eux provenir de la matrice macromoléculaire (Mannino and Harvey, 2000b).

10.01 | '! .
g 'F
E : h ’ &hop
: | g by s
o 0_1_!' ** ﬂ, 1 .-L . |

. L
[ ]
[ ]
T+ 7T 7 /T T T T 717 17T T©T T T1T T [1" T T '1T T T T 1T T 7T
S ¥R ffZfsgfizsacdacadsd
: o w o W w

Figure 88 : Distribution des acides gras dans I’ensemble des échantillons en fonction du compartiment.
L’echelle des proportions est logarithmique pour permettre 1’observation des acides gras autre que le
Cie et le Cig qui sont bien moins abondants. Les noms des molécules sont donnés dans le Tableau 12,

FA = acide gras.
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c. Les autres molécules aliphatiques

D’autres molécules aliphatiques a longue chaine ont été identifiées : des diacides avec des
longueurs de chaine comprises entre Cis et Cy2, des hydroxyacides (Cis a C22) et des alcools
(Cis @ Czp). Cette famille est dominée par les hydroxyacides, principalement I'acide 10,16-
diméthoxy-hexadecanoique et I'acide triméthoxy-octadecanoique (Figure 89), marqueurs de
cutine, alors que les composés plus longs sont marqueurs de subérine (del Rio and Hatcher,

1998).

Par ailleurs, a I'inverse de la MOP et du sédiment, aucun alcool, hydroxyacide ou diacide a
longue chaine nont été détectés dans la phase dissoute (Figure 89). A notre connaissance, ces
derniers n‘ont pas été identifiés dans la thermochimiolyse de MOD (Heemst et al., 2000;
Mannino and Harvey, 2000b; Templier et al., 2005). Tout comme les acides gras a longues
chaines, les alcools, les diacides et les w-hydroxyacides a longues chaines sont issus de la
pyrolyse de subérine. L'acide 10,16-diméthoxy-hexadecanoique et |'‘acide triméthoxy-
octadecanoique ainsi que les w-hydroxyacides Cis et C1g proviennent eux de la cutine (del Rio
and Hatcher, 1998). La cutine et la subérine sont des biopolyesters d’origine végétale qui ont
en commun plusieurs monomeres (voir 1.5.3). Il est possible de suivre distinctement
I’évolution de I'abondance de ces deux macromolécules en milieu environnemental en
utilisant les w-hydroxyacides Ci6 et Cis pour la cutine et les diacides longs pour la subérine

(Mendez-Millan et al., 2011).
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Figure 89 : Distribution des molécules aliphatiques autres que les acides gras dans I’ensemble des
échantillons en fonction du compartiment. Les noms des molécules sont donnés dans le Tableau 12. O
= alcools, D = diacides, H = hydroxyacides

Dans la MOD, deux diacides a courte chaine (Cs et C4 méthylé) ont été identifiés - I'acide
butanedioique et I'acide méthyl-butanedioique - et représentent entre 4,5 et 14% du total des
molécules quantifiées (Figure 86). Contrairement a la MOD, ces composés ne sont présents
gu’en faible quantité relative dans la MOP et le sédiment (Figure 86). Ces composés sont
couramment observés dans les pyrolyses de MO aquatique (Mannino and Harvey, 2000a;
(Templier et al., 2005) et une origine protéique est souvent considérée, d’autant plus lors
gu’ils sont associés a la 2,5 pyrrolidinedione, comme montré par thermochimiolyse de I'acide

aspartique (Gallois et al., 2007)
d. Les composés azotés

Quatre grandes familles de composés azotés sont présentes dans les échantillons : les acides
aminés, les indoles, les pyrroles et les bases de ’ADN (voir annexe 2 pour les structures
chimiques). Ce sont les acides aminés qui dominent les composés azotés, suivit des pyrroles

puis des indoles et des bases d’ADN (Figure 90).

11 acides aminés ont pu étre identifiés, sous la forme de leurs dérivés méthylés en raison de

I'ajout de TMAH, dans l'ensemble des pyrochromatogrammes: les 5 acides aminés
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aliphatiques (glycine, alanine, valine, la leucine et isoleucine), un acide aminé cyclique
(proline), deux acides aminés aromatiques (phénylalanine et tyrosine) et trois acides aminés
avec des fonctions carboxyliques/amines supplémentaires (acide aspartique, acide
glutamique et glutamine). Seuls les dérivés méthylés sont observés, mais pas leurs produits
de cyclisation classique : la diketopiperazine (DKP (Gallois et al., 2007). Les indoles, et
notamment le méthyl indole, diméthyl indole et triméthyl indole dérivent du tryptophane
(Gallois et al., 2007). Les pyrrolidinone et les pyrole-dione dérivent de la cyclisation de
I’asparagine (Gallois et al., 2007). Le méthyl pyrrole peut également provenir de la cyclisation
de la sérine, mais n’est produit qu’en faible quantité lors de la thermochimiolyse (Gallois et
al., 2007). Ainsi, les pyrroles et les autres indoles pourraient également provenir de la pyrolyse
de composés azotés non identifiés comme des pigments par exemple (Chiavari et al., 1998;

Prati et al., 2004).

La proportion des acides aminés (glycine jusqu’a phénylalanine) décroit lorsque la longueur
de chaine de ces derniers et/ou leur degré d’aromaticité augmente (Figure 90). La MOP et la
MO sédimentaire sont enrichis en acides aminés plus hydrophobes (i.e. avec des chaines
aliphatiques plus longues ou aromatiques) alors que la MOD est enrichie en acides aminés de
petite taille comme la glycine et I'alanine et en indoles (Figure 90). L’enrichissement de la MOP
par rapport a la MOD en acides aminés aromatiques a déja été montré dans I'estuaire du
Delaware, concomitamment avec un appauvrissement en acide aspartique (Mannino and

Harvey, 2000a ; Figure 90).
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Figure 90: Distribution des composé azotés dans I’ensemble des échantillons en fonction du
compartiment. L’échelle des proportions est logarithmique pour permettre une meilleure comparaison
de I’ensemble des données.

e. Les acides aldoniques et les furanes

Une série de 10 acides aldoniques a pu étre identifiée grace a un méme pic de base (I'ion 129,
schéma de fragmentation en 1.5.1) : deux composés en Cs avec trois groupements méthoxy,
guatre molécules en Cs avec trois groupements méthoxy et quatre composés en Cs avec
quatre groupements méthoxy (structures chimiques en annexe 2). Ces derniers sont produits
lors de la thermochimiolyse de sucres simples ou de sucres terminaux de polysaccharides
(Fabbri and Helleur, 1999; Estournel-Pelardy et al., 2011). Les composés en Cs dérivent du
xylose et de I'arabinose (pentoses), ceux en Cs avec trois groupements méthoxy dérivent de
fucose et du rhamnose (désoxyhexoses), et ceux a quatre méthoxy dérivent du glucose,
mannose et galactose (hexoses). Les pentoses dérivent plutot des plantes (Oades, 1984), les
désohexoses des microorganismes (Oades, 1984) et les hexoses sont ubiquistes (Hauser et al.,
1988). Les proportions en produits de pyrolyse du rhamnose, fucose et galactose sont proches
dans les MOD, MOP et MO sédimentaire (Figure 91). A I'inverse, les proportions en pentoses

et en glucose/mannose sont plus importantes dans le sédiment et dans la MOP (Figure 91).
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Figure 91 : Distribution des produits de pyrolyse des carbohydrates dans I’ensemble des échantillons en
fonction du compartiment. L’echelle des proportions est logarithmique pour permettre une meilleure
comparaison de I’ensemble des données.

Les furanes dérivent également de la pyrolyse de carbohydrates, et sont fréquemment trouvés
apres la pyrolyse de la MO des sols (Fabbri et al., 1996; Dijkstra et al., 1998). Les furanes sont
généralement présents dans des proportions similaires a celles des acides aldoniques (Figure

91). La MOD est appauvrie en furanes par rapport a la MOP et au sédiment (Figure 91).

Enfin, 'acétamide est produit lors de la pyrolyse des sucres aminés (da Cunha et al., 2000).
Ces derniers sont présents en proportions comparables dans la MOD, la MOP et la MO

sédimentaire (Figure 91).

Pour finir, un acide aldonique particulier n’a été détecté que dans les MOP marines : I'acide
Tri-O-methyl-3-deoxy-2-methoxymethyl-D-erythro-pentonique. Ce dernier correspond a la
pyrolyse de carbohydrates liés en position 1,4, comme la cellulose (Fabbri and Helleur, 1999)

mais sa tres faible abondance n’a pas permis sa quantification.
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f. Les autres molécules

D’autres molécules ont également été quantifiées: phytol, glycérol, butanetriol, acide
déhydroabiétique, deux stanols (coprostanol et cholestanol), deux stérols (cholestérol et
sitostérol) et 8 triterpénes pentacycliques (structures chimiques en annexe 2). Le phytol, les
stérols et stanols ainsi que des triterpénes pentacycliques avaient également été identifiés
dans les lipides des sédiments. Mis a part le glycérol et le butanetriol, I'ensemble de ces
molécules sont absentes de la MOD, et présentes en faible proportion dans la MOP et le
sédiment (< 5% du total des molécules quantifies en moyenne) sans différences entre les deux

compartiments (Figure 92).

L'acide déhydroabiétique provient des végétaux terrestres et plus particulierement des
résines (Tavendale et al., 1997) et le coprostanol de la MO fécale (Leeming et al., 1996). Les
triterpénes pentacycliques peuvent étre produits par les végétaux terrestres (Mahato and
Sen, 1997) et certaines bactéries (Rohmer et al., 1984) et ils ne sont présents que dans les

échantillons en amont de I'estuaire de Seine.
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Figure 92 : Distribution des produits de pyrolyse autres dans I’ensemble des échantillons en fonction du
compartiment. L.’echelle des proportions est logarithmique pour permettre une meilleure comparaison
de I’ensemble des données. TP = triterpéne pentacycliques.
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La thermochimiolyse a produit une grande diversité de composés dont les sources sont
diverses : MO terrigéne, Mo aquatique, bactérienne etc... Ces différents traceurs seront
utilisés par la suite pour suivre les variations spatiales des sources de la MO dans les trois

compartiments.

5.2.2 La MO terrigéne

La thermochimiolyse a permis d’identifier plusieurs composés dérivés de macromolécules
issues de végétaux terrestres : la lignine, la cutine et la subérine. De plus, elle a également
produit par thermovaporisation un biomarqueur de végétaux terrestres: [Iacide

déhydroabiétique.

a. Lalignine

Il est possible d’estimer les variations relatives de la teneur en lignine (pour la structure
chimique voir 1.5.3) des échantillons en quantifiant ses différents produits de pyrolyse,
présentés dans le Tableau 12, page 214. Seules les molécules dérivées de maniére univoque

de la lignine sont considérées dans ces calculs.

Les sédiments sont enrichis en lignine par rapport aux échantillons de MOD et de MOP (Figure
93 gauche). Cette différence témoigne d’une composition de la MO tres différente entre les
compartiments, avec dans la colonne d’eau, une MO pauvre en lignine, a l'inverse du
sédiment. Malgré une différence non significative de la teneur en lignine entre la MOD et la
MOP, la MOP a tendance a étre enrichie en cette macromolécule par rapport a la MOD. Ceci

confirme les résultats obtenus a partir de la RMN (3.3.2).

L’enrichissement en lignine dans le sédiment pourrait s’expliquer par une dégradation plus
marquée des composés labiles de la MO avant/suite au dépot sédimentaire, ce qui
entrainerait une augmentation relative de la proportion en lignine, plus récalcitrante (Bugg et
al., 2011). Alternativement, de par son hydrophobicité, la lignine se trouvera, dans la colonne
d’eau, préférentiellement adsorbée sur des particules qui vont ensuite sédimenter plutot que

dans la phase dissoute.
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Figure 93 : Comparaison de la proportion de lignine dans la MOD, la MOP et le sédiment (gauche) et
variation de la teneur en lignine le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est en bleu, la MOP en
vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H =
Honfleur et LC = La Carosse.

Le long de I'estuaire de Seine, la quantité relative de lignine dans la MOD varie peu (Figure 93
droite). Pour les sédiments, les teneurs en lignine varient fortement selon la profondeur et la
saison en particulier a Tancarville et Fatouville. De méme, dans la MOP, la teneur en lignine
est trés variable le long des carottes et diminue fortement a 'embouchure de I'estuaire, i.e.
La Carosse (Figure 93). Les marqueurs de la lignine représentent en effet environ 25% du
pyrolysat de la MOP en amont contre seulement 5% a I'aval. Cette différence pourrait

s’expliquer par trois processus :

(i) La dégradation de la lignine, notamment dans la zone aval, probablement par

photo-oxydation.

(ii) Un mélange de MOP riche en lignine provenant de I'amont avec du matériel
d’origine marine ol la lignine est absente ou présente a I'état de trace et fortement

dégradée (Onstad et al., 2000).

(iii) Un transfert de la lignine de la MOP vers le sédiment
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Pour essayer de répondre a ces hypothéses, la composition moléculaire des produits de
pyrolyse de la lignine sera utilisée. La lignine est composée de plusieurs unités (P, G et S) dont
I’abondance relative differe suivant les especes (Huang et al., 1998) ou méme les parties de la
plante (Nierop and Filley, 2007). La dégradabilité de ces unités est également différente
(dégradabilité des unités S > G > P ; Huang et al., 1998), pouvant alors altérer I'identification
des sources de la lignine. Ainsi, lors de la dégradation de la lignine, la proportion en unités S
va diminuer plus rapidement que la proportion des unités G, conduisant a une diminution du
rapport S/G. Le rapport S/G de la lignine, calculé a partir de 8 produits de pyrolyse de la lignine
(M21, M22, M29 et M31 pour les unités G et M28, M30, M33 et M34 pour les unités S ; voir
Tableau 12 page 199) comme décrit par (Kuroda et al., 2002) sont comparables dans la MOP
et le sédiment, ce qui témoigne d’'une composition similaire de la lignine dans ces deux
compartiments (Figure 94). Ce rapport est en revanche plus faible dans la MOD que dans les
deux autres compartiments (Figure 94), suggérant la présence d’une lignine plus dégradée

dans la phase dissoute par rapport aux compartiments particulaires et sédimentaires.
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Figure 94 : Comparaison du rapport S/G de la lignine dans les trois compartiments de la MO de I’estuaire
de Seine (gauche) et variation de ce dernier le long de I’estuaire de Seine (droite). P = Poses, R = Rouen,
C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

Un autre rapport permet de comparer I'état de dégradation de la lignine dans les différents
compartiments de la MO, le rapport Ad/Al des unités G, comme décrit en 1.5.3 (Hedges et al.,

1988; Hatcher et al., 1995). En effet, les fonctions aldéhydes des unités G s’oxydent en acides
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carboxyliques. Le rapport Ad/Al de ces unités est élevé dans la MOD (> 4,8 ; Figure 95)
montrant que la lignine y est trés dégradée et soutenant plutot I’hypotheése de la dégradation
pour expliquer la plus faible teneur en lignine dans la MOD. De tres fortes valeurs de ce rapport
(entre 8 et 14) ont également été observées par thermochimiolyse de la MOD de I'estuaire de
I’Ems Dollar localisé entre les Pays-Bas et I’Allemagne, de la riviere Suwanee (Floride) et de la
baie de Galveston (Heemst et al., 2000). Cela peut s’expliquer par le fait que la lignine est une
macromolécule insoluble dans I'eau. Elle doit donc étre sous forme oxydée pour étre soluble
dans la phase dissoute. Huang et al. (1998) ont également observé des valeurs du rapport
Ad/Al plus faibles dans des sols que dans la MOD des riviéres autour des sols, avec une lignine
plus dégradée dans la phase dissoute et des rapports Ad/Al proches de ceux observés dans

I’estuaire de Seine.

A l'inverse de la MOD, la lignine présente des rapports Ad/Al faibles dans le sédiment (entre
0,6 et 1), suggérant que la lignine est mieux préservée dans le sédiment que dans la phase
dissoute (Figure 95). Dans la MOP, les valeurs observées sont intermédiaires entre la MOD et
le sédiment, et augmentent vers I'aval (amont : 1,1 + 0,1, bouchon vaseux + Honfleur: 1,8 +
0,8, aval : 2,2 £0,4 ; Figure 95). Toutefois, il n’y a pas assez de point (hotamment en aval N=2),
pour tester la significativité d’une telle différence. Une tres forte variabilité du rapport Ad/Al
est observé a Honfleur (Figure 95) avec des valeurs trés forte en avril 2015 lorsque le bouchon
vaseux n’était pas présent et des valeurs trés faibles en septembre 2015 lors des grandes
marées avec un bouchon vaseux tres développé. Cette faible dégradation de la lignine a
Honfleur en septembre 2015 pourrait étre causée par une remise en suspension de lignine
peu dégradée des sédiments. Toutefois, I'augmentation générale dans la MOP du rapport
Ad/Al de la lignine vers I'aval suggére que, dans la phase particulaire, la lignine se dégrade le

long de I'estuaire.
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Figure 95: Comparaison du rapport acide/aldéhyde des unités G de la lignine dans les trois
compartiments de la MO de I’estuaire de Seine (gauche) et variation de ce dernier le long de I’estuaire
de Seine (droite). P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur
et LC = La Carosse.

b. La cutine

Les molécules utilisées pour suivre les variations relatives de la proportion en cutine dans les
échantillons de I'estuaire sont listées dans le Tableau 12, page 199. Les marqueurs de la cutine
sont absents de la MOD (Figure 96 gauche), ce qui est probablement di au fait que cette
macromolécule n’est pas soluble dans I'eau (Pallardy, 2008). L’abondance en cutine
(normalisée par rapport a 'ensemble des molécules quantifiées) est plus importante dans le
sédiment que dans la MOP, montrant encore une fois un enrichissement des sédiments en
macromolécules issues des végétaux terrestres (Figure 96 gauche) comme démontré pour la
lignine. Dans la MOP et dans les sédiments, les teneurs en cutine diminuent progressivement
le long de I'estuaire a partir de Rouen (Figure 12 droite) et montrent ainsi un schéma de
dégradation/dilution différent de la lignine, notamment dans le sédiment, ou la proportion de
lignine restait constante le long de |'estuaire de Seine (Figure 93). Ainsi, la cutine semble étre
plus rapidement dégradée que la lignine. La lignine est en effet le constituant des végétaux le

moins réactif (Hedges, 1992).

-188 -



Chapitre 5 : La composition (macro)moléculaire de la MO dans I'estuaire de Seine

[ mop [ mop [l MO sédiment

c R
@
3 3
(]
T F
o8
= [ ]
2 b 2{ P ®
3 ® ®
=5
o C @9
=
o @ @
s ® 9 LC
01 1 . @ H @
o' ®
@
a @
0 — i @ O] e o @
MOD MOP SED 200 250 300 350

Distance depuis Paris (km)

Figure 96 : Comparaison de la proportion de cutine entre la MOD, la MOP et le sédiment (gauche) et
variation de la teneur en cutine le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est en bleu, la MOP en
vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H =
Honfleur et LC = La Carosse.

Afin d’estimer la variation relative de la proportion de la cutine par rapport a la lignine le long
de I'estuaire, le rapport de I'abondance des marqueurs de ces deux macromolécules a été
calculé. Ce dernier est comparable dans la MOP et le sédiment (Figure 97 gauche). Ce rapport
diminue vers I’aval, ce qui montre que la lignine devient de plus en plus abondante par rapport
a la cutine le long de I'estuaire de Seine (Figure 97 droite). Ainsi, aussi bien dans la MOP que
dans le sédiment, la composition de la MO d’origine terrigene n’est pas constante le long de
I’estuaire. Un enrichissement de la MO terrigene en lignine est observé en aval, la lignine étant
supposée plus résistante a la dégradation que la cutine (Hedges, 1992; Opsahl and Benner,

1995).
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Figure 97 : Comparaison du rapport cutine/lignine dans les trois compartiments de la MO de I’estuaire
de Seine (gauche) et variation de ce dernier le long de I’estuaire de Seine (droite). P = Poses, R = Rouen,
C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

c. Lasubérine

La subérine est une macromolécule servant a protéger les parties souterraines des végétaux.
Cette derniére se compose de molécules aliphatiques a longues chaines (Cz2 et plus) et de
cycles aromatiques (voir 1.5.3). Les molécules utilisées pour quantifier la subérine sont listées
dans le Tableau 12, page 199. Comme la cutine, la subérine est quasi-absente des échantillons
de MOD, et est présente en plus forte concentration dans le sédiment que la MOP (Figure 98
gauche). Dans le compartiment particulaire, la concentration en subérine montre une
tendance proche de celle observée pour la lignine (Figure 9) et la cutine (Figure 13), avec une
diminution le long de I'estuaire, et de fortes variations dans la zone du bouchon vaseux (Figure
98 droite). Pour le sédiment, la subérine montre également une diminution le long de

I’estuaire, plus particulierement dans la zone aval (Figure 98 droite).
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Figure 98 : Comparaison de la proportion de subérine entre la MOD, la MOP et le sédiment (gauche) et
variation de la teneur en subérine le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est en bleu, la MOP
en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville,
H = Honfleur et LC = La Carosse.

