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Introduction générale

Dans les écosystémes marins, les éléments tradefligues (métaux et métalloides)
peuvent étre classés en deux grandes catégonemsieur effet sur le biotope. La premiere
catégorie regroupe les éléments considérés comseligeéléments (Fe, Mn, Co, Cu, Zn...)
qui sont essentiels au développement des organisiaess. La deuxieme catégorie est quant
a elle constituée des éléments métalliques toxi¢idgs Pb, Cd...). Lorsqu’ils sont apportés
en exces et concentrés le long de la chaine alaimentes éléments représentent une menace
pour I'équilibre des écosystéemes. En réalité, beapic’éléments métalliques présentent a la
fois un caractére essentiel et toxique ; ces dauxcteres étant fonction de leur concentration
mais surtout de leur forme physico-chimique (spé@mi.

Dans les eaux naturelles, différentes formes nigt@lé coexistent. Le métal dissous
peut se présenter sous forme de cations libresatégjrde complexes organiques ou de
complexes inorganiques (Donat al, 1994; Muller, 1996; Kozelka et Bruland, 1998;
Achterberg et Braungardt, 1999). Le métal particelpeut étre lié & des particules minérales
(argiles, quartz, carbonates...), a des oxydes destfate manganése ou a des particules
organiques (Millward, 1995). La limite entre le mlétlissous et le métal particulaire est
définie arbitrairement par une filtration a 0,45.u®elon cette séparation, la fraction
colloidale, constituée de petites particules ngat®s aux forces gravitationnelles et dont au
moins une des dimensions se situe entre 1 nm et (Eperett, 1988; Buffle et Van Leeuwen,
1992), fait partie intégrante de la fraction digsolinsi, I'information relative a ce type de

particules, par ailleurs tres réactif vis-a-vis desaux, est généralement occultée.

Les colloides rencontrés dans les eaux naturefiedes origines diverses. lls peuvent
étre classés en deux principales catégories @il207) : les colloides inorganiques qui sont
composeés dargiles, d’oxydes meétalliques, d’hyddes/ métalliques ou de carbonates
métalliques et les colloides organiques qui somistitués de matieres détritiques (par
exemple les acides humiques et fulviques) et ditsgaes vivants (algues, bactéries, virus).

Différentes techniques peuvent étre mises en ceporg la récupération et le
fractionnement des colloides. Les plus utiliséest sda dialyse (Truitt et Weber, 1981;
Rainville et Weber, 1982)la centrifugation (Perretet al, 1994; Leadet al, 1997),le
fractionnement par couplage de for(leFF) (Buffle et Leppard, 1995a,b; Parker, 19989),
filtration chromatographique sur gdlGFC) etl'ultrafiltration (UF). Parmi ces différentes
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techniques, l'ultrafiltration (UF) présente de namux intéréts : il s’agit d’'une technique non
destructive, qui ne nécessite pas d’addition detiféad’'une mise en ceuvre relativement
simple et peu colteuse (De Mora et Harrison, 1988jhalet al, 2006; Waelest al, 2008).
La séparation des différentes fractions colloidakseffectuée par I'application d’un gradient
de pression qui peut étre conduit selon deux moiEsoulement. Le mode tangentiel qui
nécessite, le plus souvent, de grands volumes afdition (10 a 10000 L) et le mode frontal,
pouvant étre appliqué a de plus faibles volumed. {1

Lors de ce travail, 'UF frontale a été choisieslfeactions colloidales sont obtenues
en passant I'échantillon (pré-filtré a 0,2 ou Q4B) a travers différentes membranes dont la
taille des pores varie entre 1 et 15 nm. Le passagbéchantillon est assuré par un flux
perpendiculaire a la membrane qui est obtenu ppplication d’une faible pression (<2 bar).
L’inconvénient majeur de cette technique réside sddm possible encrassement des
membranes par les colloides de grande taille. Eat, éés colloides qui ont une taille trop
importante par rapport & la membrane, peuvent sraater par coagulation dans la couche de
diffusion, a l'interface solution - membrane. Ldéngents métalliques présents en solution
sont alors susceptibles de s’adsorber sur lesidelocoagulés. Il a été montré, cependant,
qgue des conditions opératoires judicieusement Ewigermettent de minimiser cet effet
d’encrassement des membranes (Guégterh, 2002). La procédure la plus simple consiste
en particulier a réduire I'épaisseur de la couahéiffusion en appliquant une agitation douce

juste au-dessus de la membrane (Buffle et Lepd&ahb).

Les éléments traces métalliques sont véhiculés leemsilieu marin essentiellement
par les fleuves. L'importance de I'apport métalegdépend non seulement des niveaux de
concentration dans les fleuves mais, surtout, dassformations physico-chimiques se
produisant dans la zone de mélange eau doucedesmer. De nombreuses études ont porté
sur les éléments traces métalliques dans les sgsté@stuariens. La plupart de celles-ci se
sont intéressées au comportement du métal disgqis €t al, 1990; Martinet al, 1993;
Balls et al, 1994; Chiffoleauet al, 1994; Zwolsmaret al, 1997; Sirinawinet al, 1998;
Martino et al, 2002) et/ou a celui du métal particulaire (Basyenal, 1997; Turner et
Millward, 2000; Hatjeet al, 2001; Cheet al, 2003; Waele®t al, 2007). Des études ont
également été consacrées aux différentes espéioaisjwbs métalliques (Fischet al, 1984;
Mills et Quinn, 1984; Van Den Bergt al, 1990; Ouddanet al, 1992; Donaet al, 1994;
Comberet al, 1995; Gerringeet al, 1996; Baeyengt al, 1997; L'Herrouxet al, 1998;
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Riedel et Sanders, 1998; Waektsal, 2005a,b). Elles ont mis en évidence en particildie
réle important des complexes organiques dans l@atmn chimique de nombreux métaux.
Peu d’études ont été menées en milieu estuarietesunteractions entre la phase
colloidale et les éléments métalliques (Madiral, 1995; Muller, 1996; Guieeat al, 1998;
Wenet al, 1999). Ces études ont mis en évidence une réépartiariée des éléments sur le
spectre colloidale. A titre d’exemple, le plombij gst un élément particulierement réactif vis-
a-vis des particules, est majoritairement associfesacolloides de haut poids moléculaire
(Martin et al, 1995; Wenet al, 1999). En revanche, le cuivre présente une riépart
différente selon la nature de l'estuaire considBrans certains cas, il est préférentiellement
trouvé dans la fraction réellement dissoute (Safidbelmy et al, 1996). Dans d’autres cas,
la fraction colloidale peut étre dominante (Mull&B96). Il est & noter que ces études ont
considéré un nombre tres réduit de fractions atdlies et ont été menées de fagon ponctuelle.

De plus, elles ne couvrent pas nécessairemenebele du gradient salé.

L’objectif général de ce travail est d’étudier dezdn approfondie la distribution
colloidale de certains éléments traces métalliqees/re, plomb et cadmium. Pour ce faire,
la fraction réellement dissoute (<5 kDa) et sixcfi@ns colloidales (5-10 kDa; 10-30 kDa;
30-50 kDa; 50-300 kDa; 300 kDa-0,22 um; 0,22-0,49 ont été considérées. Les travaux
ont été menés dans un estuaire de type macrotidatuaire de la Penzé. Il s’agit en

particulier :

- d’examiner les variations saisonnieres des diffegs fractions colloidales sur
I'ensemble du gradient salé,

- d’appréhender I'importance de la nature organmuéorganique des colloides dans
la spéciation des éléments métalliques,

- de mieux cerner les processus qui contrélenblaportement et le devenir de ces

éléments en milieu estuarien.

Le premier chapitre de ce travail consiste en ynéhgse bibliographique de I'état des
connaissances sur les colloides dans I'environneni2ans ce chapitre, les principales
méthodes de spéciation physico-chimique des élémnmeétalliques sont également exposées.
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Dans une seconde partie, le cadre de I'étuderdéégie de prélevements ainsi que les
méthodes analytiques utilisées sont présentés.niioégt, une description détaillée des

conditions optimales d’utilisation de la méthodalttafiltration est relatée.

Dans le troisieme chapitre, les variations saisemesi des caractéristiques physiques,
chimiques et biologiques de I'estuaire de la Pesoré décrites. Cette description qui vise a
dégager les caractéristiques principales de fomogiment du systeme est un préambule
indispensable a la compréhension des processuscaptrélent la distribution et le

comportement des métaux.

Les chapitres IV, V et VI sont consacreés a I'étddeplomb, du cadmium et du cuivre,
respectivement. Les variations de la répartitioioatale de chaque élément sont examinées
le long du gradient salé. Les variations de cedartition lors du cycle saisonnier sont
également décrites et discutées. A la fin de chabapitre, un bilan annuel des flux de métal
est présenté pour les difféerentes fractions ddetdparticulaire, colloidale et réellement

dissoute).
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l. Les colloides

[.1. Définition

Le mot colloide a été introduit par Graham (186tlpmvient du greacwiia qui
signifie « colle ». Les colloides sont des entidéganiques ou inorganiques suffisamment
grandes pour avoir une structure et des propre&i@samoléculaires. Cela se traduit par la
possibilité de changements conformationnels posrcia@loides organiques ou I'existence
d'un champ électrique de surface pour les colloidesganiques. Ce sont également des
entités suffisamment petites pour ne pas seédimentebsence d’agrégation pendant un laps
de temps assez long (de quelques heures a qu@dgues(Buffleet al, 1998; Citeau, 2004).

Selon T'lUPAC (1997), les colloides sont des molésuou des particules
polymoléculaires dispersées dans un milieu et ayamtmoins dans une direction, une
dimension comprise entre 1 nm et 1 um (Figure Bl)a limite inférieure est considérée sans
ambiguité autour de 1 nm (Everett, 1988; Leadl, 1997), la détermination de la limite
supérieure semble plus complexe. Elle peut varedonsles auteurs de 0,2 a 0,5um
(Gustafsson et Gschwend, 1997; Parker, 1999; Sireghal, 2006), et peut méme atteindre
1 um (Buffle et Leppard, 1995a; Leatal, 1997).