Le rapport subérine/lignine montre les mémes tendances que celui de la cutine/lignine entre
les 3 compartiments mais ne montre pas de tendance spatiale particuliere dans le
compartiment particulaire (Figure 99). A linverse, dans le sédiment, le rapport
subérine/lignine tend a diminuer le long de I'estuaire (Figure 99). L'ensemble des résultats
obtenus suggere que la MO sédimentaire terrigene s’enrichit en lignine vers I'aval, et

s’appauvrit en subérine et en cutine.
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Figure 99 : Comparaison du rapport subérine/lignine dans les trois compartiments de la MO de I’estuaire
de Seine (gauche) et variation de ce dernier le long de I’estuaire de Seine (droite). P = Poses, R = Rouen,
C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

Un autre traceur de la MO terrigéne, I'acide déhydroabiétique, confirme les observations ci-
dessus puisque (1) il montre des proportions similaires dans la MOP et le sédiment, et est
absent de la MOD (Figure 100) et (2) il est présent en proportion plus faible a La Carosse que

dans le reste de I'estuaire, aussi bien dans le sédiment que dans la MOP (Figure 100).
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Figure 100 : Comparaison de la proportion d’acide déhydroabiétique dans les trois compartiments de
la MO de I’estuaire de Seine (gauche) et variation de ce dernier le long de I’estuaire de Seine (droite).
P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La
Carosse.

5.2.3 La MO bactérienne

Pour suivre la contribution de la MO bactérienne aux différents compartiments de la MO le
long de I'estuaire, nous nous sommes intéressés a deux types de marqueurs, des acide gras et

des sucres.

Les acides gras iso et anteiso refletent I'origine bactérienne de la MO, notamment les
homologues en Cis et C17. Ces composés sont abondants dans les pyrolysats de la MOP et des
sédiments (entre 1 et 3% de I'’ensemble des molécules quantifiées) mais presque absents de
la MOD (Figure 101). Ces acides sont donc de bons traceurs de la biomasse bactérienne dans
la MOP et dans le sédiment, mais pas dans le compartiment dissous. En effet, il est
généralement admis que la MOD est soumise a une dégradation microbienne beaucoup plus
intense mais également qu’elle est composée d’une bien plus faible portion de lipides (Bauer

and Bianchi, 2011).
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Figure 101 : Comparaison de la proportion de MO bactérienne basée sur 1’abondance des AG iso et
anteiso Ciy, Ci5, Cis et Ci7 entre la MOD, la MOP et le sédiment (gauche) et variation le long de I’ estuaire
de Seine (droite). La MOD est en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen,
C = Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

La proportion en acides gras iso/anteiso en Cis et Cy7 est plus élevée a Tancarville et Fatouville
gu’al'aval, aussi bien dans la phase particulaire que le sédiment. Une telle tendance des acides
gras iso et anteiso avait également été observé a partir des biomarqueurs lipidiques (cf. 4.2.2).
Ceci est vraisemblablement lié a l'intense activité bactérienne qui a lieu dans le bouchon
vaseux de |'estuaire de Seine (Servais and Garnier, 2006). Par ailleurs, dans la zone amont, les
teneurs en acides gras iso/anteiso en Cis et Ci7 sont également fortes (Figure 101). Ces
composés pourraient étre également produits par des bactéries dans la zone amont, ou bien

provenir des sols.

Certains sucres peuvent également avoir une origine bactérienne : les sucres aminés et les
désoxyoses (Minor et al., 2001; Minor et al., 2002). La proportion des acides aldoniques
dérivant des désoxyoses est d’ailleurs fortement corrélée a la proportion des sucres aminés
reflétée par I'acétamide (p = 0,63 p < 0,01). Ainsi, les sucres aminés et désoxyoses semblent
étre produits par les mémes organismes, i.e. des bactéries de la colonne d’eau. Nous avons
donc considéré comme marqueurs de sucres bactériens la somme de ces composés. Leur

abondance relative est similaire dans la MOD, la MOP et la MO sédimentaire, ce qui suggere
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que l'activité bactérienne est comparable dans les 3 compartiments (Figure 102). Les
variations spatiales des proportions en sucres bactériens dans la MOD et la MO sédimentaire
sont limitées, contrairement a la MOP, avec une augmentation de la teneur en sucres
bactériens dans le bouchon vaseux, et notamment a Fatouville (Figure 102). Ces observations
sont en accord avec les résultats obtenus a partir des acides gras, qui suggéraient également
une plus forte activité bactérienne dans le bouchon vaseux. Les bactéries en eaux salés sont
capable de fortement dégrader la MO terrigene (Kisand et al., 2013), ce qui pourrait expliquer
la forte dégradation de la MO terrigene observée en aval de la zone du bouchon vaseux de

I’estuaire de Seine (Figure 93, Figure 95).
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Figure 102 : Comparaison de la proportion de sucres bactériens entre la MOD, la MOP et le sédiment
(gauche) et variation de la teneur en sucres bactériens le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD
est en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T =
Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

Dans la MOP et les sédiments, les proportions d’acides gras iso et anteiso et de sucres
bactériens ne montrent pas de corrélation (p = 0,21, p = 0,27). La forte corrélation (p = 0,64
et p < 0,01) entre la subérine et les acides gras iso et anteiso pourrait suggérer une origine
commune de ces deux traceurs : les sols. A l'inverse les sucres microbiens seraient plut6t

produits au sein de la colonne d’eau (da Cunha et al., 2000).
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5.2.4 La MO aquatique

La thermochimiolyse est un outil puissant pour caractériser la MO terrigene et microbienne.
Nous allons maintenant nous intéresser a une nouvelle source de MO : la MO aquatique
produite in situ par le phytoplancton dans I'estuaire de Seine. Pour cela, nous allons étudier

les acides gras.

La MO aquatique est généralement enrichie en MO labile comme des sucres ou des protéines
(Meon and Kirchman, 2001). Toutefois, les sucres et protéines sont des molécules ubiquistes
et peuvent avoir une origine terrestre. Dans le chapitre 4, nous avons vu que I'acide gras Cia
peut étre utilisé comme marqueur du phytoplancton (4.2.2). Ce dernier pourrait également
étre utilisé a partir des thermochimiolyse pour suivre ce type de MO. Il faut noter qu’il n’est
pas possible de suivre I'évolution de la MOD aquatique avec ce lipide, logiguement peu
abondant dans la phase dissoute (Figure 103). La proportion de MO aquatique semble plus
importante dans la MOP que dans la MO sédimentaire et dans la phase particulaire augmente
de I'amont vers I'aval de I'estuaire (Figure 103). Cela confirme les résultats obtenus dans les

chapitres 3 et 4, i.e. une diminution de la proportion de MOP terrigene le long de I'estuaire.
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Figure 103 : Comparaison de la proportion de I’acide gras en Ci4 dans la MOD, la MOP et le sédiment
(gauche) et variation de la teneur en acides gras Ci4 le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est
en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville,
F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.
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5.2.5 La MO anthropique

Dans les précédentes parties, nous nous sommes intéressés aux différentes sources naturelles
de la MO dans I'estuaire de Seine (terrigene, bactérienne et aquatique). Toutefois, I'estuaire
de Seine est également soumis a d’'importants rejets de stations d’épurations qui vont pouvoir

apporter de nouvelles molécules dans |’estuaire.

Le coprostanol a été identifié dans les produits de pyrolyse des MOP et des sédiments, mais
pas dans les MOD. Ce dernier est produit par thermovaporisation des molécules adsorbées
sur la phase solide. Classiquement, le coprostanol est analysé aprés extraction des lipides de
la matrice sédimentaire, comme vu dans le chapitre 4. Ce composé est utilisé pour estimer la
pollution fécale humaine via, entre autres, le calcul du rapport coprostanol/cholestanol (voir
1.5.2 et 4.2.3). Toutefois, a notre connaissance, ce rapport n’a jamais été déterminé a partir
de pyrochromatogrammes. Il est donc nécessaire dans un premier temps de vérifier s'il est
possible d’utiliser de maniére fiable le rapport coprostanol/cholestanol calculé apres pyrolyse.
Pour cela, le rapport coprostanol/cholestanol estimé aprés analyse directe des lipides des
sédiments a été comparé a celui obtenu par pyrolyse des mémes échantillons. Les deux
rapports obtenus sont tres fortement corrélés, avec une relation linéaire proche de la droite
1:1 (Figure 104). Cela montre qu’il est possible d’utiliser le rapport coprostanol/cholestérol
déterminé par pyrolyse afin d’estimer la contamination fécale dans I'ensemble des
échantillons de I'estuaire de Seine, notamment ceux pour lesquels les lipides n’ont pas été

analysés.

p=0.89, pval < 0.01

Cop/Ch des pyrolyses

1 2 3 4 5
Cop/Ch des lipides

Figure 104 : Comparaison du rapport coprostanol/cholestanol mesuré apres extraction des lipides et
apres pyrolyse.
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Le rapport coprostanol/cholestanol a donc été calculé pour I'ensemble des échantillons de
sédiment et de MOP de I'estuaire, ces deux composés étant absents de la phase dissoute. Le
rapport coprostanol/cholestanol diminue régulierement le long de I'estuaire de Seine, aussi
bien pour la MOP que pour le sédiment (Figure 105). Cela peut refléter une dilution du
coprostanol lors du mélange des masses d’eau douce et marine et/ou une dégradation du
cholestérol en cholestanol le long de I’estuaire de Seine. Cette tendance est similaire a celle
observée lors de I'analyse des lipides extraits des sédiments (voir 4.2.3). Le rapport de
contamination fécale montre la valeur la plus élevée au début de I'estuaire (Poses) ce qui
suggere que |'origine de la contamination fécale est située plus en amont de |'estuaire, i.e.
dans I'agglomération parisienne (ce point sera discuté dans le chapitre suivant). La station
d’épuration de Rouen semble elle avoir un impact limité sur la contamination fécale de la MOP
et des sédiments dans |'estuaire de Seine. Des résultats similaires avaient déja été observés
pour la contamination en composés pharmaceutiques dans |'estuaire de Seine, qui

proviennent majoritairement de I'agglomération parisienne (Tamtam et al., 2008).
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Figure 105 : Comparaison du rapport coprostanol/cholestanol entre la MOP et le sédiment (gauche) et
variation du rapport coprostanol/cholestanol le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est en bleu,
la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville, F =
Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.
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5.2.6 Cas des carbohydrates et des composés azotés

Alors qu’il est possible d’attribuer une origine -terrigéne, bactérienne ou aquatique- quasi
univoque a de nombreux composés comme décrit ci-dessus, d’autres composés comme
certains carbohydrates et les composés azotés sont présents chez tous les organismes et il est

plus difficile d’en déterminer la source.

a. L’origine des carbohydrates

Plusieurs rapports peuvent étre utilisés pour préciser I'origine des sucres, comme le rapport
galactose + mannose sur arabinose + xylose qui est faible (< 0,5) lorsque les sucres proviennent
de végétaux terrestres et augmente (> 2) lorsqu’ils sont d’origine bactérienne (Oades, 1984)
ou bien le rapport des hexoses sur les pentoses, qui diminue lors de la dégradation des sucres

dans les sols (da Cunha et al., 2002).

Le rapport proposé par Oades (1984) a été appliqué aux échantillons de I'estuaire de Seine.
Toutefois, comme le mannose co-élue avec le glucose, il n’a pas été pris en compte dans le
calcul, conduisant a une sous-estimation du rapport. Ce rapport est faible dans la MOD et le
sédiment (Figure 106). Ainsi, dans ces deux compartiments, les acides aldoniques semblent
plutot provenir de la pyrolyse de sucres produits par des végétaux terrestres alors que dans la
MOP, ces derniers semblent avoir une origine plus microbienne. Dans la MOP, le rapport est
variable, avec une forte variabilité saisonniere observée a Caudebec, mais également des
valeurs plus fortes dans le bouchon vaseux et en aval (Figure 106). Ainsi, en amont de
I’estuaire (Poses, Rouen et parfois Caudebec), les acides aldoniques proviennent de sucres

terrigenes, alors que la proportion de sucres d’origine microbienne augmente vers I'aval.

Le rapport hexoses/pentoses des échantillons de I'estuaire de Seine est fortement corrélé au
rapport du galactose/arabinose + xylose (p = 0,72 p < 0,01) et conforte donc I'idée d’un
changement de source des sucres dans la MOP dans I'estuaire. Toutefois I'origine des sucres
microbiens produits a I’aval n’est pas univoque, puisqu’ils peuvent provenir du phytoplancton

comme des bactéries.
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Figure 106 : Comparaison du rapport galactose/arabinose+xylose entre la MOP et le sédiment (gauche)
et variation du rapport galactose/arabinose+xylose le long de I’estuaire de Seine (droite). La MOD est
en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T = Tancarville,
F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

Deux produits de pyrolyses des carbohydrates ont été identifiés dans les échantillons de
I’estuaire de Seine : les acides aldoniques et les furanes. Ci-dessus, nous avons démontré
I'origine mixte (terrigéne et microbienne/aquatique) des acides aldoniques. Nous allons

maintenant nous intéresser a I'origine des furanes.

Les abondances relatives de ces deux familles ne montrent aucune corrélation ce qui semble
indiquer des sucres précurseurs différents. Le rapport furanes/furanes + acides aldoniques
permet de tracer I’évolution relative de deux sources le long de I'estuaire de Seine. Il n’a pu
étre calculé que pour deux échantillons de MOD et ne sera discuté que pour les
compartiments particulaires et sédimentaires. Le long de I'estuaire de Seine le rapport
furanes/furanes + acide aldonique diminue progressivement vers I’aval pour les MOP et la MO
sédimentaire (Figure 107). Ainsi, les précurseurs des furanes sont moins abondants vers I'aval,
a l'inverse des précurseurs des acides aldoniques. Le rapport furanes/furanes + acide
aldonique est anticorrélé au rapport galactose/arabinose + xylose (p = -0,59 et p < 0,05) ainsi

qu’au rapport hexoses/pentose (p = -0,57 et p < 0,05) calculés précédemment. Ainsi, plus la
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proportion de furanes est importante par rapport aux acides aldoniques, plus ces derniers
sont issus des végétaux terrestres. Ces observations suggérent ainsi une origine plutot

terrigéne des précurseurs des furanes.
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Figure 107 : Comparaison du rapport furanes/furanes + acides aldoniques entre la MOP et le sédiment
(gauche) et variation du rapport furanes/furanes + acides aldoniques le long de I’estuaire de Seine
(droite). La MOD est en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C =
Caudebec, T = Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse

b. L’origine des protéines

L'identification des sources des protéines est complexe, puisque les végétaux terrestres, les
macrophytes, le zooplancton, le phytoplancton, les bactéries et les champignons ont une
composition en acides aminés tres proche (Cowie and Hedges, 1992). Toutefois, de fortes
concentrations en acides aminés dans les eaux sont associées a une plus forte activité

bactérienne (Lee, 1993).

Les composés azotés sont abondants dans I’'ensemble des échantillons (entre 13 et 70% du
total des molécules quantifiées, et en moyenne de 30%). Leur concentration est plus élevée
dans la MOD que dans la MOP et dans le sédiment (Figure 108). Ceci pourrait témoigner d’'une

activité biologique plus importante dans la phase dissoute. Les teneurs en composés azotés
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montrent peu de variations dans les sédiments (Figure 108), ce qui pourrait étre lié a une
bonne préservation des composés azotés dans le sédiment, ou bien a un équilibre entre
apports et dégradation en ces molécules. Pour la MOP, les teneurs en composés azotés
montrent une forte variabilité saisonniére a Caudebec et dans le bouchon vaseux (Figure 108),
ce qui pourrait témoigner d’une plus forte activité biologique. Toutefois, les concentrations
en composés azotés ne sont corrélés ni avec celles en lipides bactériens (p =-0,20 et p = 0,26),
ni avec celles en sucres bactériens (p = 0,18 et p = 0,29). Cela indique que l'origine des
composés azotés est complexe et qu’ils proviennent probablement de plusieurs sources y
compris des sources terrigénes. En effet, les pyrroles peuvent également provenir de la

pyrolyse de la chlorophylle (Ishiwatari et al., 1991).
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Figure 108 : Comparaison de la proportion en composés azotés entre la MOD, la MOP et le sédiment
(gauche) et variation de la teneur en composés azotés le long de 1’estuaire de Seine (droite). La MOD
est en bleu, la MOP en vert et le sédiment en rouge. P = Poses, R = Rouen, C = Caudebec, T =
Tancarville, F = Fatouville, H = Honfleur et LC = La Carosse.

Afin d’essayer de préciser les sources des composés azotés, une analyse des corrélations entre
chaque composé individuel et différentes familles de molécules étudiées précédemment a été
réalisée (sucres bactériens: 5.2.3, lipides bactériens: 5.2.3, MO terrigene: 5.2.2, MO
aquatique : 5.2.4 et MO fécale: 5.2.5; Tableau 1). Chagque composé azoté montre des
comportements différents en fonction du groupe de MO considéré ce qui confirme |’'origine

multiple des composés azotés (Tableau 10).
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Tableau 10 : Tableau des coefficient de corrélation (p) entre les familles de composés azotés et les
groupes de MO observés dans I’estuaire de Seine. Les cases noires montrent des corrélations non
significative (p > 0,05).

Sucres Lipides MO MO
bactériens  bactériens terrigéne aquatique MO fécale
Glycine -0.73 -0.50 -0.54
Alanine -0.53 -0.55
Valine . -0.32
Acide Aspartique
Proline 0.49 0.51 0.33 0.35 -0.79
Leucine
Glutamine et acide glutamique
Tyrosine
Isoleucine
Phénylalanine
Tryptophane
Asparagine
Indoles
Pyrroles . . -0.45
Base ADN . 0.71

5.2.7 Comparaison de la composition macromoléculaire obtenue par
thermochimiolyse et par RMN

L'utilisation d’'un modele de mélange moléculaire sur les spectres RMN des échantillons de
I'estuaire de Seine (cf. chapitre 3) a permis de calculer les proportions en différentes
macromolécules constitutives de la MO : les carbohydrates, les protéines, la lignine, les
lipides, les charbons en y ajoutant les fonctions carbonyles. La thermochimiolyse a également
permis de distinguer plusieurs constituants principaux de la MO de |'estuaire de Seine. Les

deux techniques de caractérisation de la MO ont été comparées par corrélations (Tableau 11).

Ainsi, la quantité en lignine obtenue par thermochimiolyse est corrélée aux teneurs en lignine
et en charbon estimée par la RMN (Tableau 11). La proportion en charbon est calculé a partir
des carbones aromatiques (Baldock et al., 2004) qui sont également présent en abondance
dans la lignine. Des produits de pyrolyses des charbons (e.g. toluene et quelques HAP ont été
identifié dans les produits de pyrolyses, mais non quantifiés). Cela démontre bien la
complémentarité des deux méthodes, et valide ainsi les deux approches utilisées. D’autres
produits de pyrolyses sont également fortement corrélés a la lignine et aux charbons calculés

en RMN : il s’agit de la cutine, de la subérine, des lipides bactériens et des furanes (Tableau
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11). Cela confirme donc les hypothéses sur une origine principalement terrigene de ces
derniers. A l'inverse, la proportion de produits de pyrolyses des acides aminés est également
corrélée a la quantité de protéines calculées a partir de la RMN (Tableau 11), ce qui valide de
nouveau les deux approches. Toutefois, aucune corrélation forte n’est observée entre les
produits de pyrolyses des sucres, et les carbohydrates totaux estimés a partir de la RMN
(Tableau 11), reflétant les limites de la thermochimiolyse pour caractériser les carbohydrates

(Gauthier et al., 2002).

Tableau 11 : Tableau des coefficients de corrélation (p) entre les familles de molécules calculées a partir
des spectres RMN (colonnes) et les familles de molécules observés en thermochemiolyse (lignes) dans
I’estuaire de Seine. Les cases noires montrent des corrélations non significative (p > 0,05).

RMN

Carbohydrates Protéines Lignine Lipides Carbonyles Charbon

tignine [ o6 065  -0.62 0.67
Cutine 0.45 -0.58 0.44 -0.54 0.46
Subérine -0.6 0.6 -0.54 0.66
Lipides bact -0.51 0.54 -0.49
Sucres bact
Furanes
Aldonique
Acides aminés
Coprostanol
ADN

asAjoiAd

De plus, le modele de mélange moléculaire avait pu mettre en évidence un appauvrissement
de la MOP en lignine vers I'aval, associé a une augmentation de la teneur en protéines,
indiquée par le rapport protéines/lignine (P/L) (voir 3.3.2, Figure 54), ce méme rapport a été
calculé sur les thermochimiolyses en divisant la teneur en acides aminés par celle des dérivés
delalignine. Les rapports P/L calculés a partir de la RMN et de la pyrolyse montrent une bonne
corrélation (p = 0,62 et p = 0,01; Figure 109). Ainsi, les analyses par thermochimiolyse

semblent permettre d’avoir acceés aux propriétés de I’'ensemble de la MOP.
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Figure 109 : Relation entre le rapport acides aminés/lignine calculés sur les pyrolyses et le rapport
protéines/lignine calculés a partir des spectres RMN.

5.2.8 Comparaison de la composition macromoléculaire entre le sédiment et la
MOP
La thermochimiolyse a permis de mettre en évidence des caractéristiques entre la MOP et le
sédiment. Afin d’interpréter plus finement les variations de composition de la MO entre la

colonne d’eau et le sédiment, un nouvel indice a été calculé : le AMOP (Eq. 13).

AMOPx — XMOP— XSED surface (Eq 13)

XSED surface

Cet indice refléte les différences de teneur de chaque composé (noté x) quantifié par pyrolyse
entre la MOP et le sédiment de surface. Pour harmoniser les valeurs de cet indice et ainsi avoir
des gammes de variations proches pour I'ensemble des macromolécules, les valeurs obtenues
sont normalisées par rapport a la teneur du composé x dans le sédiment de surface. Les
sédiments résultent du dépo6t des matieres en suspension. Si aucun processus de production
ou de dégradation de la MO n’a lieu dans le sédiment, alors, le AMOP sera faible ou nul. A
I'inverse, si une partie de la MO se dégrade dans le sédiment le AMOP va étre positif alors

gu’un AMOP négatif témoigne de molécules plus abondantes dans le sédiment.

Le AMOP a été calculé pour 7 groupes de produits de pyrolyses (Figure 110) :
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- Les sucres bactériens qui sont la somme des sucres aminés et des désoxyoses. Ces
derniers sont présents dans des proportions similaires dans la MOP et la MO
sédimentaire a 'amont et I'aval, et sont les plus abondants dans la phase particulaire
du bouchon vaseux (Figure 110). Ainsi, les MOP du bouchon vaseux enregistrent une

tres forte activité microbienne liée a la production de sucres dans la colonne d’eau.

- Les lipides bactériens qui sont la somme des acides gras iso et anteiso Cis et C17. Ces
derniers sont présents dans des proportions similaires entre la MOP et le sédiment
(Figure 110). Cela témoigne donc d’un apport et d’'une production de lipides bactériens

similaire dans la colonne d’eau et dans le sédiment.

- La MO terrigene qui est la somme de la lignine, de la cutine, de la subérine et des
furanes. Les MOP sont toujours appauvries en MO terrigéne par rapport au sédiment,
d’autant plus a I’aval (Figure 110). Cela témoigne d’un appauvrissement progressif des
MOP en MO terrigene vers l'aval, alors que cette derniére est plus stable dans le

sédiment.

- La MO aquatique qui n’est reflétée que par lI'acide gras Cia. Il est observé un
enrichissement des MOP en MO aquatique, de plus en plus marqué vers 'aval (Figure
110). Ces observations sur la MO terrigéne et aquatique confirment également les
résultats préliminaires obtenus suite a I'analyse des biomarqueurs lipidiques sur les

MOP (voir 4.2.3).

- La MO fécale qui est représentée par la quantité de coprostanol dans les produits de
pyrolyses. Dans la zone amont, la MOP et le sédiment semblent avoir une quantité
proche de MO fécale. Dans le bouchon vaseux, la MOP est enrichie en MO fécale par

rapport au sédiment et l'inverse est observé a I'aval (Figure 110).

- Lasomme de la glycine et de I'alanine et les bases de ’ADN montre toutes les deux un
enrichissement dans la phase particulaire comparé au sédiment (Figure 110). Ceci
témoigne donc d’un enrichissement des MOP en MO plus labile (Lee, 1993; Volk et al.,
1997; Dell’Anno et al., 1998), alors que le sédiment est plus riche en MO terrigéne,

plus réfractaire.
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Figure 110 : Valeur du AMOP pour chaque site et pour chaque composant de la MO dans 1’estuaire de
Seine.

Ce travail montre donc qu’afin de mieux comprendre la dynamique de la MO au niveau
moléculaire dans les estuaires, il est nécessaire de la caractériser a la fois dans la colonne
d’eau et le sédiment, la MO sédimentaire et particulaire montrant des compositions et des
dynamiques tres différentes. Ces différences de composition avaient également été vues
apres la caractérisation de la MO de I'estuaire de Seine au niveau global et structural (chapitre
3). Ainsi, étudier seulement la MO sédimentaire dans les estuaires pourra conduire a une
surestimation de la proportion des constituants terrigénes de la MO par rapport aux composés
plus labiles. Cela pourrait en partie expliquer pourquoi la majorité des biomarqueurs lipidiques
analysés dans les sédiments de |’estuaire de Seine témoignent d’une source principalement
terrigéne de la MO dans ce compartiment (cf. chapitre 4). Un tel enrichissement des MOP en
MO aquatique et des sédiments en MO terrigene a été récemment démontré dans I'estuaire

de la riviere des Perles (Chine ; Guo et al., 2019).
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5.2.9 Variations des propriétés de la MO le long des carottes de sédiment

Aprés avoir comparé la MOP avec la MO des sédiments de surface, on peut s’intéresser a
I’évolution de la MO au sein du sédiment. Pour cela, nous avons comparé les sédiments de
surface avec ceux prélevés a 9-10 cm. Cette partie permettra également une comparaison
avec |’évolution des propriétés de la MO sédimentaire obtenus a partir des biomarqueurs
lipidiques (cf. chapitre 4). Toutefois ces comparaisons ne seront faites que sur 2 profondeurs,

et devront donc étre prise avec précautions.

Dans les sédiments de surface (0-1 cm de profondeur), les produits de pyrolyse de la lignine
représentent pour la plupart des sites entre 25 et 30% de I’ensemble des composés quantifiés,
excepté pour la carotte prélevée a Fatouville en avril 2016 ou la quantité de lignine est tres
élevée en surface (44%) et celle prélevée a Tancarville avril 2015 ou elle est légerement plus
faible (22%, Figure 111). La teneur en lignine augmente avec la profondeur pour la quasi-
totalité des carottes, de méme que I'dge de la MO sédimentaire (voir 4.2.1 pour les ages de la
MO sédimentaire). Cela témoigne d’un enrichissement de la MO sédimentaire en lignine lors
de son enfouissement. Deux exceptions sont cependant observées. La premiére est a Rouen,
ou I'ensemble des sédiments sont d’age moderne (postérieur a 1950), ce qui pourrait
expliquer la faible variabilité des teneurs en lignine avec la profondeur. En effet, la MO
sédimentaire y est récente tout le long de la carotte, et la MO aquatique, plus labile, n’a pas
encore eu le temps de s’y dégrader et par conséquent, il n'y a pas d’augmentation de la
proportion en MO terrigéne avec la profondeur. La deuxieme exception concerne la carotte
de Fatouville prélevée en avril 2016 (Figure 111). L’age de la MO sédimentaire y est plus vieux
en surface (1335 ans AD) qu’en profondeur (1644 ans AD), ce qui peut expliquer
I’appauvrissement relatif en lignine en profondeur observé au niveau de ce site. En effet, I'age
de la MO sédimentaire est plutot anticorrélé a la teneur en lignine (p = -0,57 et p < 0,05) et
I’enrichissement en lignine entre le sédiment de surface et la profondeur est treés fortement
anticorrélé a la variation de I’age de la MO sédimentaire (p =-0,89 et p =0,01) ce qui témoigne
d’un age plus ancien des sédiments plus riches en lignine et d’'une augmentation de I'adge de
la MO sédimentaire par une augmentation de la proportion relative en lignine dans les

sédiments.
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Figure 111 : Variations des teneurs en lignine, cutine et subérine entre les sédiments de surface et

profonds estimées a partir de la pyrolyse. Les valeurs sont exprimées en pourcentage de I’ensemble des
composés quantifiés.

Généralement, 'augmentation de la teneur en lignine dans les sédiments estuariens et cotiers
est interprété comme une augmentation du flux de MO terrigene transportée par la riviere
(Hedges and Mann, 1979). Toutefois, il n’est pas exclu que I'augmentation de la proportion
relative de lignine dans les sédiments soit liée a une dégradation plus intense du reste de la
MO entrainant une hausse de la proportion relative en lignine dans les sédiments. C’'est cette
derniere hypothese qui semble plus probable du moins dans le cas de I'estuaire de la Seine,
puisque dans le chapitre 4, une dégradation de la MO aquatique avec la profondeur avait été
mise en évidence (4.3). De plus, dans les sédiments, la teneur en lignine est inversement
corrélée a son état de dégradation (rapport Ad/Al, p =-0,85 et p < 0,01). Ainsi, on observe un
enrichissement préférentiel en lignine peu dégradée avec la profondeur, ce qui semble en
accord avec une préservation de molécules de lignine et d’'une dégradation d’une partie de la

MO, plus labile. L'augmentation de la teneur en lignine avec la profondeur reflete sa bonne
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préservation dans les sédiments, cette derniére pouvant rester intacte plusieurs centaines

voire milliers d’années (Hedges and Mann, 1979).

Comme la lignine, 'abondance relative en cutine augmente avec la profondeur (Figure 111),
et contrairement a la subérine. Les concentrations en subérine et la lignine sont pourtant
corrélées dans la phase particulaire (p = 0,65, p < 0,01) et I'on pourrait s’attendre a la méme

relation dans le sédiment. Cette différence est pour le moment difficile a expliquer.

L’enrichissement en MO terrigéne (lignine et cutine) avec la profondeur implique qu’une
fraction plus labile de la MO (e.g. les protéines) doit se dégrader en paralléle. Les teneurs en
produits de pyrolyse des acides aminés tendent a diminuer avec la profondeur, excepté pour
la carotte de Fatouville prélevée en avril 2016 (Figure 112), ce qui pourrait étre lié, comme
pour la lignine, au fait que le sédiment de surface soit plus ancien que le sédiment profond au
niveau de ce site uniquement. Pour I'ensemble des autres carottes, |'augmentation relative
de la teneur en lignine avec la profondeur serait concomitante a une dégradation des

protéines dans le sédiment.
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Figure 112 : Variations des teneurs en produits de pyrolyse des acides aminés entre les sédiments de
surface et les plus profonds estimées a partir de la pyrolyse. Les valeurs sont exprimées en % du total
quantifié.
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5.3 Conclusions

L’analyse moléculaire par thermochimiolyse de la MO de I’estuaire de Seine a permis d’obtenir
des informations complémentaires sur la composition de la MO, notamment en identifiant

différents constituants de la MO :

- Lalignine, la cutine, la subérine, les lipides bactériens et des sucres font partie de la

MO terrigene. De plus, des protéines font éventuellement partie de cette derniere.

- Lessucres bactériens (sucres aminés et désoxyhexoses) permettent de tracer I'activité

microbienne in situ.

- Le coprostanol permet de tracer la contamination fécale humaine, et donc la MO

anthropique.

- Enfin, la MO aquatique semble représentée par des lipides a courtes chaines, et

potentiellement de bases d’ADN, de dérivés d’acides aminés et de sucres.

Dans un premier temps, la pyrolyse a permis de différencier de maniere plus fine par rapports
aux analyses globales les différences de composition entre les trois compartiments de la MO,
la MOD étant la plus labile, et la MO sédimentaire plus terrigene. La composition de la MOP
est intermédiaire entre celle de la MOD et du sédiment. Toutefois, I'étude de la MOD en
pyrolyse est complexe, de nombreuses molécules n’ayant pu étre identifiées, probablement

en raison de sa composition riche en carbohydrates, dont le rendement de pyrolyse est faible.

L’analyse moléculaire par thermochimiolyse de la MO a également permis de préciser la
dynamique de la MOP et de la MO sédimentaire dans I'estuaire de Seine, notamment sa
dégradation et les interactions MOP-MO sédimentaire. Deux processus majeurs semblent

controler la dégradation de la MO dans I'estuaire de Seine :

- La MO est réduite dans les sédiments, ces derniers étant oxiques dans les premiers
mm et devenant rapidement anoxiques (Huguet et al., 2018). Ce phénoméne se traduit
par une diminution du rapport Ad/Al de lignine (en limitant I'oxydation de la lignine)

ainsi qu’une dégradation de la MO labile plus intense (Figure 113).
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- La MOP est oxydée dans la colonne d’eau. Cette oxydation est d’autant plus
importante que le temps de résidence de I’eau est grand, en particulier a I'aval, ou le
battement de I'eau est plus fort. Ainsi, la lignine est trés dégradée (oxydation des
aldéhydes en acides) a I'aval. La disparition de la MO terrigene lors de son oxydation
couplée a une production primaire plus importante conduit a un enrichissement de la

MOP en matériel d’origine aquatique a I'aval (Figure 113).

Enfin, dans la zone du bouchon vaseux, une remise en suspension de la MO sédimentaire

dans la colonne d’eau entraine une activité microbienne plus intense (Figure 113).
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Figure 113 : Schéma de la dynamique de la MOP et de la MO sédimentaire dans I’estuaire de Seine
obtenu a partir des analyses moléculaires. Les points dont 1’opacité est plus faible et le contour est en
pointillés représentent une MO plus dégradée.

La comparaison de la composition de la MOP et de la MO sédimentaire a pu mettre a jour de
grandes différences, notamment a I'aval. En effet, en amont, la MOP et la MO sédimentaire
ont des compositions tres proches, avec un léger enrichissement en MO labile,
potentiellement plus aquatique. A I'inverse, a I'aval, la proportion de constituants terrigenes
devient nettement plus importante dans le sédiment que dans la phase particulaire. Ceci peut
s’expliquer par une préservation sélective de la MO terrigene dans les sédiments. Ainsi,

I’étude seule de sédiments dans la zone aval des estuaires ne semble pas représentative des
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phénomeénes ayant lieu dans la colonne d’eau. Une étude combinée de la MOP et de la MO

sédimentaire apparait essentielle pour comprendre la dynamique de la MO dans les estuaires.

La pyrolyse s’avére étre un outil prometteur pour suivre la composition de la MOP et de la MO
sédimentaire, plus particulierement les constituants les plus hydrophobes. En effet, I'analyse
de la composition chimique de la MOD, plus riche en sucres et protéines (dont les rendements
de pyrolyses sont faibles et dont les produits de pyrolyses sont peu connus) est complexe.
Toutefois, la thermochimiolyse nous a permis de caractériser facilement la composition
(macro)moléculaire de la MOP avec seulement de petite quantité, ce qui n’est pas possible
pour les lipides. De plus, la thermochimiolyse permet d’analyses des composés trop polaires

pour étre analysés sous forme de lipides, comme les sucres ou les protéines.

Le croisement des données de thermochimiolyse et de RMN a montré que les proportions
relatives en lignine et en protéines étaient cohérentes avec les données globales. Toutefois,

des progres sont encore a réaliser pour quantifiés les variations des teneurs en carbohydrates.

Enfin, afin de mieux comprendre les sources des nombreux produits de pyrolyse dans les
échantillons de I'estuaire de Seine, il serait nécessaire de développer un référentiel des
produits de pyrolyses de la MO du bassin de la Seine, notamment sur les différentes espéces
planctoniques (zooplancton et phytoplancton) et bactérienne de I'estuaire, dont la
caractérisation par thermochimiolyse est plus complexe. Elle pourrait également permettre
de mieux déterminer les produits de pyrolyse de la MO terrigéne en étudiant a la fois la MO
des végétaux terrestres, mais également celle des sols proches de la Seine, qui vont également
exporter leur MO jusqu’a l'estuaire de Seine. Il en est de méme pour les organismes
planctoniques marins et les rejets des stations d’épuration. Ainsi, cela permettra de mieux
définir les différents « end members» de la MO dans |'estuaire de Seine : la MO terrigéne
provenant des végétaux terrestres et des sols, la MO estuarienne planctonique et bactérienne

produite in situ, la MO marine et celle issue des stations d’épuration.
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Tableau 12 : Liste des molécules quantifiées en thermochimiolyse. Les m/z en gras sont les

ions utilisés pour l'intégration des pics.

Code Nom Famille m/z M+ Sources
1 Acide benzoique 105+77+136 136 ?
2 N,N-diméthyl-acétamide 44+87+72 87 Carbohydrate
3 Phytol 101+74 326 ?
4 Glycerol 59+45+89 134 ?
5 1,2,4-triméthoxy-butane 45+103 148 ?
6 Acide déhydroabiétique 239+299+314 314 Végétaux
7 Coprostanol 370+215+355 402 Lipides
8 Cholesterol 368+400+353 400 Lipides
9 Cholestanol Autre 402+215+248 402 Lipides
10 Sitosterol 398 424 Lipides
11 Triterpéne pentacyclique 218 ? Lipides
12 Triterpene pentacyclique 218 ? Lipides
13 Triterpéne pentacyclique 218 ? Lipides
14 Triterpene pentacyclique 218 ? Lipides
15 Triterpéne pentacyclique 203 ? Lipides
16 Triterpene pentacyclique 203 ? Lipides
17 Triterpene pentacyclique 203 ? Lipides
18 Triterpéne pentacyclique 203 ? Lipides
AA1l N,N-dimethyl glycine 58+117 117 Glycine
AA2 N,N-dimethyl alaline 72+131 131 Alanine
AA3 N-methyl valine 86+145 145 Valine
AA4 N,N-dimethyl valine 100+159 159 Valine
AA5 butenedioic acid 113+144 144 Ac. Aspartique
AAG6 N-methyl proline 84+143 143 Proline
AA7 N-methyl leucine 100+159 159 Leucine
AA8 N,N-dimethyl leucine 114+173 173 Leucine
Acide aminés Ac.
AA9 N-methyl-5-oxoproline 98+157 157  Glutamique/
Glutamine
AA10 N,N-dimetyhyl glutamic acid 144+203 203 Ac..
Glutamique
AA11l N,N-dimethyl-O-methyl tyrosine 116+178 237 Tyrosine
N-Methylisoleucine methyl
AA12 ester 100+159 159 Isoleucine
N,N-Dimethylphenylalanine
AA13 methyl ester 116+148+133 207 Phenylalanine
ADN1 Thymine 154+69+97 154 ADN
ADN2 Adenine ADN 148+177+162 177 ADN
ADN3 Guanine 193+164+178 193 ADN
ADN4 Cytidine 101+45+115 299 ADN
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ADN5 Adenosine 164+134+192 294 ADN
c1 Tri-O—mejchyl-?-deoxy-D-threo— 129+115+161 206 Xylc?se/
pentonic acid, methyl ester Arabinose
Tri-O-methyl-3-deoxy-D-
C2 erythro-pentonic acid, methyl 129+115+161 206 XyI(?se/
Arabinose
ester
Tri-O-methyl-3,6-deoxy-L-
arabino-hexonic acid, methyl
c3 ester 129+161+103 220 Rhamnose
Tri-O-methyl-3,6-deoxy-L-lyxo-
C4 hexonic acid, methyl ester 129+161+103 220 Fucose
Tri-O-methyl-3,6-deoxy-L-ribo-
C5 hexonic acid, methyl ester Acide aldonique 129+161+101 220 Rhamnose
Tri-O-methyl-3,6-deoxy-L-xylo-
C6 hexonic acid 129+161+101 220 Fucose
Tetra-O-methyl-3-deoxy-D- Glucose/
c7 arabino-hexonic acid, methyl 129+101+161 250
astar Mannose
Tetra-O-methyl-3-deoxy-D-xylo-
Cc8 hexonic acid, methyl ester 129+101+161 250 Galactose
9 Tetra-O—rTweth.yl—3—deoxy—D—ribo- 129+101+161 250 Glucose/
hexonic acid, methyl ester Mannose
Tetra-O-methyl-3-deoxy-D-lyxo-
C10 hexonic acid, methyl ester 129+101+161 250 Galactose
D16 Diacide a,w-C16:0 L 98+74 314 Cutine
Diacide long
D22 Diacide a,w-C22:0 98+74 398 Subérine
DC1 Acide butanedioique L 115+55+59 146 ?
Diacide court
DC2 Acide méthyl- butanedioique 59+129+101 160 ?
F1 Furfuryl 81+112+53 112 Carbohydrate
F2 Cyclopentenone 82+54 82  Carbohydrate
F3 Furfural 96+95 96 Carbohydrate
F4 2-méthyl-cyclopetenone Furanes 96+67+81 96 Carbohydrate
F5 Furyl-ethanone 95+110 110 Carbohydrate
F6 Méthyl-furaldéhyde 110+108+53 110 Carbohydrate
F7 1-méthyl-cyclopentenone 96+67+81 96 Carbohydrate
F8 Acide furanoique 95+126 126 Carbohydrate
FA6 Acide C6:0 74+87 130 Lipides
FA7 Acide C7:0 74+87 144 Lipides
FAS8 Acide C8:0 74+87 158 Lipides
FA9 Acide C9:0 74+87 172 Lipides
FA10 Acide C10:0 74+87 186 Lipides
FA12 Acide C12:0 Acide Gras 74+87 214 Lipides
i/aFA14 iso/anteiso acide C14:0 74+87 242 Lipides
FA14 Acide C14:0 74+87 242 Lipides
iFA15 iso acide C15:0 74+87 256 Lipides
aFA15 anteiso acide C15:0 74+87 256 Lipides
FA15 Acide C15:0 74+87 256 Lipides
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i/aFA16 iso/anteiso acide C16:0 74+87 270 Lipides
FAl6:1 Acide C16:1 55+69 268 Lipides
FA16 Acide C16:0 74+87 270 Lipides
iFA17 iso acide C17:0 74+87 284 Lipides
aFA17 anteiso acide C17:0 74+87 284 Lipides
FA17 Acide C17:0 74+87 284 Lipides
FA18:1 Acide C18:1 55+69 296 Lipides
FA18:1 Acide C18:1 55+69 296 Lipides
FA18 Acide C18:0 74+87 298 Lipides
FA20 Acide C20:0 74+87 326 Lipides
FA22 Acide C22:0 74+87 354 Subérine
FA24 Acide C24:0 74+87 382 Subérine
FA26 Acide C26:0 74+87 410 Subérine
FA28 Acide C28:0 74+87 438 Subérine
FA30 Acide C30:0 74+87 466 Subérine
FA32 Acide C32:0 74+87 494 Subérine
H16 Acide w-méthoxy-C16:0 74+45+98 300 Cutine
dmH16:1  Acide 10,16-diméthoxy-C16:1 213+169 328 Cutine
dmH16 Acide 10,16-diméthoxy-C16:0 215+159 330 Cutine
H18:1 Acide w-méthoxy-C18:1 81455 326 Cutine
H18 Acide w-méthoxy-C18:0 74+87 328 Cutine
tmH18:1 Acide 9,10,18-triméthoxy-C18:1 199+135 386 Cutine
Diacide 9,10-diméthoxy-a,w-
tmHD18 C18:0 Hydroxyacide  201+137+109 402 Cutine
H20 Acide w-méthoxy-C20:0 74+87 356 Cutine
tmH18  Acide 9,10,18-triméthoxy-C18:0 201+71+137 388 Cutine
Acide 9,10,18-triméthoxy-C18:0
tmH18' non méthylé 173+201+137 346 Cutine
H22 Acide w-méthoxy-C22:0 74+87 384 Subérine
H24 Acide w-méthoxy-C24:0 74+87 412 Subérine
H26 Acide w-méthoxy-C26:0 74+87 440 Subérine
11 N-méthyl-indole 130+131 131 Tryptophane
12 N-méthyl-méthyl-indole 145+144 145 Tryptophane
13 N-méthyl-diméthyl-indole 158+144 159 Tryptophane
14 2-méthyl-Isoindole-1,3-dione 161+104+76 161 Ncomp
15 N-métyhl-méthoxy-indole 161+146+118 161 Ncomp
M1 Methoxybenzéne 108+78+65 108 ?
M2 (Methylmethoxy)benzene 91+122+108 122 ?
M3 Methyl-methoxy-benzene 122+107491 122 ?
M4 Methyl-methoxy-benzene . 122+107477 122 ?
Methoxybenzéne
M5 1,2-dimethoxy-benzéne 138+123+95 138 ?
M6 1-ethenyl-4-méthoxy-benzéne 134+119+91 134 Lignine
M7 1,4-dimethoxy-benzéne 123+138+95 138 ?
M8 3-méthoxy-benzaldéhyde 136+135+107 136 ?
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1,2-diméthoxy-3-méthyl-