Figure I-1 : Exemples de colloides présents dans le milieu elatirgauche : matiére organique (Buffle et
Leppard, 1995a). A droite : oxydes de fer (Wiggmesd al, 2007).
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Cette limite supérieure est définie a partir du renotrou les forces gravitationnelles
'emportent sur les forces dues au mouvement bremvaonduisant ainsi a la sédimentation
(Wilkinson et Lead, 2007). De par leur petite &illes particules colloidales ne sont pas
soumises a la gravité. Elles restent donc en ssgpem®t peuvent étre transportées sur de
grandes distances.

Le critere de taille permet d’apporter une déforitsimple de la particule colloidale.
Cependant, il n'est pas totalement satisfaisantesacolloides et leurs agrégats ne sont pas
forcément sphériques; ils peuvent, par exemple,ddrforme fibrillaire. Néanmoins, certains
auteurs ont relié le poids moléculaire exprimé aftdhs (1 kDa = 1000 g md) & la taille de
colloides. Il existe une correspondance entre &s dypes d'unité. A titre d’exemple, un
poids moléculaire de 1 kDa correspond a une tdifaviron 1,3 nm et un poids moléculaire
de 300 kDa correspond approximativement a 8,5 nigu(€ I-2). Cette correspondance est

intéressante a utiliser surtout pour les colloftkesaille inférieure a 1000 kDa.

1000 +—/——"rmb——rrm——rm}——rrrri

100

Equivalent taille/nm

10 o

1 10 100 1000 104 10°
Poids moléculaire/kDa

Figure 1-2 : Relation entre le poids moléculaire (kDa) et ldg¢gnm) de colloides (Guo et Santschi, 2007).

[.2. Caractéristigues

[.2.1. Concentration dans les eaux naturelles

Les colloides sont présents dans les eaux natun@iux douces, eaux souterraines,

eaux marines et eaux interstitielles) & des coragons supérieures a %@articules par
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millilitre (Stumm et Morgan, 1996). Buffle et Leppla(1995a) ont montré que les colloides
de petite taille sont bien plus abondants que dmugrande taille. Les auteurs ont indiqué
notamment que la concentration des colloides dtaitie proche de 10 nm étaient®1fis
supérieure a celle des colloides proches de 1 joucddet al. (2004) ont montré également
gue, dans les eaux du lac de Vale (Birmingham, U#€§)colloides de taille inférieure a 50 nm
représentaient I'essentiel de la fraction collacédddoike et al. (1990) ont mis en évidence
gue, dans les eaux de la couche euphotique duidqeeciNord, les particules de taille
inférieure & 1 um étaient particulierement aborei(16-10" particules par millilitre). Les
auteurs ont indiqué également qu’il s'agissait detipules non vivantes et trés riches en
matiere organique. Ces résultats ont permis denerogte la fraction colloidale constitue une
part importante de la matiére organique dissoutendieu océanique. Wells et Goldberg
(1991, 1992, 1994) ont constaté que les particobdipidales de taille comprise entre 5 et
120 nm dans les eaux marines du bassin de Sante@@@alifornie, USA) sont de loin les
plus abondantes, avec une concentration maximatetparticules par millilitre. En effet,
leur concentration est au moins 1000 fois plus ingmbe que celle des colloides de taille

supérieure.

[.2.2. Rapport surface/volume

Une particularité propre aux colloides est le rappsurface/volume. Wells et
Goldberg (1992) ont estimé que les colloides d&taiférieure a 120 nm ont une surface
d’au moins 8 Mpar nT (géométrie sphérique supposée). Wells et Goldi&@4) ont montré
que les colloides compris entre 5 et 200 nm pogséane surface totale supérieure & 8 m
par nt d’eau de mer. Du fait de leur petite taille, lestizules colloidales ont des surfaces
spécifiques (rapport surface / masse) important#8 (f g*) et peuvent donc représenter des
phases adsorbantes ou absorbantes pour les éléntenmtgjues en général et pour les
éléments métalliques en particulier (Citeau, 2004).

[.2.3. Stabilité des colloides

Deux mécanismes majeurs interviennent dans lalisiiomn des colloides : la

stabilisation de charges et la stabilisation steériq
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La plupart des colloides sont chargés négativemé&m. vertu du principe
d’électroneutralité, a proximité d'une charge négatse place une charge positive et
inversement. Ce phénomeéne s’appelle la double eoélelttrique.

La stabilité des colloides peut étre expliguédgminteractions électrostatiques. Selon
la théorie DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey et Owxh), la stabilité des colloides est

donnée par la résultante de I'énergie potentietiglé (\f) d’opposition de deux forces :

- la force attractive de Van der Waalsaf\Mjui induit I'instabilité et par conséquent
'agrégation des colloides,

- la force de répulsion électrostatiqueg]Vdes particules chargées agissant pour
maintenir la stabilité et donc conduisant a la éisjpn des particules.

Lorsque les forces de répulsion électrostatiquapertent, la résultantepVaugmente
et, par conséquent, le systeme colloidal est st@blénverse, quand les forces attractives
prédominent, la résultanter\iminue et la suspension colloidale devient ifstamgendrant
'agrégation (coagulation, floculation). La figurne3 présente la variation de I'énergie
potentielle en fonction de la distance entre deartiqules (r). La théorie DLVO représente
donc les changements d’énergie quand deux padistdpprochent.

La force attractive augmente rapidement avec laimdition de la distance
inter-particules tandis que la force de répulsiagrnaente plus lentement. Quand la distance
inter-particules est tres faible, les forces de Yoem Waals prédominent. Ceci conduit a une
attraction entre les particules, c’est le premienimum qui correspond a la coagulation
(interactions fortes - agrégation irréversible).

La floculation correspond au second minimum ou fages attractives sont plus
faibles (agrégation réversible). Ces deux phénomawitent I'élimination des colloides par
sédimentation (Parker, 1999). A distance intermeglides forces répulsives prédominent et

une barriére a I'agrégation se met en place.
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Figure 1-3 : Diagramme d’énergie potentielle entre particuldbo@ales (Parker, 1999).

La barriere d’énergie est également influencédaéorce ionique du milieu. A force
ionique élevée (>IOmol L), I'apparition d’un minimum secondaire est observéci se
traduit par un phénomene d’attraction réversibla. darriere d’énergie ne disparait pas
totalement ce qui prévient de tout phénomene dgutaton irréversible. A force ionique
faible (<10° mol L'Y), la barriére d’énergie augmente et la stabilité systéme colloidal
apparait. Pour des forces ioniques d& B010° mol L?, cet état de stabilité est atteint
(Kammer, 2004). A extrémement faible ou forte formeique, la barriere d’énergie devient
trés faible voir nulle et le phénomene de coagutatievient irréversible. Lorsque (r) devient
trop petit, I'interaction tend vers l'infini et leoagulation devient irréversible quelque soit la
force ionique du milieu.

A titre d’exemple, O'melia (1989) a montré que deesseaux douces, avec une force
ionique qui varie entre 10et 10° mol L, I'épaisseur de la couche de diffusion peut vater
3 4 30 nm. Dans les lacs salés et I'océan, le fimzigue peut aller jusqu’a 1 mol'L Ceci
entraine une diminution sensible de I'épaissedad®uche de diffusion a 0,3 nm. Ce résultat
montre clairement que le milieu chimique joue ule iiGdirect tres important dans la stabilité
des colloides en modifiant I'épaisseur de la coutshdiffusion.

Un autre mécanisme important intervient dans labilgta des colloides : la

stabilisation stérique. Ce type de stabilisatiosul® de I'adsorption de polyméres a
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l'interface colloide - eau. Si la quantité de pogmn adsorbé est importante, I'épaisseur de la
couche sera suffisante pour garder les particidparées par répulsion stérique. Les forces
attractives de Van der Waals seront alors tropldailpour faire adhérer les particules et

déstabiliser le systeme colloidal.

[.3. Classification des colloides

Les colloides sont omniprésents dans I'environnéniEnpeuvent avoir une origine
naturelle mais aussi une origine anthropique. ld#ersité est tres grande compte tenu de la
définition proposée, de leur origine et de leururatbio-physico-chimique. On peut
notamment citer : les protéines, les nanoparticoiésalliques, les polyméres synthétiques
lipophiles ou hydrophiles ou encore les nanotulgesadbone (NTC).

Les colloides rencontrés dans les eaux naturedesegartissent en deux groupes

principaux : les colloidemorganiqueset les colloidesrganiques(Figure 1-4).

molécules Colloides ou particules
macromolécules ,
Log (taille/m)
-10 9 -8 -7 -6 -5
| | | | | | S
IA 1 | | | | "
1 1nm 0,45 / lpum
(7)) i
g AC'.de,S | Débris cellulaire |
= aminés :
'% | Polysaccharides |
g | Peptides || Peptidoglycanes |
\g | Protéines |
S ffulvique3| Agrégats humiqueg
£ lhumiques |  Virus Bactéries Algues |
) Composés organiques adsorbés
@ lons libres sur des particules inorganiques
2 | Hydrates | Argiles (aluminosilicates) |
‘£ (e.g. OH,
S | crsoz, | Oxyhydroxydes de fer |
5 HS, Na',
g |c 2 M2 [ OxydesdeMn |
2 Cw,...) | Sulfures métalliques|
(%2}
S | Carbonates, phosphate$
§ | Si0, amorphe |

Figure 1-4 : Classification des colloides selon leur tailleegtrinature (Lead et Wilkinson, 2006).
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Dans les eaux oxiques, les colloidesrganiques sont constitués essentiellement
d’'argiles (aluminosilicates), d’oxyhydroxydes métples et de carbonates métalliques. Le
carbonate de calcium fait partie des colloides rd@dg taille. Les aluminosilicates sont les
colloides les plus abondants et ceci a cause desit des roches (Filella, 2007). D’autres
colloides inorganiques ont été mis en évidence praguantités bien plus faibles. Il s’agit en
particulier des oxydes d’aluminium et de mangara@ssi que des sulfures de fer. Ce dernier
type de colloide est présent seulement dans les araxiques. Il est a noter que la plupart
des colloides inorganiques sont recouverts d’unetm de matiere organique. Dans les eaux
douces, cette couche est principalement composselsdtances fulviques d’origine terrigene.
Dans l'eau de mer, elle est composée de matieranmyge réfractaire issue de la
recombinaison des acides aminés et des sucregsrgjet le phytoplancton. L'existence de ce
dépbt organique modifie les propriétés des colkiderganiques (Bufflet al, 1998). Par
exemple, pour un pH neutre ou proche de la netéraddis oxyhydroxydes de fer sont neutres
ou chargés positivement. Avec ce dép6bt organidsi€leviennent chargés négativement; il en

va de méme pour la plupart des colloides inorgasqu

Les colloidesorganiquesregroupent notamment les carbohydrates, les pesgies
lipides, les agrégats humiques, les acides fuldaidumigues. Dans les eaux estuariennes, il
existe deux sources potentielles pour ce type dleides. La source biotique est liée a
I'excrétion et/ou a la dégradation « in-situ » @esnposés qui proviennent des organismes
aguatiques : du phytoplancton et des bactériesditylier. La source pédogénique est due a
I'apport de composés qui trouvent leur origine dassplantes terrestres. Siglebal. (1982)
ont effectué la caractérisation chimique des ocddleiorganiques de taille comprise entre
1,2nm et 0,4 um en milieu estuarien. Leurs traydoasés sur des analyses par couplage
pyrolyse GC-MS, ont montré que dans I'estuaire dankent, la source majoritaire de la
matiere organique colloidale est produite « in-sitpar les microorganismes. En effet, les
polyméres de faible poids moléculaire rencontréssdas colloides organiques semblent
provenir du plancton. Par ailleurs, 'absence dedpit caractéristigue des grandes plantes
indique que les apports organiques d’origine témreesnt été meétabolisés avant d’arriver a
'estuaire. De par ces caractéristiques proprespdtiere organique colloidale est capable :
(i) de complexer ou d'adsorber d’autres especesignies du milieu, (i) de servir comme
agent réducteur dans des réactions chimiquesi)eti’iccélérer ou de retarder des réactions
photochimiques ayant lieu dans le milieu. Ces hffiées propriétés sont impliquées dans

divers processus qui ont lieu dans le milieu aquati Ceci conditionne le devenir des
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composeés chimiques dans I'environnement et desuxiata particulier (Sigleo et Means,
1990).

En milieu estuarien, la nature inorganique ou oiggan des colloides est susceptible
d’étre modifiée en fonction de la période de I'ameé aussi le long du gradient salé. En effet,
des différences tres importantes dans la composiidioidale ont été mises en évidence en
milieu estuarien. A titre d’exemple, dans l'esteadu Patuxent, les colloides prélevés en
hiver sont caractérisés par des teneurs importamesgiles minérales et en oxydes de fer.
Ceci peut étre le résultat d’'une érosion importatdgs sols (lessivage) a cette période de
lannée. En été, par contre, le carbone et 'azot@anique deviennent majoritaires et ceci
pour I'ensemble de I'estuaire. Ce résultat esblaséquence d’une production primaire élevée
a cette période de I'année (Sigleo et Helz, 198fle8et al, 1982; Sigleo et Means, 1990).

|.4. Interactions avec les éléments traces métalliques

Au travers des interactions covalentes, électiigstes ou hydrophobiques, une grande
proportion (~ 40 a 90%) des composeés traces pew@tsntadsorbés sur les colloides, aussi
bien dans les eaux douces que dans les eaux méBiaile et al, 1998). Les colloides sont
donc susceptibles de jouer un réle important dandidtribution des métaux. Due a leur
rapport surface/taille élevé, les colloides sorg deéliminateurs » actifs pour les éléments
traces dissous. En outre, de par leur petite titsliee se déposent pas et restent en suspension.
Par conséquent, ces deux facteurs font des caddloiigs controleurs potentiels pour la
spéciation et le transport des métaux (Singhal, 2006).

La taille des particules peut étre importante dardetermination de la spéciation des
meétaux pour plusieurs raisons. La disponibilité gesticules, pour capter les espéces
dissoutes, est en partie dépendante de sa sugacdique. Pour une morphologie donnée,
I'aire en surface augmente quand la taille décésitiitant d’'une grande densité de charge de
sites liant par unité de masse. La nature et latggade sites susceptibles de complexer les
eléments métalliques dans chaque phase (dissali@dale, particulaire) et I'intensité avec
lesquels les éléments traces interagissent aveguehtype de site vont conditionner la

préférence des éléements métalliques par 'uneauire des phases.

Les éléments métalliques peuvent étre lies d'umg@rfagénérale a des colloides

inorganiqueset a des colloidesrganiques
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En ce qui concerne les liaisons avec les colloigesganiques la variation du pH du
milieu constitue un parametre important. Elle vaditbonner, en modifiant la charge de
surface des colloides et la spéciation de I'ionatfiqtie, la compétition entre le proton et
ion métallique considéré. Par exemple, les oxydesfer peuvent présenter une charge
négative ou positive suivant le pH. Un autre pataengsusceptible d’'influencer la charge du

colloide est la couche de matiere organique guieesuvre.

Pour ce qui est des liaisons avec les colloideganiques le pH et la nature
hétérogéne des substances humiques constituenpalesnétres essentiels affectant les
interactions entre les éléments traces métalligties type de colloide. La charge n’intervient
ici qu’en second lieu. Les substances humiques soite autres, responsables des effets de
répulsions de charge et donc induisent la stabdisaDes interactions sont aussi possibles
avec la matiere vivante « colloidale » : les baeseet les virus en particulier. Ces especes
peuvent apporter une contribution importante awisdins entre les éléments traces
métalliques et les colloides en raison de : a) ldiquité, b) leur haute réactivité et c) leur
grande concentration dans le milieu. Dans le cascpher des bactéries, les liaisons sont

fonction du pH, de la force ionique, et du rapgdément métallique - solide.

Le schéma ci-aprés (Figure I-5) résume les prosessmtrolant les interactions
colloides - éléments traces métalliques dans ks estuariennes et cotieres.

D’aprés Wells et Goldberg (1994) et Buffle et Lemp#&1995a), les colloides sont
générés selon différents processus. On peut dinosion mécanique et chimique des sols,
la resuspension des sédiments, les débris biolegjda production chimique ou biochimique
comme les activitts microbiennes ou encore la wasn photochimique des
macroparticules organiques détritiques. Un processuervenant également dans la
génération des colloides est I'agglomération déméhts présents dans la phase réellement

dissoute.
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Figure |I-5 : Processus contrdlant les interactions ColloidegtalMix (Wells et Goldberg, 1994; Buffle et
Leppard, 1995a).

L’élimination des colloides est engendrée par diyaocessus tels que I'agrégation
(coagulation, floculation), la dissolution des deb inorganiques, I'hydrolyse des polyméres
organiques, I'absorption par les microorganismesytation photochimique, la dégradation
biologique, ... Comme pour la génération des coljitiélimination des colloides intervient
aussi par une progressive agrégation des collgsigtdes macroparticules (>1 pm). Ce dernier
processus est probablement le premier mécanisnienitfétion de la matiere colloidale de
'eau de mer (Wells et Goldberg, 1994). L'agrégatmlloidale a été reconnue comme un
facteur dominant dans I'élimination de la matiergamique et les métaux dans les estuaires
(Eckert et Sholkovitz, 1976).
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Il. Séparation et caractérisation des colloides

Les techniques de filtration habituelles (généraeim0,45 um ou 0,22 um) ne
permettent pas de séparer ou de fractionner lésides des molécules (fraction réellement
dissoute). Depuis quelques années un grand iraéééé porté aux nanotechnologies et leur
utilisation industrielle (Wiggintoret al, 2007). Ceci nécessite I'étude du devenir dedelle
particules ainsi que leur impact dans I'environnetmeDans le cas des colloides de
nombreuses méthodes physico-chimiques de séparatibrté développées. Il s’'agit des
techniqgues de fractionnement « physique » commediglyse, la centrifugation,
l'ultrafiltration frontale, l'ultrafiltration tangaetielle, le fractionnement par couplage de force

(FFF) ou encore les filtrations sur gel.

[1.1. Technigues de fractionnement des colloides

[1.1.1. La dialyse

La dialyse permet de séparer des molécules erfireet010 nm par diffusion. Les
inconvénients majeurs liés a cette technique s@)t les risques de contamination, b)
'adsorption possible des métaux sur la membrandialgse, c) la dissociation probable des
complexes métalliques (Florence, 1982) et d) urptede manipulation tres long (De Mora et
Harrison, 1983). Le principal avantage est la latin de la coagulation (Buffle et Van
Leeuwen, 1992). A titre d’exemple, la dialyse a etidisée pour la détermination de la
capacité complexante des acides fulviques et husigis-a-vis des métaux traces en utilisant
des membranes imperméables a ces composés (Truiteleer, 1981; Rainville et Weber,
1982; Weber, 1988).

[1.1.2. La centrifugation

La centrifugation est une technique de fractionméntmsée sur les caractéristiques
physiques c’est-a-dire sur la taille et la dendiéé particules. Contrairement a la filtration,
c’est une technique qui ne souffre pas des efietmembrane (encrassement, coagulation de
surface) lesquels sont sujets a la production @facts. Un avantage important de la

centrifugation est que les tubes utilisés sont fadadement décontaminés et stérilisés (Buffle
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et Leppard, 1995a; Least al, 1997). En revanche, elle augmente la possitdlagrégation
des colloides par décantation différentielle (Leaal, 1997). La centrifugation en cascade
est recommandée afin de minimiser les artéfactsodgulation causés par dépét différentiel
(coagulation entre la sédimentation rapide desdg=siparticules et la sédimentation lente des
petites) (Perrett al, 1994; Leackt al, 1997).