M9 benzene 152+137+109 152 ?
1,4-diméthoxy-2-méthyl-
M10 benzene 137+152 152 ?
M11 4-méthoxy-benzaldéhyde 135+136+77 136 Lignine
M12 1,2,3-triméthoxy-benzene 168+153+110 168 Lignine
M13 Acide 3-méthoxy-benzoique 135+166+107 166 ?
4-éthényl-1,2-diméthoxy-
M14 benzene 164+149+91 164 Lignine
M15 1,2,4-triméthoxy-benzene 168+153+125 168 Carbohydrate
M16 Acide 4-méthoxy-benzoique 135+166+77 166 Lignine
M17 1,3,5-triméthoxy-benzene 168+139+110 168 ?
M18 3,4-diméthoxy-benzaldéhyde 166+165+95 166 Lignine
M19 Acide 3,4-diméthoxy-benzoique 196+165+137 196 Lignine
M20 3,4,5-triméthoxy-benzaldéhyde 196+181+125 196 Lignine
1,2-diméthoxy-4-(2-
M21 méthoxyéthényl)-benzéne 194+179+151 194 Lignine
1,2-diméthoxy-4-(2-
M22 méthoxyéthényl)-benzéne 194+179+151 194 Lignine
1,2-diméthoxy-4-(3-méthoxy-1-
M23 propényl)-benzene 208+177 208 Lignine
1,2-diméthoxy-4-(3-méthoxy-1-
M24 propényl)-benzene 208+177 208 Lignine
M25 Acide 4-méthoxy-cinnamique 161+192+133 192 Lignine
Acide 3,4,5-triméthoxy-
M26 benzoique 226+211+155 226 Lignine
1,2-diméthoxy-4-(3-méthoxy-1-
M27 propényl)-benzéne 208+177 208 Lignine
2-(3,4,5-triméthoxyohényl)-1-
M28 méthoxyéthene 209+224+181 224 Lignine
1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-
M29 trimethoxypropyl)benzene 181 270 Lignine
2-(3,4,5-triméthoxyohényl)-1-
M30 méthoxyéthene 209+224+181 224 Lignine
1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-
M31 trimethoxypropyl)benzene 181 270 Lignine
Acide 3,4-diméthoxy-
M32 cinnamique 222+191+207 222 Lignine
1,2,3-trimethoxy-4-(1,2,3-
M33 trimethoxypropyl)benzene 211 300 Lignine
1,2,3-trimethoxy-4-(1,2,3-
M34 trimethoxypropyl)benzene 211 300 Lignine
018 Alcool C18 83+97 284 Lipides
020 Alcool C20 83+97 312 Lipides
022 Alcool C22 Alcool 83+97 340 Subérine
024 Alcool C24 83+97 368 Subérine
026 Alcool C26 83+97 396 Subérine
028 Alcool C28 83+97 424 Subérine
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030 Alcool C30 83+97 452 Subérine
P1 N-méthyl-Pyrrole 81+80 81 Ncomp
P2 N-méthyl-méthyl-pyrrole 94+95 95 Ncomp
P3 N-méthyl-méthyl-pyrrole 94+95 95 Ncomp
P4 N-méthyl-diméthyl-pyrrole 108+109 109 Ncomp
P5 N-méthyl-diméthyl-pyrrole Pyrrole 108+109 109 Ncomp
P6 N-métyhl-pyrrolidinone 99+44+98 99 Asparagine
P7 N-méthyl-Pyrrole-2,5-dione 111+54+83 111  Asparagine
P8 N,N'-dimethyl-pyrazolone 112+69 112 Ncomp
P9 N-méthyl-methyl-pyrroledione 110+125 125  Asparagine
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CHAPITRE 6 : IMPACT DES CRUES MAJEURES DE LA
SEINE SUR LA QUALITE DE LA MO : PREMIERS
RESULTATS ET IMPLICATIONS
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6.1 Introduction

Le changement climatique actuel entraine un bouleversement de nombreux écosystémes. En
milieu polaire, une forte augmentation des températures est attendue, avec une fonte des
calotte glaciaires et 'augmentation du niveau marin a I"échelle du globe (IPCC, 2014). Dans
nos latitudes, les modeles ne prévoient pas une augmentation aussi extréme des
températures que dans le milieu polaire, mais plutét une augmentation de la fréquence des
événements climatiques extrémes: canicules de plus en plus fréquentes, tempétes,
inondations, crues majeures etc... (IPCC, 2014). Ces événements peuvent influencer la qualité
de I'eau. En effet, le changement brutal de I’'hydrodynamisme des cours d’eau pourrait avoir
un effet important sur le cycle du carbone, notamment par une plus faible dégradation de la

MO terrigene transportée par les rivieres dans les océans (Bauer et al., 2013).

Ces deux dernieres années, la Seine a connue deux crues majeures, en juin 2016 et en janvier
2018. Lors de ces événements extrémes, une quantité importante de matériel du bassin
versant est érodée et transférée du milieu continental jusqu’a I'océan. Il est donc nécessaire
de comprendre quel est I'impact de ces crues sur la qualité de I’eau. Ces résultats permettront
d’aider les agences de I'eau a mieux gérer ces événements extrémes, mais également de

comprendre leur impact sur la qualité et la quantité de MO tout au long du bassin de la Seine.

Ce chapitre cherchera a répondre aux questions suivantes :

- Quelles sont les sources et les caractéristiques de la MO de la Seine lors des périodes

de crues majeures ?

- Comment les caractéristiques de la MO varient entre I'amont et l'aval de

I’agglomération parisienne ?

- Quelles sont les différences des propriétés qualitatives et quantitatives de la MO entre

les deux événements de crue ?

Afin de répondre a ces objectifs, des échantillons de laisses de crue ont été prélevés lors des
deux crues majeures de la Seine. Ces derniers sont des sédiments fins déposés sur les berges

suite au retrait des eaux et fournissent un signal intégrateur de 'ensemble de I'événement.
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Les laisses de crues de janvier 2018 ont été analysées au niveau global (analyse élémentaire
et isotopique), et une analyse isotopique des laisses de crues de juin 2016 sera a prévoir. Les
biomarqueurs lipidiques ont été analysés dans I’ensemble des échantillons de laisses de crues.
Les lipides analysés sont les méme que ceux présentés dans le chapitre 4 : n-alcanes, alcools,
acides gras et stérols. Ces analyses vont permettre de qualifier les différentes sources de la
MO le long de la Seine lors des périodes de crues et ont fait I'objet du stage de master 2 de
Suyong LEE entre mars et aol(t 2018 dans le cadre d’un projet agence de I'eau Seine-

Normandie.

Les données des laisses de crues seront comparées aux données des sédiments de I’estuaire
de Seine. Toutefois, cette comparaison a des limites : pas le méme type de sédiment et ces

derniers n’ont pas été prélevés lors de la méme période.

6.2 Présentation des échantillons

Les échantillons analysés dans ce chapitre different de ceux étudiés dans les chapitres

précédents (3, 4 et 5), qui provenaient de I'estuaire de Seine.

Pour la crue de juin 2016, 27 laisses de crue ont été prélevées en amont du bassin de la Seine
entre le 6 et le 28 juin. Pour la crue de janvier 2018, 18 échantillons ont été prélevés entre le
24 janvier et le 28 février. Les laisses de crue de juin 2016 sont majoritairement localisées
autour de Paris, alors qu’en janvier 2018, elles sont réparties dans I'ensemble de la zone

amont du bassin de la Seine (Figure 114).
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Figure 114 : Distribution spatiale des échantillons de laisse de crue de juin 2016 (points noirs) et de
janvier 2018 (points vert) et groupes des échantillons (A a E) en fonction de leur distance a Paris.

6.3 Résultats et discussions

6.3.1 Sources de la MO lors des crues de la Seine

a. Au niveau global

Le couplage des analyses élémentaires et isotopiques permet d’estimer les sources possibles

de la MO en amont de la Seine (cf. chapitre 3).

Le rapport C/N de la MO des laisses de crues de janvier 2018 varie entre 11,8 et 18,3 (Figure
115). Ainsi, les échantillons ont des valeurs de C/N intermédiaires entre les végétaux
supérieurs (C/N > 20 ; Hedges et al., 1997) et des algues (C/N < 10 ; Meyers, 1994) et indique
donc un mélange de MO terrigene et aquatique. Les échantillons avec les plus fortes valeurs
de C/N sont plus riches en MO terrigéne. Le §'3C de la MO des laisses de crues varie peu, en
général proche de -30%., il n'y a pas donc pas de contribution de plantes en C4 a la MO des

laisses de crue (Figure 115).
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Le rapport C/N des laisses de crue (14,7 = 1,3) est néanmoins plus élevé que celui observé
dans les sédiments de I'estuaire de C/N (10,3 + 0,6; cf. chapitre 3) ce qui témoigne d’une
proportion plus importante de MO terrigene, ou bien d’une MO plus dégradée, dans les laisses

de crue que dans la MO de I'estuaire de Seine, hors période de crue.
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Figure 115 : Diagramme de Meyers (§"*C de la MO en fonction du C/N) des laisses de crues de
janvier 2018. Les rectangles représentent les gammes de valeurs des différentes sources de la MO.
D’apres Meyers (2003).

Afin d’aller plus loin dans I’étude des sources et la composition de la MO transportée lors des

crues de la Seine, une analyse des biomarqueurs lipidiques a été réalisée (cf. chapitre 4).
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b. Les lipides

i) Les lipides apolaires : les n-alcanes

Dans les fractions apolaires, les composés majoritaires sont les n-alcanes (Figure 116).
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Figure 116 : Distribution des n-alcanes d’un échantillon prélevé a coté du barrage de Poses en juin 2016
(CS16 Bouafles), chromatogramme apres extraction de I’ion m/z = 57

Les n-alcanes identifiés et quantifiés ont des longueurs de chaines comprenant de 16 jusqu’a
33 atomes de carbone. Le n-alcane majoritaire dans la plupart des échantillons est
I’'homologue en Cy7 (70% des échantillons), suivi du Ca9 (27% des échantillons) et du Czs (3%
des échantillons). Plusieurs types de distribution des n-alcanes ont été observés dans les
différents échantillons des laisses de crue et ont été regroupés statistiquement par
classification ascendante hiérarchique (méthode de Ward, les données n’ont pas été centrées
ni réduites afin de prendre en compte I'abondance relative de chaque n-alcane en
considération ; voir 2.4.7). Cette classification a permis de distinguer 2 grands groupes et 2
groupes ne comportant qu’un seul échantillon (échantillon prélevé a Orsay en juin 2016 et

échantillon prélevé a Moret sur Loing en janvier 2018).

La distribution de « type A » est dominée par les homologues en C7 et Ca9 avec une forte
prédominance des chaines impaires ainsi qu’une proportion de n-alcanes a longues chaines
(>C30) plus importante que la distribution de « type B » (Figure 117). La distribution de « type

B » est dominée par le composé en Cy7 avec les homologues en Czs, Ca6 et Cy9 également
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abondants. Elle se caractérise également par une légére prédominance des composés a
chaines impaires (Figure 117). La distribution de « type C » est dominée par ’"homologue en
Czs, sans prédominance pour les n-alcanes impairs (Figure 117). Enfin, la distribution « type

D » est dominée par le composé Cyg, suivi des homologues en Cy7, Cs1 et Csa.

.iﬂlihinl‘illl{ i

C16 C17 C18 C19 C20 C21 C22 C23 C24 C25 C26 C27 C28 C29 C30 C31 C32 C33

Proportions (%)

Figure 117 : Proportions moyennes des n-alcanes (en %) et écarts types des 4 types de distributions
obtenues par analyse statistique. Les distributions C et D ne concernent qu’un seul échantillon, la
distribution B correspond a 15 échantillons et la distribution A a 27 échantillons.

Les différentes propriétés des distributions des n-alcanes (gamme, maximum, ACL, CPl et TAR ;

voir 1.5.2 pour la définition des paramétres) sont listées dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Résumé des caractéristiques des 4 distributions des n-alcanes. Les lettres a et b symbolisent
les groupes de valeurs identiques ou distincts

Type N Gamme Max ACL TAR CPI
A 27 16-33 27/29 26,2+0,5 15,795 4,1+0,9°
B 15 16-33 27/29 26+0,4 23,1+19,1 2,1+0,5°
C 1 20-31 28 26,5 NA 0,7
D 19-32 29 27,8 32,8 2,1
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L’ensemble des distributions sont typiques des végétaux terrestres, avec une prédominance
pour les chaines impaires longues (C27 et Cy9) et témoignent donc de leur production par ces
derniers (Eglinton and Hamilton, 1967). La différence majeure entre les deux types principaux
(A et B) de distribution est le CPl (Tableau 13). Les valeurs plus élevées de CPI dans la
distribution A que dans la distribution B suggerent que les n-alcanes de type A sont moins

dégradés que ceux de type B (Bray and Evans, 1961).

Dans la fraction la plus polaire, des séries de n-alcools, d’acides, de stérols et de stanols ont

été détectés.
ii) Les lipides polaires : les alcools

La longueur de chaine des n-alcools est comprise entre 12 et 32 atomes de carbone dans
I’ensemble des échantillons de crue. Excepté un échantillon pour lequel I’homologue en Cia
est le plus abondant (échantillon prélevé a Pont sur Yonne lors de la crue de janvier 2018),
I’ensemble des échantillons est dominé par I'alcool en Ca6. Des alcools ramifiés iso et anteiso
a courtes chaines (Ci12 a Cis) ont également été identifiés. Une analyse statistique similaire ¢a
celle menée sur les n-alcanes a révélé trois grands types de distributions des alcools (Figure

118).

La distribution A est la plus abondante (57% des échantillons). Elle est dominée par les alcools
a longues chaines (> Cys; Figure 118). La distribution B est moins présente (23% des
échantillons) et ressemble a la distribution A, avec néanmoins une plus forte prédominance
des chaines longues par rapport aux courtes (Figure 118). Enfin, la distribution C (20% des
échantillons) differe nettement des deux autres, avec une proportion des alcools en Ci3, Cia,

Cis et Ci6 plus importante (Figure 118).
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Figure 118 : Proportions moyennes des alcools (en %) et écarts types des 3 types de distributions
obtenues par analyse statistique. La distribution A est composée de 25 échantillons, la distribution B est
composée de 10 échantillons et la distribution C de 9 échantillons. i = iso, a = anteiso.

Les différentes propriétés des distributions des alcools (gamme, maximum, ACL, CPI et TAR)

sont listées dans le Tableau 14.

Tableau 14 : Résumé des caractéristiques des 3 distributions des alcools.

Type N Gamme Max ACL TAR CPI
A 25 12-32 26 24,8 £ 0,72 9,91+5,8° 28,1 +13,2°
B 10 12-32 26 25,7+0,5° 26,2+13,2° 51,3+23,7°
C 9 12-32 26/14 21,5+1,1°¢ 2,2+0,9¢ 8,6+4,7¢

Les distributions des alcools montrent des sources plus diverses que celle des n-alcanes. En
effet, bien que la gamme soit identique, chaque distribution montre des indices tres différents
(Tableau 14). Deux distributions extrémes sont observées (B et C) alors que celle de type A est
intermédiaire. Le distribution B est typique des végétaux terrestres, avec une forte
prédominance des chaines paires et longues (> Ca4; (Eglinton and Hamilton, 1967). A l'inverse,
la distribution C montre une plus grande prédominance des chaines courtes (Figure 118) ainsi
gue des ACL, TAR et CPI plus faibles, ce qui correspond a une proportion plus importante
d’alcools d’origine microbienne ou algaire (Cranwell, 1982). La distribution A est dominée par
les alcools issus des végétaux terrestres mais montre une proportion d’alcools algaires ou
microbiens plus importante que dans la distribution B, comme le révelent les valeurs de TAR

et CPI plus faibles (Tableau 14).
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iii) Les lipides polaires : les acides gras

La série d’acide gras détectée dans les laisses de crue a une longueur de chaine comprise entre
6 et 28 atomes de carbone. Le composé en Cis est prédominant, excepté dans un échantillon
ou I'homologue en Cy4 est le plus abondant (échantillon prélevé au pont de I’arche sur I'Eure
en janvier 2018). Parmi ces composés, on identifie 5 acides gras ramifiés (iso ou anteiso Cia,

Cis et C17) et 5 homologues linéaires et insaturés (Ci et Cis).

La méthode statistique des regroupements par méthode de Ward a permis d’établir 3 groupes

en fonction de leur distribution en acides gras (Figure 119) :

- Le groupe A est principalement composé des acides gras en Cis4, Ci6:1 €t Ci6 avec tres

peu d’acides gras a longues chaines.

- Le groupe B differe de la distribution de type A par la présence en quantité plus

importante d’acides gras a longues chaines.

- Le groupe C est constitué principalement des acides gras en Cis et Cis.
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Figure 119 : Proportion moyenne des acides gras (en %) et écart types des 3 grandes distributions
obtenues par analyse statistique. La distribution A est composée de 19 échantillons, la distribution B est
composée de 15 échantillons et la distribution C de 10 échantillons. i = iso, a = anteiso.
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Les 3 distributions des acides gras sont dominées par les chaines courtes (Figure 119), ce qui
témoigne de leur production par des algues et/ou des microorganismes (Canuel, 2001;

Meyers, 2003).

Tout comme les alcools, deux des distributions d’acides gras sont extrémes mais moins nettes
que pour les alcools (A et B), la distribution C étant intermédiaire (Tableau 15). Ainsi, la
distribution A est fortement dominée par les acides gras d’origine aquatique peu dégradés
(TAR faible et CPI élevé) alors que la distribution B est issue d’un mélange entre des acides
gras aquatiques et des acides gras de végétaux terrestres. Dans la distribution C, la proportion
des acides gras aquatiques peu dégradés est plus importante que dans la distribution B,
comme le montrent les valeurs de TAR et CPI respectivement plus faibles et plus élevées pour

la distribution C que pour celle de type B (Tableau 3).

La proportion d’acide gras ramifiés et insaturés ne differe pas de maniére notable entre
I’ensemble des distributions. Cela suggere que I'abondance relative des composés d’origine
bactérienne est comparable dans I'ensemble des échantillons (Perry et al., 1979; Volkman et

al., 1980) et que les acides gras y sont peu dégradés (Meyers, 2003).

Tableau 15 : Résumé des caractéristiques des 3 distributions des acides gras.

Type N Gamme Max ACL TAR CPI Ramifiés (%) Insaturés (%)
A 19 8-28 16 16,5+0,3* 0,77+0,42® 29,8+10,5° 4+1,6 11,544
B 15 6-28 16/24 18,6+1,1° 3,9+2,6° 11,8 + 4° 3,4+1,8 13,5+6,9
C 10 6-28 16 16,9+0,4° 1,2+0,8° 34,7 +20,5° 3+£1,1 7,6+3,6

Tout comme dans les échantillons de |'estuaire de Seine, les 3 familles de molécules
aliphatiques montrent des sources différentes (cf. chapitre 4): les n-alcanes proviennent
majoritairement des végétaux terrestres, les alcools proviennent d’'un mélange de végétaux
terrestres et d’organismes aquatiques alors que les acides gras sont produits par des
organismes aquatiques. Ceci est donc également en accord avec la littérature : les cires
épicuticulaires des végétaux terrestres sont enrichies en n-alcanes (Hadley, 1981) alors que

les acides gras sont plus abondants chez les microalgues (Volkman et al., 1989).

Les distributions des n-alcanes sont indépendantes de celles des alcools et des acides gras

(aucune corrélation entre les TAR) alors que les distributions des alcools et des acides gras
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sont liées. En effet, le TAR des alcools est fortement corrélé a celui des acides gras (p = 0,7 et
p < 0,01). Cela témoigne donc d’une source exclusivement issue des végétaux terrestres pour
les n-alcanes alors que les alcools et les acides gras sont issus du mélange des organismes

aquatiques et des végétaux terrestres.
iv) Les lipides polaires : les stérols et stanols

Une série de stanols et stérols a pu étre identifiée et quantifiée dans les fractions polaires des
laisses de crues de juin 2016 et de janvier 2018 : trois 5a-stanols (cholestanol, campestanol et
sitostanol), un 5B-stanol (coprostanol) et 5 stérols (cholestérol, brassicastérol, campestérol,

stigmastérol et sitostérol).

La distribution des stérols et stanols ne montre pas de différence nette entre les différents
échantillons (Figure 120). Le sitostérol est largement prédominant dans I'ensemble des
extraits lipidiques des laisses de crues, suivi par le cholestérol et le coprostanol. Les autres
stérols et stanols sont présents dans des proportions relativement faibles (Figure 120). De

plus, les stérols sont plus abondants que les stanols.
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Figure 120 : Distribution des stérols et stanols dans les laisses de crues de janvier 2018 et de juin 2016.
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La tres forte proportion de sitostérol reflete une production principale des stérols par des
végétaux terrestres (Volkman, 1986). La présence du brassicastérol indique une production
de MO par des microalgues, mais toutefois peu abondante (Volkman, 1986; Volkman et al.,
1998). Ainsi, comme le suggérait le rapport C/N et les distributions de n-alcanes et d’alcools,
la MO des laisses de crues semble provenir majoritairement des végétaux terrestres, avec une
part plus faible de MO aquatique. De plus, la présence de coprostanol en forte proportion
(Figure 120) révele un apport de MO fécale, probablement issue des stations d’épurations

(Leeming et al., 1996; Bull et al., 2002).

6.3.2 Impact de Paris sur la qualité de la MO

Afin d’estimer l'influence de I'agglomération parisienne sur les propriétés de la MO,
I’ensemble des laisses de crues a été classé en 5 groupes en fonction de leur éloignement de
Paris (Tableau 16, Figure 114). Les échantillons de la crue de juin 2016 ont principalement été
prélevés en région parisienne, alors que ceux de la crue de janvier 2018 sont plus répartis le
long du bassin versant de la Seine. Toutefois, cette classification ne prend pas en compte les
différentes occupations du sol (i.e. ville, champs, prairie, forét etc...), ni la densité de
population.

Tableau 16 : Classement des laisses de crue en fonction de leur distance par rapport a Paris et nombre
d’échantillons dans ces différents groupes pour les deux crues. Les groupes A, B et C sont en amont de

Paris, le groupe D correspond a une zone circulaire de 30 km autour de Paris, et le groupe E est en aval
de Paris.

Groupes Distance (km) Crue 2016 Crue 2018

A 190-100 0 4
B 100-50 4 4
C 50-30 3 2
D 30-30 18 4
E 30-110 2 3

Trés en amont et en aval de Paris, le rapport C/N de la MO montre des valeurs supérieures a
15 ce qui témoigne d’une source majoritairement terrigeéne de la MO (Figure 121). A l'inverse,
proche de Paris (groupe C et D), les valeurs de C/N sont plus faibles en général inférieures a
15 (Figure 121), révélant un changement de source de la MO vers Paris et son agglomération,
avec une MO plus riche en azote. Le rapport C/N augmente ensuite en aval de Paris (groupe

E) pour retrouver des valeurs proches de celles de I'amont. Cette diminution du C/N autour
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de I'agglomération parisienne pourrait étre causée par un apport de MO plus importante des
stations d’épuration, dont le C/N est généralement inférieur a 10 (MO riche en composés
azotés ; Doublet et al., 2010). Cet apport de MO anthropique est confirmé par I'identification
du coprostanol dans les laisses de crue (voir plus haut). La forte concentration des stations
d’épurations autour de Paris (environ 530 ; source SIAAP : Syndicat interdépartemental pour
I'assainissement de I'agglomération parsienne) notamment dans la Seine et Marne (Est de
Paris : 284), dans les Yvelines (Ouest de Paris : 140), dans I'Essonne (Sud de Paris : 60) et dans
le Val d’Oise (Nord de Paris : 42) pourrait partiellement expliquer la variation du rapport C/N
le long de la Seine. En aval de Paris, I'apport de composés riches en azote, notamment par les
stations d’épuration, disparait rapidement. En paralléle, le §3C de la MO montre des valeurs
bien plus faibles tres en amont de Paris (groupe A ; Figure 121) par rapport aux autres groupes
de distance (B a E). Cette différence, difficile a expliquer, pourrait étre liée a un changement
d’occupation des sols le long du bassin amont de la Seine ou bien a des apports en MO
anthropique autour de Paris, qui sont enrichis en 13C (6'3C = -26/-24 %o ; Burnett and

Schaeffer, 1980; Pernet-Coudrier, 2008).
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Figure 121 : Variation des parametres globaux de la MO le long du bassin de la Seine pour la crue de
janvier 2018. Aucune donnée n’est actuellement disponible pour la crue de juin 2016. Il y a moins de
valeur pour le §'3C 2 cause d’une saturation en carbone lors de 1’analyse.
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Une étude des variations de la composition moléculaire de la MO le long du bassin de la Seine
a été effectuée en complément des analyses élémentaires et isotopiques. En début de
chapitre, plusieurs distributions des molécules aliphatiques ainsi que leurs sources ont été
identifiées. Ces derniéres sont synthétisées dans le Tableau 17.

Tableau 17 : Synthese des différences sources pour chacune des distributions des molécules
aliphatiques.

Distribution n-alcanes Alcools Acides gras
A Terrigéne Terrigéne + aquatique Aquatique
B Terrigéne dégradé Terrigéne Terrigéne + aquatique
C ? Aquatique + terrigéne  Aquatique + terrigene
D Terrigéne ?

Afin de mesurer I'impact de I’'agglomération parisienne sur la distribution des lipides, un calcul
des proportions des échantillons d’une classe de distance appartenant a chaque distribution
a été effectué (e.g. 50% des échantillons du groupe de distance X appartiennent a la
distribution Y ; Figure 122). Dans chaque classe de distance, les distributions des n-alcanes
sont réparties plus ou moins de facon équitable entre la distribution A et B (Figure 122). Ainsi,
tout le long de la Seine, les n-alcanes sont produits par des végétaux terrestres, et sont plus
ou moins dégradés. Il ne semble pas y avoir d’influence de I'agglomération parisienne sur les
distributions des n-alcanes. Il n’est notamment pas observé de contamination notable par des
hydrocarbures qui pourrait fortement modifier la distribution des n-alcanes (Bray and Evans,

1961).

Tres en amont de Paris, les alcools dérivent en majorité des végétaux terrestres, alors que
dans les autres sites, leur origine est mixte (terrigene et aquatique, distribution de type B;
Figure 122). Autour de Paris, la majorité des alcools ont une distribution de type A, i.e. une
dominante terrigéne, alors que dans les autres sites, les trois types de distributions sont

répartis plus équitablement (Figure 122). Une telle variation reste encore difficile a expliquer.

Pour les acides gras, les échantillons prélevés les plus en amont sont dominés par la
distribution de type B, la plus terrigéne (Figure 122), et confirme les résultats obtenus a partir
des alcools : tres en amont du bassin, la MO semble majoritairement dériver de végétaux

terrestres. Plus en aval, les acides gras sont issus d’'un mélange de végétaux terrestres et
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d’organismes aquatiques (Figure 122). Tout comme pour les n-alcanes, aucune influence de

Paris n’a été détectée.
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Figure 122 : Variation des proportions des échantillons appartement a chaque groupe de distance pour
chaque distribution identifiée.

Il est également possible de calculer la proportion de stérols issus des végétaux terrestres et
de ceux produits dans la colonne d’eau en utilisant le rapport des phytostérols sur le
brassicastérol et le cholestérol (indice TAR ; cf. chapitre 4). Le TAR des stérols montre la méme
tendance lors des deux campagnes : la proportion de MO d’origine terrigéne (i.e. phytostérols)
diminue jusqu’a Paris (Figure 123) ce qui confirme les variations observées pour les alcools et
les acides gras (Figure 122). Ainsi, I'influence de Paris sur la distribution des stérols semble

étre la méme quelle que soit la saison. La diminution de la proportion de MO terrigene

-234 -



Chapitre 6 : Impact des crues majeures de la Seine sur la qualité de la MO

pourrait cependant étre causée par une augmentation des apports de MO aquatique et/ou de

MO anthropique, le cholestérol pouvant étre issu de ces deux sources.

Campagne
| B3 Crue 2016
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TAR des stérols
alla

A B C D E
Amont « Paris —» Aval

Figure 123 : Variation du TAR des stérols le long du bassin de la Seine pour les crues de juin 2016 et
de janvier 2018. De fortes valeurs du TAR indiquent une source plus terrigene et des valeurs plus
faibles, une source plus aquatique.

Afin d’expliquer le changement de source des stérols dans le bassin amont de la Seine, il est
nécessaire de pouvoir estimer la contamination fécale des laisses de crues. Pour cela, un
rapport de contamination fécale a été calculé a partir du coprostanol et du cholestanol (cf.

chapitre 4).

Les laisses de crue montrent une contamination fécale faible a 'amont, puis qui augmente
jusqu’a Paris ( Figure 124). A I'aval de Paris, la contamination des laisses de crues diminue
légerement ( Figure 124). Ceci démontre bien que I'agglomération parisienne a un impact sur
la qualité de la MO le long du bassin de la Seine lors des périodes de crue. Ces résultats
confirment également les premieres observations réalisées sur I'eau de la Seine a Paris
pendant la crue de juin 2016, ou un pic d’E. coli, une bactérie indicatrice fécale, avait été
observé. La diminution de la contamination fécale en aval de Paris pourrait étre due a une
dilution de la MO des stations d’épuration par de la MO naturelle, ou bien par une dégradation

biotique du coprostanol en milieu oxique (Bartlett, 1987).
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Le TAR des stérols et le rapport des stérols fécaux montrent une forte corrélation (p =-0,63 et
p < 0,01). Cela suggere que la diminution du TAR observée autour de Paris serait liée a des

apports de MO issue des stations d’épuration.
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Figure 124 : Variations de la contamination fécale le long du bassin de la Seine pour les laisses de
crues de juin 2016 et janvier 2018.

6.3.3 Comparaison des propriétés de la MO dans les laisses de crue de juin 2016
et janvier 2018
Les crues de la Seine qui ont eu lieu ces deux derniéres années se sont déroulées a des
périodes tres différentes : 'une en été et I'autre en hiver. Il est donc intéressant de comparer
les propriétés de la MO lors des deux crues afin de voir s’il y a une influence des saisons sur la

guantité et la qualité de la MO.

La teneur en n-alcanes dans les laisses de crues de juin 2016 varie entre 62,7 et 474 ug/gCorg
(avec un point extréme a 859 pg/gCorg) et entre 81 et 329,5 ug/gCorg en janvier 2018 (Figure
125). Les concentrations en n-alcanes sont significativement plus importantes lors de la crue
de juin 2016 (p < 0,01). Ceci peut étre d(i a une végétation plus importante en été, la crue

d’été emportant plus de matériel issu de ces derniers, et donc, plus de n-alcanes. La
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distribution majoritaire en janvier 2018 est celle de type A (65% des échantillons ; origine
terrigéne peu dégradée ; Tableau 18) puis la B (35% ; origine terrigene dégradée). Ces deux
distributions sont également présentes dans les mémes proportions lors de la crue de juin
2016. Ainsi, malgré des différences quantitatives, les n-alcanes des deux crues sont issus des

végétaux terrestres et sont en partie dégradés (Tableau 17).

Tableau 18 : Pourcentages des distributions des molécules aliphatiques pour les deux crues

n-alcanes alcools acides gras
Distribution 2016 2018 2016 2018 2016 2018
A 59% 65% 70% 35% 56% 24%
B 33% 35% 7% 47% 26% 47%
C 4% 0% 22% 18% 19% 29%
D 4% 0%

La concentration en alcools dans les laisses de crues ne montre pas de différences
significatives entre les deux crues (p = 0,7) puisqu’elle varie entre 184 et 872 ug/gCorg (avec
deux valeurs extrémes > 1000 pg/gCorg) en juin 2016 et entre 189 et 640 pg/gCorg en janvier
2018 (Figure 125). La concentration en alcools est significativement plus élevée que celle en
n-alcanes (p < 0,01 ; Figure 125). En juin 2016, la distribution A des alcools domine largement
(70% des échantillons ; source terrigéne et aquatique ; Tableau 18) alors qu’en janvier 2018,
les distributions B (source terrigéne) et A sont en proportion comparable (47 et 35%
respectivement ; Tableau 18), suggérant qu’a cette période, les alcools issus des végétaux

terrestres soient les plus abondants (Tableau 17).

Les teneurs en acides gras sont plus élevées en juin 2016 (p < 0,01) dans les laisses de crues
de juin 2016 ou elles varient entre 1655 et 6091 pg/gCorg (avec 6 valeurs extrémes > 10000
ug/gCorg) contre 1063 et 8588 pg/gCorg en janvier 2018 (avec 3 valeurs extrémes > 10000
ug/gCorg ; Figure 125). Les distributions majoritaires difféerent entre les crues : en juin 2016,
la distribution A domine (56% des échantillons ; source aquatique ; Tableau 18) alors qu’en
janvier 2018 c’est la distribution B (47% des échantillons ; source terrigene + aquatique ;
Tableau 18). Ainsi, comme les alcools, la proportion d’acides gras issus des organismes
aquatiques est plus élevée en juin 2016 qu’en janvier 2018 ce qui pourrait s’expliquer par une
production algaire plus importante en juin qu’en janvier (température plus élevée et plus de

lumiére ; Tableau 17 ; Garnier et al., 1995).
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Figure 125 : Concentrations en n-alcanes, alcools et acides gras exprimées en ug/gCorg dans les
laisses de crue de juin 2016 (n= 27) et de janvier 2018 (n=17). Les concentrations des acides gras
sont hors gamme d’étalonnage et sont donc semi-quantitatives.

Pour confirmer de telles hypothéses, il serait intéressant d’envisager de faire des
thermochimiolyse des laisses de crue afin d’estimer les variations des teneurs en MO terrigene

(cf. chapitre 5).

Comme vu précédemment (Figure 120) la concentration en stérols est bien plus élevée que
celle des stanols. De plus, aucune différence saisonniére n’est observée concernant les

teneurs en stérols et stanols (Figure 126).
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Figure 126 : Concentration des Sa-stanols, 5B-stanols et stérols exprimés en pg/gCorg dans les laisses
de crue de juin 2016 et de janvier 2018.

La distribution des stérols et stanols ne varie pas de maniére notable entre les deux crues
(Figure 120). Ces derniers sont principalement issus des végétaux terrestres comme les n-

alcanes (Tableau 17).

Lors de la dégradation microbienne des stérols, des 5a-stanols sont produits par
hydrogénation en milieu réducteur (Murtaugh and Bunch, 1967). Afin d’estimer le degré de
dégradation des stérols, le rapport des stérols sur les 5a-stanols peut étre utilisé (cf. chapitre
4). Il est plus faible pour les stérols en Cy7 que pour ceux en Cyg, signe d’une plus forte
dégradation du cholestérol par rapport aux phytostérols (Figure 127). Ainsi, les stérols et
stanols sont dominés par des phytostérols peu dégradés, ce qui suggere un apport important
de MO terrigéne fraiche comme le suggérait I'analyse des distributions des n-alcanes (indice

CPI ; Tableau 13).

La dégradation des stérols en Cy7(p = 0,07) et Ca9(p < 0,05) est |égerement plus élevée lors de
la crue de janvier 2018 que lors de celle de juin 2016. Cette dégradation plus élevée des
phytostérols en janvier 2018 pourrait s’expliquer par un apport plus important de MO issue

directement des sols (ou les phytostérols sont dégradés en sitostanol par des bactéries
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anaérobies (Schubert and Kaufmann, 1965) alors qu’en été, la proportion de MO fraiche issue

des végétaux terrestres est plus élevée.
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Figure 127 : Rapport stérols/5a-stanols pour les composés en C»7 et les Coo lors des deux crues de la
Seine.

Enfin, la contamination fécale des laisses de crues est identique lors des deux crues (Figure
124). Ainsi, I'apport des MO des stations d’épuration ne semble pas dépendre de la saison

considérée.

6.3.4 Comparaison des propriétés de la MO des laisses de crue et des sédiments
estuariens de la Seine

Lors des périodes de crues, les rivieres exportent une MO plus terrigene jusqu’a I'océan
(Dalzell et al., 2005; Medeiros et al., 2012). Il est donc intéressant de comparer la qualité de
la MO lors des périodes de crues a la qualité de la MO dans un régime hydrologique normal.
Toutefois, les seuls échantillons a disposition sont les sédiments de I’estuaire ou les lipides ont
été analysés (cf. chapitre 4). Ces échantillons n’ont pas été prélevés lors des mémes périodes,
ni sur les mémes sites. La comparaison et les interprétations possibles doivent donc étre
considérées avec précaution et devront étre vérifiées par analyses des lipides des sédiments

et/ou MOP en régime hydrologique normal en amont du bassin de la Seine.
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Au niveau global, la MO des laisses de crues est tres différente de celle des sédiments de
I’estuaire de Seine (Figure 128). En effet, les laisses de crue ont un rapport C/N plus élevé (p <
0,01) et un 8%3C plus faible (p < 0,01). Ceci suppose que la MO transportée par les crues est,
comme attendu, enrichie en MO issue des végétaux terrestres. Lors des crues du Danube, une
augmentation du rapport C/N des MOP correspondant a une plus forte proportion de MO

terrigéne a également été montrée (Hein et al., 2003).
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Figure 128 : Comparaison des résultats de 1’analyse globale de la MO entre la crue de janvier 2018 et
les sédiments de I’estuaire de Seine.

Afin de comparer plus en détails les propriétés de la MO dans les sédiments de |'estuaire de
Seine avec celles des laisses de crues, les distributions des molécules aliphatiques ont été

examinées dans les différents échantillons.

Les n-alcanes proviennent principalement des végétaux terrestres, que ce soit lors des crues
de la Seine, ou bien dans les sédiments de I'estuaire (cf. chapitre 4). Toutefois, la distribution
de ces composés differe légerement (Tableau 19). L’ACL et le TAR des laisses de crue sont plus
faibles que ceux des sédiments estuariens, ce qui suggere des sources de MO différentes pour
les deux types d’échantillon. Les laisses de crues sont en effet dominées par I’homologue en
Cz7, le composé en Cyo étant le plus abondant dans les sédiments estuariens ce peut refléter
une différence de végétation entre I'estuaire et le bassin de la Seine plus en amont (Tableau

19). Pour tester cette hypothese, une analyse des lipides des végétaux pourra étre menée.
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Tableau 19 : Comparaison des deux distributions majoritaires des n-alcanes dans les laisses de crues (A
et B) et dans I’ensemble des échantillons de 1’estuaire de Seine.