[1.1.3. Le fractionnement par couplage de force (FFF)

Le FFF est une technique de fractionnement perntedi@a séparer les particules des
colloides d’'une solution hétérogéne en suspensios ik domaine de taille 1 nm-100 pm. Le
FFF fait partie de la famille des chromatographigsides comme [I'élution. La force
appliguée peut étre un champ gravitationnel, étpett magnétique, un gradient thermique ou
un flux transversal du fluide (Buffle et Leppard®9ba,b; Leacet al, 1997; Parker, 1999).
Les principaux avantages de cette technique sensué/antes : (i) un large domaine de
séparation de taille des colloides accessible (Ari@0 pm), (ii) une séparation basée sur le
coefficient de diffusion des colloides lequel est parametre clé gouvernant leur
comportement dans les systemes naturels, (iifeldmiques FFF basées sur des théories bien
établies fournissent une distribution de taille ptgte des colloides avec une possibilité pour
les analyses chimiques des fractions et (iv) I@defs interactions entre I'échantillon et la
phase stationnaire qui peuvent conduire, dans decoatraire, & une rétention et a une
calibration de taille anormale. Cependant, commeaetanéthode, I'utilisation de la FFF a
également des inconvénients dont les plus impataant : (i) une limitation a des
échantillons contenant uniguement des colloidgsetites masses (Beckett et Hart, 1993), (ii)
une dilution de I'échantillon introduit par un faar 100 voir 200, (iii) une calibration délicate
lite a des problémes de comparaison entre lesastindtilisés (Polystyrene Sulfonate de

sodium (PSS),...) et les colloides naturels.

[1.1.4. Les technigues chromatographiques

Parmi les différentes filtrations sur gel existaptda GFC (Gel Filtration
Chromatography) peut étre citée. C’est une métichdematographique permettant d’obtenir
un spectre de taille complet. Le principal avantager les études de spéciation est la capacité
a obtenir un spectre de taille continu plutét gee domaines discrets de taille. Cela permet

d’obtenir une meilleure séparation des especesiorgétalliques et une plus juste estimation
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de leur poids moléculaire. L'utilisation de la GIeSt cependant limitée aux eaux naturelles
ayant des concentrations métalliques relativemieng€és due a des facteurs de dilution et a
de blancs élevés.

[1.1.5. L'ultrafiltration

L'ultrafiltration (UF) est une techniqgue mettant gu un gradient de pression. Elle
peut étre conduite selon deux modes d’écoulem8dE:frontale ou 'UF tangentielle (CFF).
Pour ce faire, on utilise des membranes ayant dessvariant de 1 a 15 nm. Par conséquent,
cette méthode nécessite une étape de pré-filtrattea des membranes de 0,2 a 0,5 um. La
CFF permet de filtrer de grands volumes (10 a 1@Qaandis que I'UF frontale est utilisée
pour de petits volumes. L'ultrafiltration frontalerésente un flux perpendiculaire a la
membrane, lequel est poussé par une pression pantinatla solution de passer a travers la
membrane. A la différence de la filtration frontdke CFF utilise un flux tangentiel paralléle a
la surface de la membrane ainsi qu'une pressiomrosyatique (Buesselest al, 1996).
L’inconvénient majeur de ces deux techniques résides le possible encrassement des
membranes par les colloides de grande taille. Eat, éés colloides qui ont une taille trop
importante par rapport a la membrane, peuvent sfaater (coagulation) dans la couche de
diffusion, a l'interface solution-membrane. Lesnééints métalliques présents en solution sont
alors susceptibles de s’adsorber sur les collaidagulés. Il a été montré cependant, que des
conditions opératoires judicieusement choisies pmnt minimiser l'effet d’encrassement
des membranes (Guéguen al, 2002). La procédure la plus simple consiste aiiréd
I'épaisseur de la couche de diffusion en appliqusnat agitation douce juste au-dessus de la
membrane dans le cas de la filtration frontalegouwitilisant un plus grand débit dans le cas

de la filtration tangentielle (Buffle et Leppar®95b).

[1.2. Technigues de caractérisation des colloides

Les méthodes utilisées pour la caractérisationaodétection des colloides sont trés
nombreuses en fonction des informations que noukastmns obtenir. Certaines techniques
interviennent pour donner des informations surttacture des colloides, d’autres sur la
composition chimique et/ou sur la concentrationr Bgemple, nous pouvons citer la
spectroscopie de masse a couplage inductif (ICPS) Bt la spectroscopie d’émission

atomique a couplage inductif (ICP - AES), la spestopie UV, la diffraction a rayon X, les
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techniques de microscopie telles que la microscéf@etronique a transmission (TEM), la
microscopie électronique a balayage (SEM) et laasmopie a force atomique (AFM).

La microscopie électronique, permet d’observeratément la taille et la forme des
particules; elle peut fournir une information chijue si elle est couplée avec la spectroscopie
a rayons X a énergie dispersive (EDS) (Filella,200

La microscopie électronique a balayage (SEM) eimiaroscopie électronique a
transmission (TEM) permettent la détermination stesctures physiques. La SEM est limitée
a la visualisation topographique de la surfaceitagde la TEM permet I'observation des
structures fines, des hétérogenéités internessepai®sités en plus de la taille et des formes.
L'utilisation de la TEM est, par conséquent, préfde a la SEM (Wells et Goldberg, 1994;
Buffle et Leppard, 1995b).

La microscopie a force atomique (AFM) est utilis&galement pour déterminer la
taille et la forme des colloides (Stolpe et Hagsel2010). La spectroscopie UV est utilisée
pour estimer la concentration des colloides orgaesqL’ICP - MS et 'IlCP - AES donnent
des informations sur la nature et la concentratles différents composés entrant dans la
composition des colloides.

Les méthodes utilisant la diffusion de la lumiéegrpettent d’accéder a la taille et a la
masse molaire. Le MALLS donne spécifiguement unguation du rayon et de la masse
molaire (Baaloushat al, 2005; Baaloushet al, 2006).
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[1l. Contribution des méthodes de séparation physigue ethimique a

I'’étude des éléments métalligues en milieu estuane

De nombreuses études ont montré que les élémemiiquies peuvent étre toxiques a
'état de trace. Elles ont montré également queedale connaissance des concentrations
totales en métaux dans I'environnement ne permetdjgvaluer leur effet potentiel sur les
organismes. La biodisponibilité des métaux esitétreent liée aux formes physico-chimiques
auxquelles les organismes sont exposés (Andezsai, 1978). L'étude de la spéciation
physico-chimique des métaux traces dans les ealeuetrépartition dans les différentes
fractions (particulaire, colloidale et dissoute)pafissent indispensables pour mieux
comprendre les facteurs contrélant leur transfansdes écosystémes et leur biodisponibilité
pour les organismes aquatiques (Tessier et Tut@8g; Buffle, 1988)

Avant d’aborder les méthodes de séparation proprerdiges, il est important de
rappeler la définition de « labilité ». Le terméila est généralement défini par rapport & une
méthode analytique donnée et refléte la réactdiitée espece donnée. De fagcon générale, ce
qui est labile correspond ainsi aux espéeces aisemedifiables, échangeables, en interaction
facile et rapide avec la solution environnante. Pamséquent, cette fraction comprend
généralement les especes libres ainsi que des eragppeu stables (Tusseau-Vuillerein
al., 2003).

Dans le cas des éléments métalligues en solutienx dyrandes catégories de
meéthodes, susceptibles d'accéder aux difféerenteene® physico-chimiques, sont
généralement distinguées : les méthaglestrochimiquedites directes et non séparatives et
les méthodes indirectes eé@parativegBuffle, 1988).

Les méthodeséparativess’attachent a quantifier les différentes fractiemsajoutant
une phase de séparation préalable a I'analysee-Cigtleut étre de nature physique, par classe
de taille (filtration, ultrafiltration...), mais aussle nature chimique. Dans ce cas, il est
possible d’utiliser des résines échangeuses afsoldr soit la fraction labile (gradient de
diffusion en couche minceDGT, Davlson et Zhang, 1994) soit ld#férents complexes
métaux - ligands (chromatographie liquide - sobdephase inverse; Mills et Quinn, 1981).

Les méthodeglectrochimiquedlites directes, peuvent permettre d’accéder dape é
de séparation préalable a la concentration en rilétalet/ou aux complexes labiles.

Dans la suite du chapitre, quelques exemples dehaués séparatives et

électrochimiques appliguées au milieu estuarien p@sentés.
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[11.1. Le partage dissous - particulaire

Lors de I'analyse d’une eau naturelle, il est gélednent admis que le terme "dissous"
fait référence a la fraction pouvant passer a teaueae membrane filtrante de 0,45 um (ou
0,2 um) ; le terme "particulaire” désignant quahiida fraction retenue sur cette membrane.
Ce critere purement conventionnel a été appliquér pes raisons pratiques et non
scientifiques. Cependant, son utilisation depwssiavaux de Goldbergt al. (1952) a permis
d’améliorer significativement les connaissances lsaréléments chimiques dans le milieu
marin.

En milieu estuarien en particulier, cela a pernais d

- déterminer les teneurs des fractions dissoutearéitplaires des métaux et de mener
des comparaisons entre différents systemes,

- d’identifier des transformations (échange dissquesrticulaire) pouvant s’opérer lors
du mélange estuarien,

- d'estimer les flux de différents éléments vers lkem marin.

Dans les parties suivantes sont présentées lesrsedisssoutes et particulaires dans
'eau de surface de certains éléments métalligere$ occurrence celles de Cu, Pb, Cd et Fe
nous intéressent particulierement pour cette étudeconcept de diagramme de mélange
permettant de révéler le comportement des éléncbntiques en milieu estuarien est ensuite
décrit. Enfin, des exemples de comportement ddiftenine et du fer en milieu estuarien sont

présentés.

[11.1.1. Teneurs

Les concentrations des éléments traces métalligaigésnt de facon importante selon
le systeme considéré. Le tableau I-1 présente ilesaumx de concentrations en éléments
dissous (Cu, Pb, Cd et Fe) dans différents syst@stesiriens. Parmi les estuaires présentes,
certains sont considérés comme perturbés (Girdmale, de San Francisco, Loire, Morlaix,
Penzé) et d’autres comme non perturbés (Lena dbfkanee) par des apports anthropiques
de natures diverses (activités industrielles, atgget/ou urbaines).

Les concentrations varient de 0,5 a 40 nM pouruiere, de 0,01 a 4 nM pour le
plomb, et de 0,05 a 1 nM pour le cadmium. Des difiées notables de concentrations

existent entre les systemes perturbés et non pédukes teneurs élevées en cadmium dans la
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Gironde sont dues aux rejets d'une ancienne minezide dont le cadmium est un

sous-produit d’extraction.