Type N Gamme Max ACL TAR CPI Crue
A 27 1633  27/29 26,2+0,5° 15,7+9,5° 4,1+0,9° 2016+2018
B 15 16-33  27/29 26+0,4* 23,1+19,1* 2,1+0,5° 2016+2018
Estuaire 46  16-38  26/29 27,6+0,7° 67,4+46° 4,5+1,8°

La distribution des alcools dans les sédiments de |’estuaire est plus proche de la distribution
de type A (Tableau 20) qui domine lors de la crue estivale, témoignant d’une source proche :
un mélange d’alcool terrigéne et aquatique.

Tableau 20 : Comparaison des trois distributions majoritaires des alcools dans les laisses de crues (A et
B) et dans I’ensemble des échantillons de I’estuaire de Seine.

Type N Gamme Max ACL TAR CPI Crue
A 25 12-32 26 24,8+0,7° 9,9+5,8 28,1+13,2* 2016+2018
B 10 12-32 26 25,7+0,5° 26,2+13,2° 51,3+23,7° 2018
C 9 12-32 26/14 21,5+1,1° 2,2+0,9¢ 8,6 +4,7°
Estuaire 50 14-30 26/28 254+0,4° 6,6+2,6° 35+23°

La distribution des acides gras des sédiments de I'estuaire de Seine se rapproche de celle des
laisses de crue type A (Tableau 17), avec toutefois une ACL plus faible, témoignant d’une part
plus importante de MO aquatique dans I'estuaire de Seine Tableau 21. Tout comme les
alcools, la distribution des acides gras de I'estuaire est plus proche de la crue de 2016.
Tableau 21 : Comparaison des trois distributions majoritaires des acides gras dans les laisses de crues
(A et B) et dans I’ensemble des échantillons de 1’estuaire de Seine.

Ramifiés Insaturés
Type N Gamme Max ACL TAR CPI (%) (%) Crue

A 19 8-28 16 16,5+0,3® 0,77+0,42® 29,8+10,5° 4+1,6° 11,5+4,4* 2016

B 15 6-28 16/24 186+1,1° 39+2,6° 11,8 +4° 3,4+1,8° 13,5+6,9° 2018

C 10 6-28 16 169+0,4°® 1,2+0,8 34,7+20,5° 3+1,1° 7,6 +3,6°
Estuaire 50 12-24 16 14,9*0,5° 0,67+0,36° 22,5+6,6° 3,2+1,2° 8,5+2,8°

Ainsi, la composition de la MO des crues estivales semble proche de celle des sédiments
estuariens prélevés en période hydrologique normale. A l'inverse, la proportion de MO
terrigéne semble plus élevée lors des crues hivernales qu’en temps habituel. Ces hypotheses

devront étre confirmées apres analyses de sédiment de la Seine en périodes « normales ».
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Le rapport du brassicastérol (stérol algaire) sur le sitostérol (issu des végétaux terrestres) est
similaire entre les deux crues mais légerement plus élevé dans les sédiments de 'estuaire de
Seine (Tableau 22), indiquant donc un léger enrichissement des sédiments estuariens en
stérols d’origine aquatique (Tableau 22). La composition en stérols dans I'estuaire est
statistiquement plus proche de la crue de juin 2016. Toutefois, la proportion de stérols algaires

est plus importante dans |'estuaire.

Enfin, la contamination fécale est équivalente dans les laisses de crue et dans les sédiments
estuariens (Tableau 22). Ainsi, la contamination fécale ne semble pas augmenter lors des crues
de la Seine, qui semble soumise a un apport continu de substances anthropiques issues des
stations d’épuration, qui persistent jusque dans la baie de Seine. Toutefois, ces interprétations
sont en contradictions avec les mesures des bactéries indicatrices fécales (E. Coli) qui avaient
montré un pic d’activité lors de crue, témoignant d’une plus forte contamination fécale. Cela
souléve la question de la représentativité de la MO des laisses de crues en tant qu’intégrateur
de la crue. En effet, le coprostanol peut rester en majorité dans la colonne d’eau, liés aux
particules et étre moins abondant dans la phase sédimentaire. De plus, il est possible que le
coprostanol émis par les stations d’épuration se mélange avec de la MO issus des sols, ou le
cholestanol est présent. Ainsi, la contamination fécale se ferait « diluer » par un apport de MO
des sols. Afin de vérifier ces hypotheses, il serait intéressant de comparer la quantité absolue
en coprostanol dans I'estuaire de Seine et dans les laisses de crue.

Tableau 22: Comparaison du rapport brassicastérol/sitostérol (Brassica/Sito), des rapports de
dégradation microbienne des stérols (RC27 et RC29) et du rapport de contamination fécale (R).

Type Brassica/Sito  RC27 RC29 R
Crue 2016 0,07 +0,02° 3,4+1,6° 7,1+1,9® 0,62+0,13°
Crue 2018 0,06 +0,02° 4,0+1,3* 9,4+2,72 0,54+0,15°

Estuaire 0,18+0,06* 2,4+0,6® 7,9+3,9° 0,58+0,13°

Afin de synthétiser la comparaison au niveau moléculaire des échantillons de laisses de crues
et des sédiments de |'estuaire de Seine, une ACP a été réalisée a partir des données ACL, CPI
et TAR des n-alcanes, alcools et acides gras, mais également a partir du rapport
brassicastérol/sitostérol, des rapports de dégradation microbienne des stérols (RC27 et RC29)
et du rapport de contamination fécale (R). Les deux premiéeres projections dans le plan de

I’ACP sont présentées en Figure 129. La projection principale montre bien la différence
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observée entre les sédiments estuariens et la MO des crues : les échantillons estuariens ont
des distributions en n-alcanes différentes, mais également ont une contribution plus
importante des stérols issus d’algues. La MO des crues 2016 et 2018 présentent également
des caractéristiques différentes, avec une proportion de lipides d’origine terrigéne (alcools,
acides gras) plus élevée dans les laisses de crue de janvier 2018 que de juin 2016

probablement di a une productivité primaire plus faible en hiver.
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Figure 129 : Projection dans le plan des trois premiéres dimensions d’ACP réalisée a partir des
biomarqueurs lipidiques des laisses de crues et des sédiments estuariens.

6.4 Conclusions

L'analyse de la composition de la MO des laisses de crue a montré que cette derniére se
compose principalement de MO terrigéne, avec une proportion faible de MO aquatique. Une

partie de la MO dérive également des rejets des stations d’épurations.

L’agglomération parisienne a également un impact non négligeable sur la qualité de la MO
dans la Seine. En effet, une forte contamination fécale est observée autour de la capitale.
Cette contamination est vraisemblablement causée par les nombreux rejets de stations

d’épuration concentrées dans cette zone. Toutefois, pour mieux suivre I'influence des stations
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d’épuration parisienne sur la qualité de I'’eau, une étude moléculaire de la MO contenue dans

leurs rejets semble nécessaire et permettrait alors de quantifier cet impact.

L'indice BIT dérivé des tetraéthers (1.5.2) pourra étre calculé dans les laisses de crue afin de
suivre les apports en MO terrigenes provenant de I'érosion des sols dans le bassin amont.
Toutefois, ce dernier doit étre pris avec précaution puisque certains tetraéthers peuvent avoir
une origine mixte sol/colonne d’eau. Les tetraéthers permettront également de suivre les
communautés archéennes méthanogenes, et ainsi de voir I'impact de I’agglomération

parisienne sur ces organismes.

Enfin, I'analyse de sédiments et/ou de MOP prélevés aprés une crue majeure dans le chenal
de l'estuaire pourrait permettre de déterminer si les matieres transportées dans I’eau lors des
crues arrivent et sédimentent au sein de I'estuaire, dans le chenal, ou bien si la MO des crues
est expulsée plus en aval de 'estuaire, a cause du trés fort débit observé lors ces périodes

extrémes.

L'analyse des MOD et des MOP notamment au niveau moléculaire (lipides +
thermochimiolyse) prélevées dans le bassin de la Seine amont en période hydrologique
normale (dans le cadre du programme PIREN Seine) permettra également de savoir si
I’agglomération parisienne a un impact sur la qualité de MO dans la phase dissoute et
particulaire, mais également si les propriétés de la MOD et de la MOP du bassin de la Seine

sont proches ou non de ce qui est observé dans I'estuaire de Seine.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES
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Cette thése avait pour objectif de répondre aux questions suivantes :

- Peut-on isoler la MOD estuarienne sans en modifier ses propriétés et la caractériser a

I’échelle globale et moléculaire ?
- Quelle est la composition de la MO dans I'estuaire de Seine ? Quelles sont ses sources ?
- Comment varient les propriétés de la MO le long de I'estuaire et au cours du temps ?

- La composition de la MO varie-t-elle en fonction du compartiment considéré

(MOD/MOP/sédiment) ?

- Quel est I'impact de I'agglomération parisienne sur la qualité de la MO lors des crues

majeures de la Seine ?

Il a été possible d’isoler la MOD estuarienne par osmose inverse et électrodialyse afin de
I’analyser au niveau global et moléculaire. L’analyse spectroscopique de la MOD avant et apres
son isolement par osmose inverse et électrodialyse a permis de montrer que cette technique

avant un impact limité sur les propriétés de la MOD fluorescente.

Le couplage d’analyses globales (i.e. élémentaires et isotopiques) et structurales (RMN du 3C)
a permis de mieux comprendre la dynamique de la MO dans I'estuaire de Seine dans ses trois
compartiments (MOD, MOP et MO sédimentaire). Le C/N de la MO est faible (< 16) quel que
soit le compartiment, la MO serait ainsi majoritairement d’origine aquatique dans I'estuaire
de Seine. La MOD montre également des C/N plus importants que la MOP et la MO
sédimentaire. De plus, le 63C augmente de 'amont vers 'aval, résultat du mélange de la MO
de la riviére avec de la MO marine. Un nouvel indice a été proposé pour suivre I'évolution de
la MO aquatique et de la MO terrigene a partir d’'un modele de mélange moléculaire basé sur
les spectres RMN : le rapport protéine sur lignine (ou P/L). Ce dernier augmente vers |’aval
dans la MOP, témoignant d’une proportion plus importante de MO aquatique vers I'aval. De
plus, les valeurs les plus fortes du P/L sont observées dans la MOD, témoignant d’une source
plus aquatique de cette derniere. Ces analyses ont montré des différences significatives de
composition entre la MOD d’une part et la MOP et la MO sédimentaire d’autre part. La MOD
de 'estuaire de Seine est ainsi plus riche en MO aquatique dégradée (P/L et C/N forts) que la

MOD sédimentaire et particulaire (P/L et C/N plus faibles), ce qui peut s’expliquer par la plus
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grande affinité de la MO terrigene, plus hydrophobe, pour les phases solides. Bien que le
rapport P/L semble prometteur pour suivre les sources de la MO dans les estuaires, ce rapport
doit étre testé dans d’autres estuaires avant de pouvoir généraliser son application. De plus,
la dynamique de la MO sédimentaire semble liée a celle des marées dans |'estuaire de Seine,
avec un dépot de MOP récente dans sédiments lors de faibles marées, et une érosion des
sédiments lors des marées plus importantes, conduisant a une remise en suspension du
matériel récent et laissant en surface la MO plus ancienne. Toutefois, I'approche globale et
structurale a montré quelques limites, notamment de ne pas pouvoir distinguer la MO

naturelle de la MO anthropique.

L'analyse des biomarqueurs lipidiques dans les sédiments a permis de mieux cerner les
sources possibles de la MO dans I'estuaire de Seine, et notamment la source anthropique.
Cette analyse a confirmé I'augmentation de la proportion de MO aquatique vs. terrigéne le
long de I'estuaire de Seine, avec un enrichissement plus prononcé a I'embouchure. Par
ailleurs, la MO d’origine aquatique se dégrade préférentiellement étant plus riche en MO
labile. Cette derniere est plus abondante en surface des carottes et, lors du vieillissement et
de I'enfouissement de la MO, cette derniere s’enrichie en MO terrigéne. Les biomarqueurs
lipidigues ont permis de préciser les sources de la MO naturelle par rapport aux analyses
globales et structurales. Les biomarqueurs ont permis d’identifier des sources spécifiques de
la MO : les végétaux terrestres, les algues (en partie des diatomées et des dinoflagellés) et les
microorganismes (dominés par des bactéries et des archées méthanogenes en amont et par
des Thaumarchées en aval). Les analyses lipidiques ont par ailleurs révélé que Ia
contamination fécale anthropique était trés abondante a Rouen et diminuait progressivement

le long de I'estuaire de Seine.

L’analyse en thermochimiolyse des échantillons de I'estuaire de Seine a permis d’accéder a la
composition (macro)moléculaire de la MO terrigéne et de la MO bactérienne, celle de la MO
aquatique restant encore mal définie, pour le moment uniguement basé sur I'acide gras Cia.
Les constituants de la MOD sont plus hydrophiles que ceux de la MOP et la MO sédimentaire
(e.g. sucres et protéines) et compliqués a identifier par pyrolyse. La MO terrigene est
composée d’un mélange de macromolécules issus des végétaux terrestres, i.e. lignine, cutine

et subérine mais également de sucres. Comme suggéré par les analyses globales de la MO, la
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MOD est appauvrie en ces macromolécules terrigenes, et ces dernieres sont tres dégradées.
Pour la MOP et la MO sédimentaire, la composition de la MO terrigene évolue le long de
I’estuaire de Seine : la MO terrigéne est de moins en moins abondante vers I'aval et la MO
terrigéne s’enrichit en lignine au profit de la cutine et de la subérine vers 'aval. De plus, les
sédiments s’enrichissent en lignine lors de leur enfouissement, ce qui confirme les résultats
obtenus a partir des lipides. Les molécules d’origine bactérienne (lipides et sucres) sont plus
abondantes dans le bouchon vaseux en lien avec une plus forte activité microbienne dans ce
dernier. De plus, la contamination fécale des MOP a pu étre évaluée a partir des
thermochimiolyses, confirmant les résultats obtenus a partir des lipides (i.e. une diminution

de la contamination fécale vers I'aval).

La thermochimiolyse a également permis d’initier une comparaison précise de la composition
moléculaire de la MOP et de la MO sédimentaire. La MOP est appauvrie en MO terrigéne

(lignine, cutine et subérine) particulierement a I'aval de I'estuaire.

L’ensemble des analyses sur I’estuaire de Seine conduisent a proposer un schéma récapitulatif

de la dynamique de la MO dans |'estuaire de Seine (Figure 130).
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Influence du bouchon vaseux
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Figure 130 : Schéma de synthese sur la dynamique de la MO et la composition des différents groupes
de MO dans I’estuaire de Seine. Les molécules constitutives des différents groupes correspondent
uniquement a celles analysées.

L’analyse des stérols et stanols des laisses de crue dans la zone amont du bassin de la Seine a
montré que Paris et son agglomération semble étre la source de la MO anthropique fécale
observée tout le long de la Seine, notamment par les rejets des nombreuses stations
d’épuration parisienne. Les propriétés de la MO sont également différentes entre les deux
crues, avec une MO plus terrigene et fraiche en hiver, et une MO plus dégradée et aquatique

en été.
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Pour finir, ce travail a démontré I'intérét de la caractérisation multi-échelles de la MO dans les
estuaires et notamment de la caractérisation moléculaire de la MO. La thermochimiolyse s’est
montré un trés bon outil pour suivre les sources terrigénes, microbiennes et anthropiques de
la MO en bon accord avec la RMN du *3C. L’analyse multi-compartiments de la MO semble
également nécessaire afin d’intégrer 'ensemble des processus se déroulant dans les estuaires.
Toutefois, le couplage des différents compartiments est encore rare dans I'étude de la MO
estuarienne, et notamment au niveau moléculaire. L'application a d’autres estuaires de
I'approche mise en ceuvre dans cette étude permettrait de mieux comprendre leur
dynamique, notamment pour les estuaires européens qui sont encore trés peu caractérisés

du point de vue de la MO.
De nombreuses perspectives sont possibles pour poursuivre et améliorer ce travail.

A ce jour, 9 MOD estuariennes sur les 16 prélevées ont déja été analysées. Les derniers
échantillons sont en cours de préparation et seront analysés trés prochainement comme
décrit dans ce manuscrit (i.e. analyses élémentaires et isotopiques, RMN du 3C et
thermochimiolyse). Les datations **C de ces échantillons permettront par ailleurs de confirmer
ou infirmer les hypotheéses sur le vieillissement de la MOD observé vers I'aval de 'estuaire de

Seine.

L'analyse des MOD de I'estuaire sera également réalisée par spectroscopie de masse ultra
haute résolution (FT-ICR-MS). Ces analyses permettront de suivre avec une trés bonne
résolution la composition moléculaire de la MOD et ses transformations le long de I'estuaire
de Seine. Lors d’une étude préliminaire, 6 échantillons de MOD ont été analysés, et I'ensemble
des échantillons sera analysé prochainement. L’analyse préliminaire des résultats a montré
gue les MOD sont composés principalement de lipides, de lignine, de tanins et d’acides aminés
et que 40% des composés sont communs a I'ensemble des échantillons. De plus, le nombre
total de molécules identifiées par cette technique diminue vers I'aval, ce qui peut s’expliquer
par une dilution des molécules vers I'aval ou bien d’une diminution de la diversité moléculaire
en milieu marin. De telles tendances ont également été vues dans I'estuaire de ’Amazone

(Seidel et al., 2015).
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Des tests de RMN du °N par DNP ont été réalisés sur les MOP et les MOD de I'estuaire de
Seine de la campagne d’avril 2015 et permettent d’obtenir des informations sur les fonctions
azotées présentes dans les échantillons. Les premiers résultats ont montré que la quantité
d’azote est insuffisante pour I'analyse des MOP avec cette technique. L’analyse préliminaire
des spectres RMN des MOD a elle montré que (i) les azotes sont principalement sous forme
amide et (ii) le pic des amides montre un décalage de son déplacement chimique entre les
échantillons prélevés a 'amont et ceux prélevés a I'aval qui pourrait s’expliquer par un

changement de I'’environnement chimique des atomes d’azote vers I'aval.

L’analyse de I'ensemble des biomarqueurs lipidiques des échantillons de MOP prélevés le long
de I'estuaire de Seine permettra de confirmer les résultats des thermochimiolyse montrant
une composition tres différente de la MOP et de la MO sédimentaire. L'utilisation des
biomarqueurs permettrait une quantification de ces différences, ce que ne permet pas la
thermochemiolyse. D’autres lipides, tels que les hopanes, pourraient également étre utilisés
pour tracer la présence de bactérie du milieu. Les résultats pourraient étre comparés a ceux
obtenus a partir des acides gras et sucres bactériens. Les hopanes permettent également de
tracer l'origine pétroligene de la MO, notamment grace au rapport des isomeres du
trisnorhopane (Tm/Ts). Ce dernier augmente lors de la maturation thermique (e.i. lors de la
diagenese) de la MO (Seifert and Moldowan, 1978). L’identification des différents triterpénes
pentacycliques permettrait aussi de préciser la source terrigene de la MO : herbacés,
graminées, angiospermes, gymnospermes etc... De méme, une autre famille de biomarqueurs,
les diols a longues chaines, pourraient étre analysés. Ces derniers permettent de tracer la MO

aquatique produite en eau douce, en eau saumatre ou en eau marine (Lattaud et al., 2017).

Pour faire le parallele avec I'analyse des biomarqueurs lipidiques dans la phase particulaire et
sédimentaire, une analyse de la composition moléculaire en sucres pourrait également
préciser les sources de la MOD et notamment les sucres méthylés dont les sources

bactérienne, algaire ou végétale sont bien connues (Panagiotopoulos et al., 2013).

De plus, pour mieux contraindre et expliquer I'enrichissement en 13C de la MO vers I'aval, une
analyse de l'isotopie du carbone sur les fractions lipidiques et résiduelles (i.e. apres extraction
des lipides) serait intéressante (Figure 131). En effet, ceci permettrait de mettre en évidence

les familles moléculaires responsables du changement de la composition isotopique globale.
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Il pourrait s’agir d’'une production de nouvelles molécules enrichies en 3C, ou bien d’une
dégradation de molécules appauvries en 13C. Dans un premier temps, une extraction a l'eau
suivi d’une extraction aux solvants pourrait étre réalisé afin d’isoler la MO hydrosoluble, la
MO liposoluble et une MO résiduelle. Une mesure de l'isotopie de carbone pourra étre
réalisée sur 'ensemble des extraits isolés. Toutefois, I'extrait a I'eau pouvant contenir des
carbonates, il est nécessaire de le décarbonater avant analyse. De plus, une séparation des
lipides en différentes classes chimiques (cf 2.4.2) permettra de mieux cibler les composés
responsables du changement de l'isotopie de carbone. Une analyse du &'3C de la MO
résiduelle pourra également étre réalisée sur le résidu d’extraction décarbonaté. Enfin, si
aucun fractionnement isotopique n’est observé lors de la pyrolyse, il serait possible
d’effectuer une pyrolyse « offline » (c’est-a-dire une pyrolyse de I'échantillon et une
récupération du pyrolysat dans un flacon plutét qu’une injection directe dans les machines).
Le méme schéma d’analyse pourra ensuite étre appliqué sur les produits de pyrolyses et le

résidu.

Le couplage de ces mesures isotopiques avec un bilan de masse du carbone total permettra
ainsi de connaitre quelles sont les familles de composés responsables du changement de la

composition isotopique globale observé vers I'aval.
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Figure 131 : Schéma expérimental proposé pour la caractérisation de 1’isotopie du carbone dans les
différentes fractions de la MO.

Environ 500 échantillons d’eau ont été prélevés lors de cycles de marées des différentes
campagnes estuariennes (voir 2.1.2) pour l'analyse des propriétés optiques de la MOD.
L’analyse des premiers résultats a montré que la MOD de I'estuaire de Seine est composée
d’'un mélange de MO terrigene et aquatique, et que la proportion de MOD aquatique
augmente a I'aval du bouchon vaseux. De plus, les propriétés optiques de la MOD changent
lors d’un cycle de marée, avec une MOD plus aquatique lors de la pleine mer, et une MOD plus
terrigene lors de la basse mer. Une variabilité saisonniere a été mise en évidence, avec une
MOD plus aquatique en été et plus terrigéne en hiver. Une analyse PARAFAC pourra étre
réalisée afin de décomposer I'ensemble des composantes des spectres de fluorescence et
ainsi tracer leur dynamique spatio-temporelle dans I’estuaire de Seine. De plus, une partie de
ces échantillons a été analysée par fractionnement flux-force afin de mesurer la masse
moyenne des molécules constituantes de la MOD. Ces analyses ont montré une diminution

du poids moléculaire moyen vers I'aval de I'estuaire de Seine.

L'important nombre d’échantillons de MOD pourra également permettre un croisement
statistique des propriétés et sources cette derniére avec les parametres environnementaux

(i.e. salinité, température, turbidité...). Ces relations pourraient ensuite étre utilisées pour
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estimer les propriétés de la MOD en mesurant uniquement ces parametres, disponibles en
permanence via les stations du GIP Seine aval (réseau SYNAPSES). Plusieurs méthodes
statistiques pourront étre utilisées pour ce croisement. La premiere est plutot classique en
sciences de I'environnement, et s’agit des régressions linéaires multiples. Ces derniéres
permettent d’expliquer un phénomene par une équation mathématique linéaire du premier
ordre. Il existe des méthodes plus récentes permettant de croiser I'ensemble des données,
notamment celles d’ « apprentissage profond » (deep learning). Le deep learning est une
forme d’intelligence artificielle ou I'ordinateur est capable d’apprendre par lui-méme. Elle
s’oppose a la programmation classique ou 'ordinateur ne fait qu’effectuer des opérations
prédéterminées. La méthode de deep learning la plus commune est le réseau de neurones
artificiels. Ces derniers sont appliqués a de nombreux domaines (analyse d’image,
reconnaissance faciale, intelligence artificielle, robotique) mais sont encore peu utilisés dans
le domaine des géosciences. Les réseaux de neurones artificiels ont été créés par analogie aux
neurones biologiques. Ces derniers transforment des données d’entrée en données de sortie
en utilisant des interconnections entre les différentes données d’entrée (Figure 132). Trois
niveaux sont présents dans les réseaux de neurones : la 1" couche correspond aux données
brutes d’entrée. Ces derniéres sont ensuite transformées puis arrivent dans le 2" niveau
(niveau caché). Elles sont a nouveau transformées puis sont envoyées dans une fonction
d’activation (qui va permettre d’introduire une non-linéarité du modeéle produisant les
données de sorties (Figure 132). Le modele calcule ensuite I'erreur, puis la propage sur les
autres niveaux pour affiner I'interconnexion des variables. Ainsi, en utilisant en données
d’entrée les parametres environnementaux, il serait possible d’estimer certains indices de la
MOD dans l'estuaire de Seine, comme le BIX ou le HIX, ce qui permettra d’estimer les

propriétés optiques de la MOD.
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Figure 132 : Schéma simplifié d’un réseau de neurones artificiels.

Afin de mieux comprendre I'origine et le devenir de la MO dans |'estuaire de Seine, il est
nécessaire d’étudier les différents processus controlant sa dynamique et sa composition en
amont de |'estuaire. Pour cela, des prélevements d’eau ont été réalisés dans la partie amont
du bassin de la Seine et en particulier autour de I'agglomération parisienne (voir 2.1.1). Pour
le moment, seuls 6 échantillons de MOP ont été analysés. La composition chimique de ces
MOP est trés semblable a celle des MOP provenant de I'amont de I'estuaire (i.e. Poses et

Rouen).

Pour mieux comprendre l'origine des différentes (macro)molécules mais également de
pouvoir quantifier les flux des différents types de MO (i.e. MO terrigénes réfractaire, MO
terrigéne labile, MO bactérienne, MO aquatique etc...) une stratégie d’échantillonnage
légerement différente pourrait étre utilisée afin de caractériser au niveau global comme au
niveau moléculaire les différentes sources possibles de la MO. Pour ce faire, différents types
d’échantillons pourraient étre utilisés : les sols, les végétaux terrestres, le plancton, les

microorganismes aquatiques, les rejets de station d’épuration etc... A la fin de ce travail, une
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large base de données des différentes sources et des molécules caractéristiques de chaque

type de MO pourra étre réalisé.

Une fois ce travail d’inventaire réalisé, une nouvelle campagne pourrait étre effectuée dans
I’estuaire de Seine, avec une stratégie d’échantillonnage équitablement répartie entre la zone
de I'estuaire amont, du bouchon vaseux et de I’estuaire aval, et notamment en baie de Seine.
Ceci permettra de mieux étudier les variations des propriétés de la MO dans la zone amont
(les propriétés de la MOD réalisée lors d’un transect entre Caudebec et Rouen ont montré de

la zone cotiere.

De plus, des prélevements d’eau dans les affluents principaux de |'estuaire de Seine,
notamment dans I'Eure ainsi que dans les nappes se déversant dans l'estuaire de Seine
devraient étre effectués afin de de mieux contraindre les différents apports de MO possible a
I’estuaire (amont, affluents et nappes). Associées a ces préléevements, des mesures de
biomasses microbienne et planctonique (Chlorophylle a, ADN et ARN environnemental, et
guantification des organismes) pourraient étre réalisées afin d’identifier les organismes qui
vont produire le plus de MOD et de MOP, mais également de savoir quels organismes sont
responsables de la dégradation de la MO terrigéne dans I'estuaire de Seine. De plus, des
analyses sur la qualité des dépots de MO atmosphérique (par des procédés similaires aux
échantillonneurs de pollen) permettraient d’intégrer une nouvelle source de la MO dans
I’estuaire de Seine. Cette derniére peut aussi bien provenir des végétaux terrestres (comme
les pollens) mais également de la combustion de la MO sur le bassin versant, par les voitures

ou le chauffage au bois.

Si une telle stratégie permet de calculer les différents flux de carbone dans I’estuaire de Seine,
il pourrait étre intéressant de I'appliquer a d’autre estuaires, afin dans un premier temps de
comparer leur dynamique mais également de pouvoir les intégrer dans les modeles globaux

du cycle du carbone.
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ANNEXE 1 : DYNAMIQUE CROISEE DE LA MATIERE
ORGANIQUE, DES CONTAMINANTS ET DES NUTRIMENTS

Les dynamiques de la MO, des contaminants organiques et des nutriments ont été évaluées
séparément dans I'estuaire de Seine lors du projet MOSAIC (Huguet et al.,, 2018). Il est
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 qualitatives 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 étant en effet souvent réalisées a I'échelle globale (i.e. flux
de matiere ; e.g. Zhou et al., 1999; McGuirk Flynn, 2008), alors qu’il est crucial de comprendre,
d’un point de vue qualitatif et mécanistique, comment se déroule conjointement le transfert

substances naturelles et anthropiques 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 I'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 I'ensemble du jeu de données obtenu lors du projet MOSAIC et a été fournie
au GIP Seine-Aval en méme temps que ce rapport. Elle a été réalisée sur le systeme de gestion
de base de données relationnelle (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 (Figure 133). 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 133 : Structure simplifiée de la base de données MOSAIC.

Croisement des données

6.4.1 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.
Phase dissoute

Les teneurs en COD et en contaminants organiques dans la phase dissoute diminuent de
I'amont vers I'aval (i.e. lorsque la salinité augmente ; Huguet et al., 2018). 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 varient fortement en fonction de la saison considérée. Par exemple, la teneur
en COD est plus importante durant 'hiver, en lien 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).
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Les teneurs en contaminants et en COD sont liées (Figure 134), 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
pharmaceutiques (Huguet et al., 2018). Concernant les composés pharmaceutiques, ce
résultat est en accord avec des études antérieures réalisées dans |'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 derniere étant directement liée a la saison.

Total des HAP | Total des Pharmaceutiques

60

Campagne
O Dynamoseine_Leg2
@ Dynamoseine2

Concentration en contaminants (ng/L)

.

1.0 15 20 25 30 1.0 15 20 25 30
Concentration en carbone organique dissous (mg/L)

Figure 134 : Relation entre la concentration en contaminants organiques et en carbone organique lors
des campagnes Dynamoseine Leg 2 (septembre 2015) et Dynamoseine 2 (avril 2016).

MOD et composés pharmaceutiques

Les variations de concentrations en contaminants le long de I'estuaire sont également liées a
la qualité de la matiere organique. Ainsi, la concentration totale en composés
pharmaceutiques diminue linéairement avec le BIX, indicateur de production biologique de
MOD (obtenu apres analyses de la MO fluorescente, Huguet et al., 2018), et ce pour
I’ensemble des campagnes (Figure 135). L'augmentation de la proportion de MO autochtone
comparativement a la MO terrigéne est donc corrélée a la diminution de la teneur en

composés pharmaceutiques dans I'estuaire.
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Campagne

o Dynameoseine_Leg1
o) Dynamoseine_Leg2
© Dynamoseine2

Coancentration en pharmaceutiques (ng/l)

0.65 0.70 0.75 0.80 0.85|
BIX

Figure 135 : Relation entre la concentration en composés pharmaceutiques et I’'indice de fluorescence
BIX (indice de production autochtone de la MO) pour I’ensemble des campagnes Dynamoseine.

Ceci pourrait s’expliquer par une source commune des composés pharmaceutiques et de la
MO terrigene dans |'estuaire de Seine, qui proviendraient majoritairement de I'amont de la
Seine (agglomération parisienne, Rouen) et se dilueraient ensuite le long de |'estuaire sous
I'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 |'estuaire qui produit une
grande partie des contaminants observés dans |’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 I'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 l'agglomération rouennaise (STEP Emeraude) ainsi qu’avant et aprés |'agglomération

parisienne (en lien 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 (Huguet et al.,

2018). Les deux premiers composants (C1 et C2) correspondent a du matériel d’origine
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terrigéne, le troisieme et le quatrieme a de la MO fraiche, d’origine biologique, le cinquieme
adela MO issue d’effluents industriels ou urbains et le sixieme a du matériel de type terrigéne

et/ou dégradé (Parot, 2016).
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Figure 136 : Relation entre la concentration en composés pharmaceutiques et les composants (C1 a
C6) déterminés par PARAFAC a partir des spectres de fluorescence de 1la MOD pour les 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 (Figure 136). De telles corrélations n’ont pas été observées en avril 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
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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 I'intensité des constituants de la
MOD fluorescente, il apparait que la quantité de la plupart des pharmaceutiques augmente
avec celle de la MOD (Tableau 23). L’aténolol (bétabloquant) 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
I’aténolol et du sotalol pourraient s’expliquer par leur caractere plus hydrophile par rapport
aux autres composés pharmaceutiques (Huguet et al., 2018).
Tableau 23 : 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.

Hydroxy
Ibuproféne
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Oxazepam
Atenolol
Sotalol
Gabapentine
Diclofénac

MOD et hydrocarbures aromatiques polycycliques

De la méme maniere 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 Figure

137.
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Figure 137 : Relation entre la concentration en composés pharmaceutiques et les principaux
constituants des spectres de fluorescence (C1 a C6) de la MOD, pour les échantillons de la campagne
Dynamoseine 2 (avril 2016).

On observe une relation exponentielle entre la concentration totale en HAP dans la phase
dissoute et l'intensité de I'ensemble des composants de la MOD fluorescente, excepté C5.
L'absence de corrélation avec C5 pourrait étre expliquée par l'origine spécifique de ce
composant, qui semble provenir des stations d’épuration, contrairement aux autres
constituants C1-C4 et C6, liés a la MO naturelle. Ce résultat suggéere en tout cas que les
dynamiques des HAP et de la MO sont étroitement liées dans I'estuaire de Seine. Cependant,
le Tableau 24 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

caractere plus hydrophobe de ces composés en comparaison des analogues a 2 et 3 cycles.
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Tableau 24 : Corrélations entre les constituants de la MOD fluorescente et les HAP a 2, 3 et 4 cycles.
Les fleches croissantes arrondies indiquent une corrélation positive exponentielle, les fleches droites
une corrélation linéaire. La corrélation est d’autant plus forte que 1’encadré vert est foncé.

2 CYCLES 3 CYCLES 4 CYCLES

l

2

c3

c4

c5

c6

Phase particulaire et sédiment

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
abondants dans ce compartiment. Comme dans la phase dissoute (Figure 134), on observe
globalement une augmentation de la concentration en HAP avec la teneur en carbone

organique (Corg) dans le matériel en suspension (Figure 138a).

Par ailleurs, la concentration en HAP normalisée par rapport a la quantité de Corg diminue de
maniére exponentielle avec une augmentation du §'3C de la MOP (i.e. une MO plus marine ;
Figure 138b). Ce résultat montre que la quantité de HAP représente une part de moins en
moins importante du matériel organique particulaire en allant de I'amont vers I'aval de
I’estuaire. Par ailleurs, la concentration de chaque HAP pris individuellement diminue
également avec le 613C 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
I’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 I'estuaire de York (Etats-Unis). Ces auteurs ont montré que la
teneur en HAP les plus volatils était corrélée a celle en MOP autochtone, '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 et al. (2003).
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Dans le sédiment, la concentration totale en HAP est également corrélée avec la teneur en
Corg (Figure 139a). Néanmoins, lorsque la teneur totale en HAP est normalisée par rapport au
Corg, I'on s’apercoit que cette derniére augmente avec le 63C de la MO, i.e. de 'amont vers
I’aval de I'estuaire de Seine (Figure 138b).

(b)
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Figure 138 : (a) Relation entre la concentration en HAP et la teneur en carbone organique dans la phase
particulaire pour les échantillons de la campagne Dynamoseine 2 (avril 2016). (b) Relation entre la
concentration en HAP et 613C de la MOP pour les échantillons de la campagne Dynamoseine 2 (avril
2016).

La diminution de la concentration en HAP dans les phases particulaires (Figure 138) et
dissoutes (Huguet et al.,, 2018) le long de l'estuaire est donc a mettre en paralléle de
I"augmentation de cette derniere 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
I’estuaire. Ce phénomene d’accumulation des HAP a précédemment été observé dans

d’autres écosystémes cotiers (e.g. Soclo et al., 2000).
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Figure 139 : (a) Relation entre la concentration en HAP et la teneur en carbone organique dans le
sédiment pour les échantillons de la campagne Dynamoseine 2 (avril 2016). (b) Relation entre la
concentration en HAP et 613C 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 de la MOD interagissent plus
particulierement avec les contaminants organiques. Les dynamiques de la MOD et des contaminants
organiques, interdépendantes, montrent une forte variabilité saisonniéere.

v la concentration en HAP, normalisée 3 la teneur 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 al’embouchure de I'estuaire.
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Pour aller plus loin dans la compréhension des interactions MO-contaminants dans I'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, érosion

des sols, urbaines...).

L'analyse des contaminants souffre des problémes liés a I’environnement tres 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

Dosage COD, ULV, fluo 3D i T
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Dosage COD, LV, fluo 3D
Figure 140: Schéma expérimental proposé pour 1’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 |'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,
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principalement grace a ces fonctions carboxyliques et phénoliques (Ding et al., 2013). Afin de
comprendre ces phénomeénes, des enrichissements de I'eau de |'estuaire de Seine en métaux
(63Cu, ®*Mo, >°Co, "°As, 1*1Cd) 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
contaminants inorganiques avec la MOD. L'étude de I'effet de la salinité sur la formation de
complexes MOD-métaux dans |'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 sélectionné. Par exemple, la RMN
du 113Cd permet de déterminer le type d’environnement chimique du Cd en solution aqueuse
(Li et al., 1998). Cette analyse pourrait étre 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 élucider
les interactions possibles. La Figure 140 résume les différentes manipulations et analyses qui

pourraient étre réalisées.

6.4.2 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 été étudié. Ces éléments ont été analysés dans les échantillons d’eau prélevés lors
des différents cycles de marée des campagnes DYNAMOSEINE. Les résultats obtenus
indiquent que la plupart des nutriments et une grande partie des éléments traces (’Li, 3°Rb,
8%y, 3SMo, 133Cs, 137Ba 238U, ¥7Au, 29°Tl, >°Co, #Sr) ont un comportement conservatif dans
I’estuaire (Huguet et al., 2018). D’autres éléments traces (*'1Cd, 18Sn, 2°8Pb, 1V, 52Cr, 63Cu,
5As), ainsi que les nitrites et phosphates présentent des résultats variables en fonction des

sites et des campagnes (Huguet et al., 2018).
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En parallele de ces mesures quantitatives, les activités et densités microbiennes associées au
cycle de l'azote dans I'eau et les sédiments de I'estuaire ont plus particulierement été
quantifiées (Huguet et al., 2018). 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 |'azote.

Dans la colonne d’eau, il apparait tout d’abord que la production ou la consommation de NO3,
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 25). Par ailleurs, les nombres de microorganismes capables de réaliser la
dénitrification ou la DNRA sont corrélés positivement a I'indice de fluorescence BIX (indice de
production biologique), au rapport d’intensité des fluorophores B/a (relié¢ a la MOD
autochtone) et a lindice FlI (faible pour la MOD terrigéne, élevé pour la MOD
aquatique/microbienne), et sont corrélés négativement au HIX (indice d’humification de la
MOD ; Tableau 25). La dénitrification et la DNRA sont donc favorisées en présence de MOD
peu dégradée, d’origine autochtone, c’est-a-dire le type de MO détecté de maniere
prédominante dans |'estuaire et d’autant plus a I'aval (Huguet et al., 2018). 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 précédemment observé dans d’autres estuaires (e.g. Eyre et al.,, 2013). La MO
autochtone, enrichie en sucres et composés azotés est facilement dégradable, et entraine une

hausse de I'activité microbienne, a I'inverse de la MO terrigene, moins biodégradable.
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Tableau 25 : Corrélations entre la teneur en COD, les caractéristiques de la MOD (reflétées par différents
indices de fluorescence — HIX, BIX f450/f500 —, les rapports d’intensité des constituants de la MOD
fluorescente et des indices calculés a partir de spectres UV — SUVA, S275-S290, Sr) et les processus
biogéochimiques + les microorganismes du cycle de I’azote dans la colonne d’eau.

f450/f500
SUVA
$275-290

coD
HIX
BIX
d'/a
Sr

porganismes impliquées dans
la dénitrification

Bactéries impliquées dans
laDNRA

Bactéries

Archées

Production N20

Production CO2

Production/Consomation NO2

Production NO3

BATCH (conditions oxiques)

Consomation NH4

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 25). 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 |'estuaire de Seine de corrélation significative entre
les processus liés au cycle de I’azote et le caractére frais/réfractaire de la MO (Tableau 26). 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’apergoit que ce dernier diminue lorsque le rapport C/N de la MO augmente, i.e. que la MO
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est plus dégradée (Tableau 26). 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 |'estuaire de Seine
tendent a diminuer lorsque le §3C de la MO augmente, i.e. vers le milieu marin. Le nombre
de 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 I'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 |’estuaire de Seine

(projet SA6 PHARE-SEE).

Tableau 26 : 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.

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

Granulométrie

Horganismes 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
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ANNEXE 2 : STRUCTURES MOLECULAIRES

n-alcane
WM
alcool
acide gras normal O

\/\/\/\/\)\OH

. . @)
acide grasiso
YV\N\)LOH
acide gras anteiso "
OH

w-hydroxyacide O
HO

OH
a,w-diacide O
HO
OH
O

méthoxybenzéne diméthoxybenzéne triméthoxybenzéne

R R
~

o~ /0 O
0 O

-301-



Annexe 2 : Structures moléculaires
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ANNEXE 3 : SUPPLEMTARY MATERIAL DU CHAPITRE 3

Tableau 27 : Elemental and isotopic composition of DOM, POM and sediment OM samples.