Tableau I-1 : Teneurs en métaux dissous dans différents systesteariens.

Estuaires Cu (nM) Pb (nM) Cd (nM) Fe (nM)
Lena® 5,6-11,8 | 0,01-0,15| 0,02-0,20 29-814
Gironde”® 6,1-21,2 0,1-0,3 0,2-1,2 4-59
Baie de San
Franciscd 4,4-36,3 - 0,15-1,10 1-344
Ochlockoneé | 2,0-5,4 - 0,04-0,05 41-6980
Loire® 8,0-23,6 | 0,04-0,26 | 0,08-0,49 -
Morlaix ' 0,6-19,0 0,2-3,8 0,04-0,48 -
Penzé 1,8-9,5 | 0,04-0,62 | 0,06-0,46 12-842

2Martin et al, 1993;° Kraepielet al, 1997;° Safiudo-Wilhelmyet al, 1996;° Powellet al, 1996;
®9\Waeles, 2003;Monbet, 2001.

Le fer rencontré en milieu aquatique n’est en gan@s considéré comme un élément
toxique. Cependant, il est suffisamment abondaméattif pour influencer le devenir des
éléments traces métalliques (Bowastal, 1999). Le fer est naturellement présent dans la
crolte terrestre, les roches cristallines et séalianes. Les variations des teneurs en fer

dissous sont particulierement importantes (de Q0D hM).

Les teneurs en métal particulaire dans les diftéregstémes estuariens sont aussi
présentées (Tableau I-2). De la méme maniere qgeggemment, nous pouvons différencier
ceux considérés comme perturbés par des appofisopigjues (Escaut, Conwy, Gironde,
Morlaix, Penzé) de ceux considérés comme non fEsuiLena).

Sur I'ensemble des systemes estuariens, les coatiens en cuivre particulaire
varient de 2 a 300 pg'gcelles en Pb de 12 & 1000 |i§ gt celles en cadmium de 0,1 &
70 ug §. Les concentrations dans les systémes soumisfartdeapports anthropiques tels
gue l'estuaire de Conwy sont notablement plus éevgie celles relevées dans les systemes

non perturbés comme celui de I'estuaire de Lena.

25



Chapitre | : Les colloides et les éléments tracégattiques
dans les eaux naturelles : état de 'art

Tableau I-2 : Teneurs en métaux particulaires dans différent®gyess estuariens.

Estuaires Cu_l Pb_l Cd_l e "
(Mg g7) (Mg g°) (Mg g°) (mg g°)
Escauf 10-288 12-279 | <0,5-13,9 _
Conwy” 177+94 | 546536 | 58+10 32+3
Gironde® | 32,4-47,0| 30,3-63,2| 0,4-1,0 | 30,7-52,9
Morlaix ¢ 2-146 20-394 0,1-7,2 -
Penzé 5-98 29-61 0,4-2,4 29-50
Lena 25-51 21-41 <1-2 -

2zwolsman et van Eck, 1999Zhouet al, 2003; ®Kraepielet al, 1997:"Monbet, 2001¢ Waeles, 2003,
"Martin et al, 1993.

Les concentrations en fer particulaire sont éle@8s52 mg @) par rapport aux
autres métaux. Elles refletent d’'une maniére gémdea nature du matériel sédimentaire

(abondance de la fraction argileuse).

[11.1.2. Comportements des éléments métalliques en miligaren

Dans les estuaires, en réponse aux conditions tdydamiques et physico-chimiques
contrastées, les éléments métalliques sont subtepte subir des modifications importantes
de leur forme chimique et du partage entre lesgshparticulaire et dissoute. Afin d’étudier
ces modifications et le comportement du métal dastuaire, un outil essentiel est utilisé : le
diagramme de mélange (Boyeal, 1974). Ce dernier relie la concentration de itéét a la
salinité (Figure I-6).

La droite de mélange (a) ou encore appelée droderique de dilution indique que
I'élément possede un comportement conservatif tesisaire. Dans ce cas, seul le mélange
physique des eaux douces avec les eaux marinesbestvé et par conséquent aucun
processus biogéochimique n’intervient. En fait, é&ments dits « conservatifs » réagissent
peu avec les constituants du milieu. Lorsque le pmtement du métal est dit non
conservatif, deux cas se présentent. La courbe@nfre un enrichissement de I'élément dans
la zone de mélange. Dans ce cas, il peut s’agirepample d’'un relargage de cet élément
depuis la phase particulaire.
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Figure 1-6 : Diagrammes de mélange représentant les comportetypeis des éléments métalliques en milieu
estuarien. A) Elément dont la concentration ess phportante dans les eaux fluviales. B) Elément ¢

concentration est plus importante dans les eauinesr

La courbe (c) indique une redistribution de I'élémdans I'estuaire c’est-a-dire un
retrait ou une élimination du métal de la phasedlie.

De nombreuses études ont été effectuées sur leoctament des métaux traces en
milieu estuarien. Plusieurs processus peuventogagti a la distribution des métaux dans ce
type d’écosysteme (Baeyeesal, 1998; Parker, 1999; Dange, 2002) :

- les mécanismes d’adsorption/désorption englodest réactions de complexation et
d’échange solide / liquide,

- les phénomeénes de (co)-précipitation / dissatytio

- les mécanismes de floculation / défloculation,

- les réactions d’assimilation / régénération ajoe,

- la remise en suspension des sédiments et lestafy@mthiques par diffusion,

- les apports externes (rejets industriels par g&m

La figure I-7 présente, a titre d’exemple, le deagme de mélange de lI'antimoine
dissous dans l'estuaire du Taje (Portugal). L'antima a un comportement non conservatif
avec une importante anomalie positive des cond@nig Les auteurs ont mis en évidence
gue cette augmentation des teneurs serait a r&lier présence d’'une source externe a
I'écosystéme, d’origine industrielle. En effet, li@stes teneurs en antimoine proviendraient

des apports d’une usine travaillant sur le grilldgda pyrite pour produire du fer et du soufre

métallique.
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Figure 1-7 : Diagrammes de mélange de I'antimoine inorganiqeealis dans I'estuaire du Taje (Portugal)
(Andreaeet al, 1983).

Le comportement du fer dissous en milieu estuagiété compris depuis les travaux
de Boyleet al. (1977) et de Sholkovitzt al. (1978). Les auteurs ont montré que la
redistribution du fer dans l'estuaire se produit ke cations présents dans I'eau de mer,
neutralisent les charges négatives des colloidbssien fer. Ceci entraine la floculation des
colloides et le retrait du fer de la phase dissougefigure 1-8 présente le diagramme de
meélange du fer dissous et du fer « floculé » dawsuaire du North River (Massachussetts)

(Escoubeet al, 2009). Les résultats montrent qu’a partir de é3ainité, 80% environ du fer

dissous a floculé.

80 10
75 b
09,0 00° .
g. 60 ‘\ o 08 <b0 © T
< .0l $.8° o F (floculation) 8
= 1 06 ¢ Fe (uM) <0,22 pm &
2301 8%, 04 g
() =
L 20 § 0" 83
. -
1.0 4 ‘ ’: ‘
MR T
00 4 ' ' ' ' ' * ' 00
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Salinité

Figure 1-8: Diagrammes de mélange du fer dissous et du poagernte fer floculé en fonction de la salinité
dans I'estuaire du North River (Massachussetts)dseet al, 2009).
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[11.2. La spéciation chimique

Nous avons vu précédemment que l'utilisation dénesséchangeuses d’'ions peut
permettre d’isoler différents types de complexesamdigand. L’utilisation de ce type de
technique de séparation peut permettre de mieutifge, voire de mieux comprendre quels
sont les processus impliqués dans la distributenedtains métaux en milieu estuarien.

Le cuivre peut avoir un comportement différent seles estuaires considérés mais
aussi, selon la saison, dans un méme estuairdguee fl-9 présente, a titre d’exemple, des
résultats obtenus en hiver 2001 et au printempg #a@0s I'estuaire de la Loire par Waedts
al. (2004).

25 25
hiver L u printemps
m B u
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~ (@) [ A
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Figure 1-9 : Diagramme de mélange des différentes formes chisigu cuivre dissous dans I'estuaire de la
Loire; TDCu @), CisCu (0) et non-GgCu (A) (Waeleset al, 2004).

Les résultats montrent que, suivant la saisonyilee total dissous (TDCu, <0,45 um)
a un comportement différent : conservatif au prige et non conservatif en hiver. Afin de
mieux comprendre le comportement du métal, la sfiéai du cuivre a également été étudiée.
Pour ce faire une méthode de séparation basée aswhromatographie sur colonne
liquide - solide en phase inverse (résine IsGlut€g) a été utilisée. La fraction 16Cu
représente les complexes organiques hydrophobesuigite et la fraction non-gCu les
complexes organiques et inorganiques hydrophiles.

En hiver, les teneurs en TDCu montrent une augrtientde 27% entre les salinités 2
et 18; elles diminuent ensuite avec I'augmentatieda salinité. L’enrichissement du cuivre
peut étre attribué a la désorption du métal ampdes particules dans la colonne d’eau et/ou

des sédiments. Le fait que la fractiopg@u présente le méme type de comportement que le
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cuivre total dissous suggére qu’une large partudure relargué des particules est complexé
avec des ligands organiques hydrophobes non paldire’agit d’'une fraction du métal peu
biodisponible pour la matiére vivante.

Au printemps, le comportement du TDCu est différdm celui observé en hiver : il
est quasi conservatif indiquant une simple dilutthn métal dans I'estuaire. Les fractions
C1sCu et non-GCu présentent également un comportement conserilagi§t a noter qu'a
cette période de l'année les complexes organiguesnarganiques hydrophiles, sont

majoritaires.

[11.3. Les méthodes électrochimigues

Les méthodes électrochimiques, en particulier sellélisant les techniques de
redissolution, ont contribué de maniére tres ingrad a I'amélioration des connaissances
concernant le cycle biogéochimique des élémentedranétalliques dans le milieu marin.
Leur sélectivité, leur faible limite de détectideur colt restreint et leur mise en ceuvre
relativement aisée font que ces méthodes sontmésotargement utilisées pour la mesure et
la spéciation des éléments traces (Achterbergairi®jardt, 1999). Les avancées importantes
réalisées depuis les années 70 ont contribué dopder des méthodes permettant de doser
un nombre important d’éléments métalliques darsul’de mer (plus de 20 métaux) et ce a
des concentrations subnanomolaires (Colostkad, 1997; Cobelo-Garciet al, 2005).