Station Campaign Type Depth C(%) N(%) 6C (%o)
. DOM 11.71 0.87 -28.4
Tancarville January 2015
POM 470 0.54 -27.2
. DOM 9.80 0.91 -27.5
Caudebec April 2015
POM 2.28 0.30 -29.9
DOM 9.30 0.86 -28.1
POM 3.64 047 -25.8

0-1cm 513 0.62 -25.9
1-2cm  4.82 0.56 -26.1
2-3cm 496  0.57 -26.1
3-4cm 450 0.51 -26.1

Tancarville April 2015
4-5cm  3.06 0.33 -26.6

Sed OM

5-6 cm 1.72 0.19 -27.1
6-7cm 522 0.61 -26.0
7-8cm  4.07 0.46 -26.2
8-9cm 436 049 -26.4
9-10cm 4.58 0.54 -25.9
DOM 8.27 0.77 -26.3
POM 1.24 0.16 -26.1
0-lcm 433 0.54 -26.3
1-2cm 458 0.55 -25.7
2-3cm 3,51  0.40 -26.3
. . 3-4cm  3.58 0.40 -26.4

Fatouville April 2015
4-5cm  3.03 035 -26.3

Sed OM

56cm 1.52 0.18 -26.1
6-7cm 190 0.21 -26.0
7-8cm 126 0.13 -27.1
8-9cm 183 0.18 -26.2
9-10cm 1.25 0.14 -26.6
. DOM 6.72 0.53 -26.7

Honfleur April 2015
POM 2.45 0.32 -26.9
. DOM 13.69 1.32 -27.3

Fatouville

POM 4.26 0.52 -26.0

July 2015
DOM 15.89 1.41 -23.2

La Carosse

POM 454 0.52 -22.5
Caudebec September 2015 POM 431 0.46 -28.2
POM 2.66 0.34 -25.4

0-1cm 3.79 045 -25.8
SedOM 1-2cm 1.19 0.12 -25.9
2-3cm 036 0.03 -26.1

Tancarville September 2015
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3-4cm  0.15 0.02 -25.7

4-5cm 044 0.05 -26.6

56cm 096 0.11 -26.0

6-7cm  2.05 0.22 -26.0

7-8cm 2,55 0.28 -26.1

8-9cm 0.63 0.07 -26.0

9-10cm 2.06 0.23 -25.9

POM 2.80 0.35 -25.4

0-1cm 3.53 041 -25.4

1-2cm  2.28 0.26 -25.7

2-3cm  3.24 0.37 -25.9

3-4cm 220 0.25 -25.8

Fatouville  September 2015 4-5cm 291 0.34 -25.7
Sed OM

56cm  3.33 0.37 -25.9

6-7cm  3.15 0.37 -25.9

7-8cm 292 0.33 -25.8

8-9cm 0.38 0.05 -25.8

9-10cm 1.24 0.13 -25.8

Honfleur September 2015 POM 337 040 -25.6

. DOM 10.41 0.89 -28.5

Poses April 2016

POM 3.10 0.34 -29.2

POM 446 0.48 -29.3

0-lcm 7.26 0.82 -28.6

1-2cm 6.81 0.74 -28.5

2-3cm  6.50 0.72 -28.5

34cm 6.22  0.70 -28.4

Rouen April 2016 4-5cm 7.71 0.84 -28.6
Sed OM

56cm  6.50 0.69 -28.6

6-7cm 693 0.76 -28.5

7-8cm  7.10 0.79 -28.7

89cm 692 0.77 -28.5

9-10cm 598 0.67 -28.6

Caudebec April 2016 DOM 20.70  1.59 280

POM 418 0.51 -29.1

0-lcm 0.03 0.01 -26.9

1-2cm 0.29 0.03 -26.5

Tancarville April 2016 SedOM  2-3cm 0.10 0.01 -24.4

34cm 0.09 0.01 -27.4

4-5cm 011 0.01 -27.5

POM 4.04 0.48 -26.0

0-1cm 134 0.14 -26.5

Fatouville April 2016 1-2cm 1.04 0.10 -26.3
Sed OM

2-3cm 132 0.14 -26.9

34cm 099 0.10 -26.2
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4-5cm  0.08 0.01 -26.9

6-7cm  0.11 0.01 -26.3

7-8 cm 1.85 0.20 -26.4

89cm 251 0.29 -26.0

9-10cm 1.04 0.11 -26.1

POM 2.09 0.30 -23.7
0-1cm 198 0.22 -24.7

1-2cm 121 0.13 -24.8

2-3cm 1.28 0.15 -24.8

3-4cm 122 0.14 -24.3

La Carosse April 2016 4-5cm 1.25 0.15 -24.4

Sed OM

5-6 cm 1.00 0.12 -24.2

6-7 cm 1.19 0.14 -24.4

7-8 cm 1.85 0.22 -24.2

89cm 0.76 0.09 -24.4

9-10cm 140 0.17 -24.2
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Tableau 28 : Radiocarbon data derived from DOM, POM and sediment OM. SD: standard deviation.

Station Campaign Type Depth fm SD fu AYC (%o)
Tancarville January 2015 DOM 1.077743 0.0027414 86.3
POM 1.275311 0.0030005 285.4
. DOM 1.0248884 0.0029471 33.0
Caudebec April 2015
POM 1.147138 0.0027092 156.2
DOM 1.0829536 0.0027465 91.5
POM 1.999134 0.0037367 1014.9
Tancarville April 2015 0-1cm 1.022582 0.0026153 30.7
SedOM 5-6cm 0.9802752 0.0025443 -12.0
9-10cm 0.9915596 0.0025549 -0.6
DOM 1.0132614 0.0027727 21.3
POM 1.390507 0.0037211 401.5
Fatouville April 2015 0-1cm 1.048569 0.0026671 56.8
SedOM 5-6cm 0.9885786 0.0027406 -3.6
9-10cm 0.9500511 0.002551 -42.4
Honfleur April 2015 DOM 0.9715223 0.0027727 -20.8
POM 1.291377 0.0030742 301.6
Fatouville July 2015 DOM 0.9411594 0.0024961 -51.4
La Carosse July 2015 DOM 0.9049262 0.0024365 -87.9
Caudebec September 2015 POM 1.056314 0.0025411 64.7
POM 1.4631018 0.0032759 474.7
Tancarville September 2015 0-1cm 0.9222715 0.0025172 -70.4
SedOM 5-6cm  0.9349679 0.0025023 -57.7
9-10cm 0.8917762 0.0024429 -101.2
POM 1.3397563 0.0030273 350.3
. 0-1cm  0.9441372 0.0026598 -48.4
Fatouville September 2015
SedOM 5-6cm 0.9102391 0.0025598 -82.6
9-10cm 0.8831411 0.0027103 -109.9
Honfleur September 2015 POM 1.1098321 0.0027219 118.6
. DOM 1.0415263 0.0027379 49.7
Poses April 2016
POM 1.185013 0.0027676 194.4
POM 1.0956921 0.0027106 104.3
Rouen April 2016 0-1cm  1.0300498 0.0024797 38.2
SedOM 5-6cm 1.0279157 0.0029315 36.0
9-10cm 1.1142676 0.0025811 123.1
. DOM 1.1141252 0.0027223 122.9
Caudebec April 2016
POM 1.0468609 0.0025284 55.1
POM 1.0842281  0.00256 92.8
Fatouville April 2016 Sed OM 0-1cm 0.9271883 0.0023737 -65.5
e
9-10cm 0.9662659 0.0026008 -26.1
POM 1.1950484 0.0026836 204.5
. 0-1cm 1.0288188 0.0025504 36.9
La Carosse April 2016
SedOM 5-6cm  0.9054911 0.0026582 -87.4
9-10cm 0.9834994 0.0024823 -8.7
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Tableau 29 : Chemical shifts and corresponding functional groups detected in the NMR spectra

Chemical Shift (ppm) Fonctional Group Group Abbreviation
12-13 ppm CH3
18 ppm CHs
22-25 ppm CH:, CHs Aliphatic C Al
30 ppm CH,
38-42 ppm Aliphatic CH, NCH
50 ppm Aliphatic non-protonated C (Cq)
54-55 ppm OCHs, NCH Methoxy C MeO
62 ppm CH,OR
72-74 ppm Carbohydrates, Ether, CHOR O-Alkyl C O-Alkyl C
82-84 ppm CHOH, Cg-O0
102-104 ppm Anomeric C Anomeric C Anom C
116-118 ppm Ca to phenolic C Phenolic C Pheno
128 ppm Protonated Aromatic C .
133 ppm Non-Protonated Aromatic C Aromatic C Aro
146-147 ppm Phenolic C, Furan C )
154-157 ppm Phenolic C Phenolic € Pheno
174-176 ppm Carboxylic acid, Ester, Amide  Carboxylic C Carbox C
202-210 ppm Carbonyl C Carbonyl C Carbonyl C

Station Date %variation
Tancarville January 2015 3.9
Caudebec April 2015 16.7
Tancarville  April 2015 17
Fatouville April 2015 17.9

Honfleur April 2015 16.6
Fatouville July 2015 11.6
La Carosse July 2015 22.2

Poses April 2016 6.7
Caudebec April 2016 6.3

Tableau 30 : Variation between the fluorescence spectra before and after the RO/ED step
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Tableau 31 : Results of the mixing molecular model based on 13C NMR data and P/L ratio values

Carbohydrate

Protein

Lignin

Lipid Carbonyl Char

tati i T Depth P/L
Station  Campaign ype ep (%) (%) (%) (%) (%) (%) /
. January DOM 22.9 21.2 12.5 314 9.6 7.1 1.70
Tancarville
2015 POM 23.1 18.3 13.6 24.9 9.9 10.4 1.35
. DOM 24.8 20.9 124 31.2 8.5 6.3 1.69
Caudebec April 2015
POM 25.1 17.6 135 235 9.1 9.7 131
DOM 24.8 21.0 124 31.6 8.7 6.4 1.69
. . POM 22.2 18.5 13.6 25.0 10.2 10.3 1.36
Tancarville April 2015
Sed OM 0-1cm 23.0 18.0 13.7 24.0 10.1 10.7 131
e
9-10 cm 22.4 18.6 13.6 255 9.3 10.3 1.36
DOM 24.6 21.3 12.3 32.1 8.2 6.0 1.73
. . POM 21.6 18.8 13.7 25.9 8.9 10.1 1.38
Fatouville April 2015
sed OM 0-1cm 22.3 18.9 13.6 25.9 9.4 10.1 1.39
e
9-10 cm 22.1 18.4 13.8 25.2 8.9 10.5 1.34
Honf April 2015 DOM 244 19.7 12.6 27.7 11.7 8.1 1.56
onfleur
April 2015 POM 23.5 18.6 134 25.5 9.0 9.5 1.38
. July 2015 DOM 26.2 20.8 11.7 294 13.6 57 1.78
Fatouville
July 2015 POM 18.3 21.3 13.6 324 7.2 9.9 1.56
July 2015 DOM 25.5 215 12.2 33.2 7.4 54 1.77
La Carosse
July 2015 POM 24.2 21.8 12.3 345 7.2 6.1 1.77
Caudebec Sepztginsber POM 213 196 138 295 88 115 1.42
Tancarville Sepztginsber POM 15.1 211 142 333 88 136 1.49
s b POM 19.7 204 13.2 28.8 11.3 9.6 154
Fatouville >SPrember 0-1cm 236 168 140 210 111 12.0 1.19
2015 Sed OM
9-10 cm 20.9 17.2 14.9 22.7 9.4 145 1.15
Honfleur Sepztginsber POM 17.8 201 139 297 107 127 144
. DOM 23.3 20.5 12.3 28.9 134 7.7 1.66
Poses April 2016
POM 21.5 17.8 14.2 24.5 9.8 12.7 1.25
. POM 26.0 18.4 13.2 25.9 8.9 8.9 1.40
Rouen April 2016
SedOM 0-1cm 24.0 17.9 13.7 24.7 10.1 11.0 131
. DOM 24.9 22.0 11.7 32.6 10.9 49 1.88
Caudebec April 2016
POM 23.9 18.5 13.8 26.3 7.7 10.6 1.34
. . POM 204 19.8 134 28.1 104 10.1 1.48
Fatouville April 2016
SedOM 0-1cm 22.1 15.0 14.9 17.5 13.1 15.8 1.01
La Carosse April 2016 POM 18.2 21.9 13.1 325 9.2 8.6 1.67
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ANNEXE 4 : SCRIPTS R POUR LES ANALYSES
STATISTIQUES

## test de corrélation ##

cor.test(dataSX, dataSY, method = "spearman")

## test de Kruskal et Wallis + Dunn ##

library(FSA)

library(rcompanion)

kruskal.test(A ~ B, data = data) ## Test de KW

DT = dunnTest(A ~ B, data=data, method="bh") ## Test de Dunn

PT = DTSres

cldList(P.adj ~ Comparison, data = PT, threshold = 0.05) ## Calcul des lettres auto

## Analyse en composantes principales ##

library(FactoMineR)

library(factoextra)

res.pca <- PCA(data, scale.unit = TRUE, ind.sup = ,quali.sup=, quanti.sup =, graph = FALSE)
get_eig(res.pca) #renvois les valeurs propres des dimensions

fviz_contrib(res.pca, choice="var", axes = 1 ) + theme_classic() # contribution des variables
lapply(dimdesc(res.pca), lapply, round, 2) #description automatique des axes

fviz_pca_biplot(axes=c(1,2), res.pca, repel =T, label="var", fill.ind = dataSColor, pointshape =
21, pointsize = 3, addEllipses = TRUE) + theme_classic()

## Classification ascendante hierarchique ##

res.hcpc <- HCPC(res.pca, method = "ward") #réalisation du dendrogramme
res.hcpcScallStSnb.clust #nb de cluster optimal

res.hcpcScallStSinert.gain # gain d'inertie en passant de n a n+1 cluster

res.hcpcSdesc.var # description des variables du dendrogramme

-309 -



Annexe 5 : Descripteurs de la MO

ANNEXE 5 : DESCRIPTEURS DE LA MO

-310-



Annexe 5 : Descripteurs de la MO

Méthode Nom complet Abréviation Calcul Description Références
Estimation des sources et du degré de
. dégradation de la MO. Une augmentation de ce
Rapport atomique entre . . L, [ . i
. Proportion du Carbone organique divisée parla rapport indique la présence d'une MO plus Thornton et McManus 1994,
le Carbone organique et Corg/N R R J , \
I'Azote total proportion en Azote total terrigéne et/ou plus dégradée alors qu'une Meyers 1994
Analyse diminution correspond a une MO plus autochtone
élémentaire et et plus fraiche
isotopique Le §°C de la MO aumgente lors du mélange de la
4 . MO ti tale (-30%o de la MO i
Signature isotopique du N S50 13¢ /12C échantillon 1) w1000 con |nzeln a iéo F’) avec ’e slz madrlne Middelburg et Herman
130 8¢ —13C/12C5tandard (entre -21 et -18%o). Permet également de 007
différencier les plantes en C3 (appauvries en )
des plantes en C4 (enrichies en 13C)
y représente I'année de prevelement. Abondance
Spéctrométrie de Signature isotopique du 1 1eso relative en 14C dans les échantillons. Des fortes Marwick et al. 2015
4 “me Xl =) . . . N . )
masse par 12 A%c A¥C= (fy X e 8287 TN 1) X 1000 valeurs (>0) témoignent d'une MO plus récente, a
P C W . . Raymond et Bauer 2001
accelération I'inverse, des faibles valeurs (< 1) témoignent
d'une MO plus ancienne.
Proportion de carbones
. P ) . . Indique I'abondance relative en carbone de type
aliphatiques (CHs, CH,, Aliphatique Aire des pics entre 0O et 50 ppm . .
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,0OH etc...)
groupements O-Alkyls O-Alkyls Aire des pics entre 60 et 90 ppm présentes en grande partie dans les

Résonnance
magnétique
nucléaire du **C
en polarisation
croisée avec
rotation a l'angle
magique en phase
solide

(CHOH, CH,0H etc...)
Proportion en carbones
anomériques
Proportion de carbones
aromatiques (protonnés
et non protonnés)
Proportion de
groupements
phénoliques
Proportion de
groupements
carboxyliques, esteret
amides

Modéle de mélange
moléculaire

Anomériques

Aromatiques

Phénoliques

Carboxyliques

MMM

Aire du picentre 102 et 104 ppm

Aire des pics entre 120 et 140 ppm

Aire du pica 155 ppm

Aire du pica 174 ppm

Application d'un modele transformant le spectre RMN

en mélange de 5 constituants de la MO

carbohydrates
Atteste de la présence de sucres dans la MO

Une augmentation de la teneur en fonctions
aromatiques indique une plus forte proportion de
MO terrigéne et/ou dégradée
Atteste de la présence de lignine dans les
échantillons en combinaison avec la présence de
fonctions méthoxy

Abondance relative en groupements
carboxyliques, ester et amides

Estimation des abondances relatives des
différents constituants de la MO des échantillons :
Lipides, Charbons, Carbohydrates, Protéines et
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Longueur de chaine
moyenne

Carbon Preference Index

GC-MS et pyrolyse

GO-MS Rapport terrestre sur

aquatique
Rapport de
contamination fécal
humain

BIT index

Rapport acide sur
aldéhyde des unités G

ACL

CPI

TAR

BIT

(Ad/Al)e

ACL = zAi X nbC;

7 Ar
i i airs
cpl = Zimpairs cpr= ZPATS_
Y. pairs Y.impairs
(n-alcanes) (alcools et acidesgras)
TAR = Y.longs
Y courts
Coprostanol

Coprostanol + 5a — cholestanol

__ IXa+Vlla+Vlila
" IXa+ VIlla+VIla+VI

BIT

Acide vanillique
Vanilline

Des valeurs de I'ACL fortes indiquent une MO
produite par des végétaux supérieurs, alors que
des valeurs faibles témoignent d'une MO plus
microbienne ou aquatique.

Des fortes valeurs de la CPl indique une MO
majoritairement d'origine végétaux supérieur,
avec une bonne préservation. Des valeurs plus
faibles peuvent indiquer une dégradation de la

MO, ou bien une source plus microbienne ou
algaire, ou bien un apport d’hydrocarbures.
Le TAR augmente lors que la proportion de MO
issu des végétaux supérieurs augmente.
Estimation de la contamination fécale humaine
des échantillons. Des valeurs >0,7 témoignent
d'échantillon contaminés.
Quantification de I'apport de la MO des sols dans
les échantillons. Des valeurs >0,9 té moignent
d'une MO des sols alors que des valeurs de 0
témoignent d'un apport exclusif de MO marine.
Ce rapport augmente avecl'état de dégradation
de lalignine
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Dynamique de la matiére organique dans la Seine : approche globale et moléculaire
Résumé :

Les estuaires sont des écosystemes importants pour I’environnement et I’'économie et sont le
lieu de nombreuse transformation de la matiére organique (MO). La dynamique de la MO dans
les estuaires est complexe, et est rarement étudiée a I’échelle moléculaire. L’objectif principal
de cette étude est de contraindre la dynamique de la MO dans |'estuaire de Seine. Pour cela,
cing campagnes ont été réalisées dans I’ensemble de I'estuaire et ont permis I'analyse de la
MO dans I'ensemble de ses compartiments (dissous — MOD, particulaire — MOP et
sédimentaire). La MO a été caractérisée au niveau global (composition élémentaire et
isotopique), au niveau structural (résonance magnétique nucléaire du carbone) et au niveau
moléculaire (lipides et thermochimiolyse). L'ensemble des techniques ont pu montrer que
chaque compartiment avait des propriétés chimiques tres différentes : la MOD est enrichie en
MO aquatique dégradée, alors que la MOP et la MO sédimentaire sont plus terrigenes. Le
bouchon vaseux semble avoir un impact majeur sur la qualité de la MO, notamment grace a
des bactéries dégradant fortement la MO terrigéne dans la MOP et augmentant la proportion
de MO aquatique. De plus, les sédiments de I'estuaire de Seine n’enregistrent pas la
composition totale de la MOP, mais sont enrichis en MO terrigéne, moins labile. Enfin, lors de
I’enfouissement de la MO sédimentaire, cette derniere s’enrichit en MO terrigene.

Mots clés : Matiere organique, Seine, Estuaire, Géochimie organique
Organic matter dynamics in the Seine River: global and molecular approaches
Abstract:

Estuaries are important ecosystems from environmental and economical point of views and
are the place of numerous transformations of organic matter (OM). The dynamics of OM in
estuarine systems is complex and was only rarely investigated at the structural or molecular
level. The aim of this study was to constrain the sources and fate of the OM in the Seine
Estuary. The spatiotemporal dynamics of the OM along the estuary was investigated by
comparing the bulk (elemental and isotopic composition), structural (solid state 13C nuclear
magnetic resonance) and molecular (lipids and thermochemolysis) features of the different
pools of OM —dissolved OM (DOM), particulate OM (POM) and sediment OM collected during
five sampling campaigns. All analyses show that each compartment has different chemical
properties: DOM is enriched in degraded aquatic OM, while POM and sediment OM are
enriched in terrigenous OM. The maximum turbidity zone has an impact on OM quality with a
high bacterial activity leading to the degradation of terrigenous OM and a higher proportion
of aquatic OM. This study shows that sediment OM does not reflect the composition of the
POM in the water column and is enriched in terrigenous OM. Moreover, when the sediment
is aging, the proportion of terrigenous OM is increasing.

Keywords: Organic matter, Seine, Estuary, Organic geochemistry
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