Les méthodes électrochimiques par redissolutiongrglétre classées selon le type de
spéciation auquel elles permettent d’accéder.

- unespéciation redoxpeut étre menée pour les éléments présentantelaribeu des
concentrations mesurables a difféerents degrés dation (As, Cr, ou Sb par exemple). Le
plus souvent, un seul degré d’oxydation de I'élémest électroactif. Dans certains cas,
'ajout d'un ligand spécifique peut s’avérer néedss La méthode mise au point par
(Boussemaret al, 1992) par exemple, utilisant I'acide diéthylénarnine-penta acétique
(DTPA) permet I'analyse de Cr(lll) avec une éledea goutte de mercure. Aprés réduction
de I'échantillon, la teneur en Cr(VI) peut ausseé&téterminée.

- 'analyse directede la fraction labile et/ou de I'étude des pragséentre métaux et
ligands organiques peut étre envisagée pour lese@ls ayant une affinité importante pour la
matiére organique : cuivre, nickel ou cadmium pameple.

Quelques exemples d’applications de ces différemtghodes a I'étude des métaux ou

métalloides en milieu estuarien sont présentépréisa
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[11.3.1. Spéciation redox : exemple de I'arsenic

Les travaux meneés par (Vandenheekeal, 2007) se sont intéressés a la spéciation
inorganique de I'arsenic dans I'estuaire de la BeBans cette étude, les teneurs relativement
élevées en As inorganique dans les eaux fluviagegéfieures a 10 nM) ont été reliées a la
nature fortement agricole du bassin versant, eticpier a I'utilisation de ce métalloide
comme agent antibiotique pour I'élevage porcin. & zone du gradient salé, I'arsenate
[As(V)], espece majoritaire, présente un comportgnm@n conservatif (Figure 1-10). Le
retrait de cette espece de la fraction dissoutaispar co-précipitation avec les oxydes de fer.
L’arsenite [As(lll)] présente quant & lui un comiamnent conservatif. Le fait que I'arsenate

soit la seule espéce affectée par la co-précipitatnplique que la part d’arsenite augmente
(de 5 & 15%) lors du transit estuarien.
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Figure 1-10 : Diagramme de mélange des différentes formes deelec dissous dans I'estuaire de la Penzé

(Vandenhecket al, 2007).
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[11.3.2. Etude des complexes labiles : exemple du cadmium

L’analyse de la fraction labile et de la fractiataie dissoute (<0,45 pum) du cadmium
a été menée par Waelesal. (2004) dans l'estuaire de la Loire. La figure I{iEsente le

diagramme de mélange obtenu pour ces deux fractions
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Figure 1-11 : Diagramme de mélange du cadmium total dissous T@Ldt du cadmium labile dissous LabCd
(0) dans I'estuaire de la Loire (Waelketsal, 2004).

Le cadmium total dissous (TDCd) présente un corepaeht non conservatif dans cet
estuaire avec une courbe en forme de « cloche e>uavenaximum entre 25 et 30 de salinité.
Les auteurs ont mis en évidence une augmentati@60% des teneurs en TDCd entre 0 et
26 de salinité. Pour des salinités supérieuredele=urs décroissent rapidement pour atteindre
les valeurs caractéristiques des eaux marines. dogpartement du cadmium labile est
différent. En effet, les concentrations augmengseniement dans l'intervalle 0-12 de salinité
puis décroissent ensuite progressivement. Cestaésuhettent en évidence, a basse salinité,
un enrichissement du TDCd provenant de la formatiercomplexes labiles; ces composés
sont des chlorocomplexes formés par la désorptiorcatimium des particules. Pour des
salinités supérieures a 12, la dégradation de l#éreaorganique particulaire dans le
compartiment benthique peut expliquer la préseredodnes organiques dans la colonne
d’eau.
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[11.3.3. Etudes des propriétés métal - ligands organiques

La complexation du cuivre par des ligands orgarsgeie milieu estuarien peut étre
étudiée en utilisant une méthode de redissolutiathotlique suivie par voltammétrie
(CSV - Cathodic Stripping Voltammetry) avec compeéti de ligand (Catéchol et
8-hydroxyquinoléine) (Van Den Bergt al, 1990). Dans leurs travaux sur I'estuaire du
Tamar, Van Den Bergt al. (1990) ont mis en évidence que la stabilité de pileres
organiques du cuivre est plus importante dans lg@uce que dans I'eau de mer; une nette
diminution est observée dans la zone de mélanggir@-i-12). De ce fait, les concentrations
en C libre, espéce la plus biodisponible, sont pluséss dans I'eau de mer que dans I'eau

douce, malgré I'existence de concentrations enreudissous 20 fois supérieures dans I'eau

douce.
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Figure 1-12 : Diagramme de mélange de lieg, (a) et pCG" dans I'estuaire du Tamar (Angleterrel;, est le
coefficient de complexation du €par des ligands organiques (L) naturels (Van DergBt al, 1990).

La spéciation du cuivre dissous a été étudiée @aBaie de San Francisco par Donat
et al. (1994) en utilisant différentes techniques de igpi@n directes et indirectes : a) la
redissolution anodique suivie par voltammétrie awee électrode a film de mercure
(DPASV-Different Pulse Anodic Stripping VoltammeffiMiIF-RGCDE Thin Mercury
Film-Rotating Glassy Disk Electrode), b) la redisson anodique suivie par voltammétrie
avec une électrode a goute de mercure (DPASV/HMi2IE) le couplage résine échangeuses
et I'absorption atomique (CRCP-GFAAS).
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La figure I-13 montre que le cuivre dissous danisdi# de San Francisco se trouve de
facon prédominante complexé a la matiere organ{gd®%; complexes CulLet Culy).
Environ 27% du cuivre est associé a des complagssstables (Cut.logK'cy1>13,5) et
entre 52 et 65% a des complexes moins stables,(TadK’cy 2= 9,0-9,6). La quantité de
cuivre labile représente entre 8 et 23% du metal tdissous, ceci étant fonction de la

technique analytique utilisée.
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Figure 1-13 : Spéciation du cuivre dissous dans la Baie de Samcigco (Donagt al, 1994).

[11.4. Spéciation colloidale des éléments métalliguesplag@tion en milieu

estuarien

Comme nous lavons souligné précédemment, lanalges éléments traces
métalliques a l'état « dissous » et « particulairdans un estuaire, peut nous permettre
d’identifier I'existence de mécanismes de transfkrtphase. Si le transfert de phase existe,
ceci indique que le métal considéré a une réagtiimportante lors du meélange eau
douce - eau de mer.

L’étude de la distribution des éléments métalliqgdass les fractions colloidales peut
nous permettre d’apporter des informations compidaies. On pourrait ainsi mieux
identifier les mécanismes responsables des transferphase se produisant entre les especes
dissoutes et particulaires. Quelques exemples likappn a I'étude de la spéciation

colloidale en milieu estuarien sont présentés sap

Dai et Martin (1995), dans I'estuaire de I'Ob, ombntré que le plomb total dissous et
le plomb colloidal ont un comportement non cons#re&ec un retrait du métal. La fraction

réellement dissoute présente au contraire un cdempent quasiment conservatif (Figure

34



Chapitre | : Les colloides et les éléments tracégattiques
dans les eaux naturelles : état de 'art

I-14). La fraction colloidale gouverne donc la stdbution du plomb dans I'estuaire. Cette

redistribution serait due a I'agrégation des cdisilaquelle conduit a I'élimination du plomb

dissous (<0,4mm).
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Figure 1-14 : Diagramme de mélange de différentes formes phydiomiques du plomb dans I'estuaire de I'Ob

(Dai et Martin, 1995).

Guieuet al, (1998) ont étudié de facon approfondie les pmeediogéochimiques

qui participent a la distribution de certains élé@tsemétalliques dans I'estuaire du Danube.

Sur un nombre limité d’échantillons, ils ont égader étudié la distribution des éléments

métalliques sur deux fractions colloidales: 0,4%10 kDa (HMW - Hight Molecular
Weight) et <10 kDa (M and LMW - Medium and Low Moldar Weight). La figure 1-15

présente le diagramme de mélange des différente$ochimiques du cuivre dissous.
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Figure 1-15 : Diagramme de mélange de différentes formes phydiomiques du cuivre dissous dans I'estuaire
du Danube (Guieat al, 1998).

Les résultats montrent un comportement globalenoemiservatif des différentes
formes chimiques. Les fractions colloidales compfmur 40% environ du cuivre dissous
dans I'eau douce. Cette proportion diminue de faggportante avec la salinité. La grande
stabilité des complexes organiques du cuivre peauemir des échanges entre les différentes
fractions et explique le comportement conservatiicdivre pour la fraction dissoute et celle

de haut poids moléculaire.
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IV. Conclusion

Les colloides sont des molécules ou des parti@aylast une dimension comprise entre
1 nm et 1 um. lls jouent un rdole primordial dansdiatribution et le comportement des
éléments traces métalliques en milieu estuarieni € lié essentiellement a deux propriétés
caractéristiques des colloides : layr surface spécifique élevéequi induit une densité
importante de sites d’adsorption et/ou d’absorppouar les éléments dissous a I'état de trace
et b)leur petite taille qui fait que les colloides ne se déposent pessegnt en suspension.

Le rbéle des colloides vis-a-vis des éléments travésalliques peut étrairect
(agrégation, coagulation, floculation) duodirect en favorisant I'existence de processus
chimiques (réactions de complexation, redox, etcll.)est important de noter que ces
différents processus peuvent avoir lieu a diffegenpériodes de I'année mais aussi dans
différentes zones du gradient salé.

Les techniques de séparation et de caractérisggismolloides sont nombreuses. Elles
ont toutes des avantages et des inconvénientdir de la technique dépendra, entre autres,
du niveau de concentration des €léments a étudarsecaractéristiques du milieu chimique.
Lors de ce travail, c’edtultrafiltration frontale (UF) qui a été retenue. En effet, il s’agit
d’'une technique non destructive, simple a mettreegivre, peu codteuse et qui ne nécessite
pas d’addition de réactifs.

Les méthodes de séparation physico-chimiques disiesn pour I'étude des
différentes formes des éléments traces métalliguresnilieu marin sont particuliérement
nombreuses. On peut distinguer les méthatlesctes (électrochimiques) et les méthodes
indirectes qui nécessitent une étape de séparation préadialealyse.

Les études ayant examiné la « spéciation » col®idas éléments métalliques en
milieu estuarien ne sont pas trés nombreuses. Elbgdrent cependant la puissance d’'un tel
outil pour la compréhension des processus qui goewt la distribution et le devenir des

éléments traces métalliques en milieu marin.
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l. Cadre de I'’étude : I'estuaire de la Penzé

Les travaux ont été conduits dans I'estuaire dedazé situé en Manche Occidentale
(Bretagne; figure 11-1).

La Penzé est une riviere de 28 km de long done#s< se jettent dans la baie de
Morlaix. Elle possede trois affluents : le Coat Teawg’h, I'Eon et le Traon. Son débit moyen
annuel est de 2,84%s. Le bassin versant drainé par cette riviereledt41 krfi. Les activités
sur ce dernier sont essentiellement de type agri@uiltures légumiéres, élevages de bovins,
de porcs et de volailles). En outre, des activitéischylicoles et piscicoles sont également

présentes sur sa partie aval.
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48°36'| ..... ................................
: O: Village Penzé

Figure 1l-1 : Zone d’étude et localisation des stations de pedignts.
(+) stations sans fractionnement colloidal des méta

(m) stations avec fractionnement colloidal des métaux

L’estuaire de la Penzé est long de 12 km. Il priesseromme beaucoup d’estuaires sur
les codtes de Bretagne Nord, une géomorphologidadavec une intrusion haline forte. A
chaque marée la partie amont de I'estuaire seentierement et, en période de vives-eaux, il

se vide quasi-totalement dans la partie aval (dheAagpleine mer, la largeur du chenal est
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d’environ 100 m, tandis qu'a basse mer, les eawcek® s’écoulent dans un chenal étroit
d’environ 10 m de large. L’axe du chenal, dontded se compose de cailloutis, est compris
entre deux talus vaseux. Dans sa partie aval (BaiMorlaix), I'estuaire présente un vaste

estran sableux ou sablo-vaseux.

7 campagnes de prélévements ont été effectuéed’dstusire de la Penzé entre le 6
février et le 13 novembre 2009. Les 11 stationprééevements ont été choisies de maniére a
couvrir 'ensemble de la zone de mélange eau deeee de mer. Les prélevements ont été
réalisés a l'aide d’'un zodiac, en période de mestasx, entre I'étale de basse mer et le

premier flot. Les conditions de prélévements sgntteétisées dans le tableau II-1.

Tableau II-1 : Dates et conditions de prélévements dans I'estdaila Penzé en 2009.

Date Heure Basse Mer Coefficient de marée Marnage (m)
6 février 9h09 49 4,2
23 mars 10h27 55 4,7
4 mai 9h25 56 4,7
2 juin 8h44 56 4,6
17 juillet 7h42 47 3,8
15 septembre 10h02 52 4,4
13 novembre 9h21 67 55

Il Prélevements et techniques de mesure des différentgmrametres

physico-chimigues et biologigues

Afin d’étre en mesure de comprendre la distribugéb le comportement des éléments
meétalliques dans [l'estuaire, il est indispensable donnaitre le fonctionnement
physico-chimique (distribution de la températurelssnutritifs, COD, ...) et biologique
(Chlorophyllea, COP et NOP) de I'écosystéme. Les protocoles diédtilftonnage, les moyens
de conservation, et le traitement des échantillotiésés avant I'analyse des différents

parametres sont schématisés sur la figure II-2.
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[1.1. Parameétres hydrologiqgues

[1.1.1. Salinité, température, pH

La salinité et la température ont été mesuréestunss I'aide d’'une sonde WTW
(Weilheim, Germany) ProfiLine LF 197 (précision A De retour au laboratoire, le pH a

été mesuré a l'aide d’'un pH-métre de type HI 9314@0na Instrument (précision + 0,01).

[1.1.2. Matiére en suspension

Les échantillons d’eau (~ 0,5-0,7 L) ont été fdtsur des filtres de 0,45 um (mélange
d’ester de cellulose HATF, Millipofe 47 mm). Avant utilisation, les filtres ont étéés a
I'eau acidifiée puis rincés a I'eau MilliQet enfin séchés a I'étuve pendant quatre heures &
60°C. lls ont ensuite été placés dans un dessigcpendant deux heures et tarés. Une fois la
filtration effectuée, les filtres sont & nouveaahsss puis pesés. La différence entre la masse
et la tare permet de déterminer la quantité deemeagn suspension pour le volume filtré. La

précision de la mesure est de + 0,1 mg.

I1.2. Eléments nutritifs

Les échantillons d’'eau, filtrés sur des filtres Waan GF/F de 25 mm de diamétre et
0,7 um de porosité, ont été conservés a - 20°Qijadqnalyse.

[1.2.1. Nitrate

La détermination des nitrates par analyse autonmatigjeffectue selon la méthode
mise au point par Bendschneider et Robinson (19B&3. nitrates dissous sont réduits
guantitativement en nitrites par passage sur ut@nce Cd-Cu. En realité, la somme des
nitrates plus nitrites est mesurée. Wadtial. (1989) ont montré dans la riviere de Morlaix
gue les nitrites représentent en moyenne 2% desiteren azote inorganique total dissous.
Par conséquent, il est considéré que la somme itleéea et des nitrites est une bonne
estimation de la teneur en nitrates. Pour deautsniaférieures a 20 uM, la précision de la
meéthode est de 0,1 uM.
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I1.2.2. Phosphate

Le phosphore minéral dissous dans I'eau de mersstntiellement présent sous
forme d’orthophosphate. La concentration en ortlegphate dans I'eau de mer dépend des
phénomenes physiques (mélange, advection, diffugbbiologiques (consommation par le
phytoplancton, excrétion du zooplancton, régéneémadie la matiere organique).

Dans cette étude, la méthode utilisée pour legiodas orthophosphates a été mise au
point par Murphy et Riley (1962). L’'orthophosphaéagit avec le molybdate d’ammonium
en milieu acide pour former un complexe jaune, hegphomolybdate d’ammonium. Une
réduction de ce complexe par I'acide ascorbiquelgibra une coloration bleue. La mesure de
la densité optique s’effectue a l'aide d'un spegut@ometre a une longueur d’'onde de

885 nm. La précision de la méthode est de £ 0N2 u

[1.3. Parametres biologiques

[1.3.1. Chlorophylle a et phaeopigments

La méthode utilisée est une technique de fluorimélécrite par Neveux (1976). Entre
0,03 et 0,50 L d’eau environ a été filtré sur deees Whatman GF/F de 25 mm de diamétre
et de 0,7 um de porosité. Ces filtres ont été s®ak congelés a - 20°C dans des tubes a
hémolyse jusqu’a I'analyse. La chlorophyHeet les phaeopigments sont extraits avec un
mélange acétone-eau (90/10). Les mesures sonsé&égsliavec un fluorimétre TURNER
Modele lll. Les pigments sont excités par un faasceumineux de longueur d’'onde égale a
450 nm. La fluorescence émise est mesurée a 67Q0anprécision de la mesure est

supérieure & 8% pour des teneurs >0,5 Jig L

11.3.2. Matiére organigue (MO)

La matiere organique posseéde un fort pouvoir corgplevis-a-vis des meétaux. La
prise en compte du rble de la MO est, par conségnénessaire pour pouvoir interpréter le

comportement des éléments métalliques dans unosméament aquatique.
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[1.3.2.1. Matiére organique particulaire (MOP): azote et daone
(NOP, COP)

Les échantillons d’eau (~ 0,02 - 0,42 L) ont éltéefs sur des filtres Wathman GF/F de
25 mm de diameétre et de 0,7 um de porosité. Cesesfilont été, au préalable, calcinés
(4 heures a 450°C) afin d’éliminer toute trace datiéne organique. Aprés filtration des
échantillons, les filtres ont été conservés a C0squ’a I'analyse, dans des piluliers en verre
soigneusement laveés et également calcinés. Avamlyse, ils ont été séchés, décarbonatés a
I'acide chlorhydrique fumant a 37%, puis a nouvesaghés. Les teneurs en carbone et azote
organiques particulaires ont été déterminées dd’'al’'un analyseur élémentaire « CHN »
ThermoQuest - FlashEA 1112. L'acétanilide a étkhisée comme étalon et une correction de
« blanc » a été appliquée dans tous les cas (filewge traité au four). La précision sur la

mesure est de 5%.

[1.3.2.2.  Matiére organique dissoute (MOD)

[1.3.2.2.1. Carbone organique dissous (COD)

Les filtrats des échantillons d’eau filtrée a O pour la MOP ainsi qu’une partie des
rétentats lors du fractionnement colloidal ont retéueillis dans des flacons en verre puis
congelés a - 20°C jusqu’a analyse.

Les concentrations en Carbone Organique DissouDjCit été déterminées par
combustion catalytique (Pt) a 690°C (Benner etr8irb993). Le C@formé est mesuré par
un détecteur infrarouge non dispersif (NDIR). Avamalyse, les ions carbonates ont été
éliminés par addition d’acide chlorhydrique (30%0 pnalysis Fischer) a une concentration
de 1,5%, suivi d'un barbotage de 7 minutes sougydiéne (5.0, Linde gaz). L'analyse du
COD s'effectue a l'aide d'un analyseur TOC-VCSH i(8&dzu), équipé d'un passeur
d’échantillon ASI-V (Volume d’échantillon, 24 mLplume d’injection, 50 puL). La méthode
est étalonnée avec des solutions standards deatghtetide de potassium (0-10 mg €).L
Chaque échantillon a été analysé entre 3 et 5Baias ces conditions, la limite de détection
et la déviation standard de la mesure de COD sesjiectivement de 0,15 mg C [ou
12,5 pM C) et de 0,01 mg Ci(ou 0,8 pM C) (Loui®t al, 2009).

46



Chapitre Il : Matériel et méthodes

[1.3.2.2.2. Substances Humiques (SH)

Les substances humiques ont été analysées pamwvodtiie par redissolution a ondes
carrées apres adsorption (AdSWV - Adsorptive Squafave Voltamperometry) a une
électrode a goutte de mercure, selon la méthode aispoint par Quenteit al. (1986) et
Quentel et Elleouet (2001). Cette méthode s’efeeatn présence de Mo(VI) a des teneurs
proches de celles de I'eau de mer (~ 10 ffg [Par conséquent, dans le cas de I'analyse
d’échantillons fluviaux ou estuariens I'addition m@lybdene s’avére nécessaire.

Le principe de la méthode est le suivant. Toubaord I'échantillon est dégazé sur
flux d’azote (10 min) afin d’éliminer le dioxygemkssous. Ensuite, un potentiel de - 300 mV
est appliqué sous agitation, pendant une périoderdps réduite (de 100 a 240 s). Dans ces
conditions, il se produit a la surface de I'éled#ode travail I'adsorption du complexe
Mo(VI)-SH et la réduction du Mo(VI) en Mo(V) dang Icomplexe. Une fois le temps
d’adsorption écoulé, I'agitation est arrétée. Apues période de repos de 20 s, le balayage
cathodique du potentiel est effectué. Lors de ctpe, I'apparition d’un pic de redissolution
situé a - 525 = 25 mV (vs. Ag/AgCl, KCI 3 M) caradstique de la présence des SH, permet
leur quantification. Pour ce faire, la méthode d@gsuts dosés est utilisée. Les solutions
étalons ont été préparées a partir d’'un échantillanide fulvique certifié et provenant de la
riviere de Suwannee (IHSS, R 15101F). L'incertitaeéela méthode est de 5% et la limite de
détection de 6 pg C'L

1. Détermination des teneurs en métaux

11.1. Précautions

Lors des différentes manipulations des échantillgnélévement, filtration, stockage,
et analyse), le risque de contamination est corait Dans le but de limiter ce risque, il est
indispensable de prendre certaines précautions :
- Les flacons utilisés sont en HDPE, polyéthylénea¢bhs Nalger®; avant
utilisation, ils ont été soigneusement lavés aul'aeaidifiée (pH 2; HCI Suprapur
Merck®) puis rincés abondamment & l'eau ultra pure (MQliElément,
résistivité >18 M).

- L’ensemble des manipulations au laboratoire, arétdisé sous hotte a flux

laminaire de classe 100.
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Les caractéristiques des étapes de filtration @trdfiltration seront détaillées dans la

partie IV de ce chapitre.

[11.2. Métaux dissous (Cu, Pb, Cd)

Les teneurs en métaux des différentes fractiorléasmnt été déterminées au moyen
d’'une analyse chronopotentiométrique par redisgoiut (SCP - Stripping
ChronoPotentiometry) c’est-a-dire la redissoluti@ncourant constant (CCSA - Constant
Current Stripping Analysis) simple et performan@ette technique a été développée au
laboratoire (Ris@t al, 1997a et b).

[11.2.1. Equipement

Les chronopotentiogrammes ont été obtenus avec sigstémes potentiométriques
selon les métaux a doser :
(1) un systéme potentiométrique pAutdtaigpe Il piloté par un ordinateur utilisant
le logiciel GPES4.9 dans le cas du cadmium et du plomb,
(2) un systéme potentiométrique Tracelab PSU22 (radifheCopenhague) relié &
un ordinateur utilisant le logiciel TAP2 TraceTalle radiometét lors de

'analyse du cuivre.

La figure II-3 présente de facon schématique le tage utilisé. Un montage a trois
électrodes est utilisé dans le but de ne pas neodifi trés peu le potentiel de I'électrode de
référence lors de l'analyse. L'électrode de traymilr I'analyse du Pb et du Cd est une
électrode tournante en carbone vitreux de 2,5 muliateétre pilotée par une unité Autdfab
permettant de régler sa vitesse de rotation. Wmdi¢é mercure est déposé dans des conditions
contrblées avant I'analyse. Dans le cas du cuikéctrode de travail est une électrode
tournante en or solide de 2,5 mm de diamétre @ig@ une unité CTV 101. L'électrode
auxiliaire est une électrode en graphite ou ernin@a®fin de limiter les risques de pollution
de I'échantillon, I'électrode auxiliaire est isolde I'échantillon par I'intermédiaire d’'un pont
salin rempli avec une solution de nitrate de patass 0,5 M. Les potentiels sont reportés a
une électrode de référence Ag/AgCl, KCla 3 M.
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Autolab

r pAutolab
-

Unité potentiométrique
Autolab

Electrode auxiliaire en graphite,
KNO;0,5M

Electrode de travail en carbone
vitreux (2,5mm)

Electrode de référence Ag/AgCl, KCI
3M

> Cellule de mesure

—

Ordinateur, logiciel GPES 4.9

Figure 11-3 : Schéma du montage pour I'analyse chronopotentioguétdu Pb et du Cd.

[11.2.2. Préparation de I'électrode a film de mercure

Lors de l'analyse du cadmium et du plomb, I'éled&ale travail en carbone vitreux
nécessite le dépdt d’'un film de mercure a sa serf@e dernier est déposeé lors d’'une étape
préliminaire a I'analyse dans une solution de al®rde sodium a 0,5 M (pH ~ 2) a laquelle
est ajoutée 50 pL de solution de?Hg 1.10° M. Cette étape est réalisée sous agitation et par

I'application d’un potentiel de - 1200 mV pendaix chinutes.

[11.2.3. Principe de la chronopotentiométrique par redission (SCP)

Comme toutes les méthodes électrochimiques pass@diion, la SCP comporte deux
étapes :
- une étape d'électrolysel’¢lément a doser est préconcentré a la surfad€léetrode
de travail, cette étape est réalisée sous agitaton un potentiel judicieusement choisi

c’est-a-dire a un potentiel suffisamment négatiimr@duire le métal.

M"™ + ne + Aus) — M(AU)(S)

Ou M™+né+Hgs — M(Hg)s
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Selon la loi de Fick, en régime de diffusion coniaet la quantité de métal déposée a

la surface de I'électrode répond a I'’équation sutiga

_IM™]t, Dy A
o)

e

r, (1)

I'v : quantité de métal déposée a la surface de troke
[M™] : concentration d&"" dans la solution

tq : temps de dépot

D : coefficient de diffusion de™*

A : surface de I'électrode

Oe . €paisseur de la couche de diffusion

- une étape de redissolution ou strippingl’élément métallique préconcentré repasse
en solution (réoxydation); cette opération estiséal sous I'application d’un courant constant

de faible intensité.
M(Au)sy — M™ +né + Aug)
Ou  M(Hg)s — M"™ +né + Hg(s)

C’est lors de cette étape que les informationgyfigaes sont relevées en mesurant
les variations du potentiel en fonction du tempmifbes E = f (t)]. Le temps nécessaire a la
réoxydation est directement proportionnel a la eotration du métal préalablement réduit. A
partir des courbes obtenues, l'unité d’analyse liétales courbes dérivées. Ces courbes
dt/dE = f(E) présentent des pics dont la hautetirpegportionnelle a la concentration du

métal ; I'expression de signal est (Hetaal, 1987) :
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(= w, [M ”+]_td AK @)
) |

ts : temps de redissolution

we: Vitesse de rotation de I'électrode pendant I'étdgse
ws : Vitesse de rotation de I'électrode pendant léssadution
K : constante faisant intervenim[2tde

A : surface de I'électrode

I : courant d’oxydation

tq : temps d’électrolyse

[11.2.4. Conditions d’analyse du Cu, Pb et Cd

Les concentrations obtenues dans les différentestidns colloidales étant
extrémement faibles, il a été nécessaire d’améli@eimite de détection des méthodes
utilisées. La détermination de la concentratiorffadue par la méthode des ajouts dosés.
Pour ce faire, I'addition a I'échantillon de quaési connues de I'élément a doser est
effectuée.

Le tableau 1I-2 résume les conditions électrochueg) expérimentales avec les
précisions, les reproductibilités et les limitesddgection. Les résultats des analyses réalisées
sur des eaux certifiées sont également préseraés.|éplomb et le cadmium, le protocole a
été détaillé par ailleurs (Risat al, 1997b). Pour le cuivre, la méthode d'utilisatmourante

au laboratoire a été décrite précédemment (&isb, 1997a).
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Tableau II-2 : Conditions opératoires optimisées pour les analgkdrochimiques par SCP.

Pb Cd Cu
Electrode de travalil Film de mercure (2,5 mm) Disqe d’'or (2,5 mm)
Potentiel de dépdtvs Ag/AgCI - 1200 mv - 350 mV
Vitesse de rotation 2500 rpm 2500 rpm
Temps de dépét 10-25 min* 5-15 min*
Courant de redissolution 0,5 pA 0,8 pA
Reproductibilité (n=9) 5% (a 0,19 nM) 4% (a 0,12 nN) 2% (a 3,1 nM)
NASS 4 valeurs trouvées (ng &) 13+ 2 19+1 223+ 10
NASS 4 valeurs certifiées (ng L) 13+5 16+ 3 228+ 11
Limite de détection 2 pM (25 min) 9 pM (25 min) 5@M (15 min)

*selon la concentration de I'échantillon

[11.2.5. Exemples de dosage du cuivre, du plomb et du cawmiu

La figure 1I-4 montre le dosage du cuivre d’'une emtuarienne filtrée a 0,22 um
(S = 33,1) dans les conditions électrochimiquesmgles retenues. Ce dosage a été effectué
selon la méthode des ajouts dosés. La concentragsnrée est de 177 + 4 ng.L

AREA vs CONC.

200 4Ins]
7]
bis /;r’
N //-
e/){
/‘/
g
] r=0.9999
- -0.2 [ppb1l 0.6
\ .
" 82-06-24 19.22.54 CORR DATA SET
| Int. pot:+330 Filters : 8, 9
X Width : 232 Baseline: 0
//\ Copper
44&,:5\ IDNO Standard [ppb] Peak [mV] Area [ms]
o % N 1 mmmmmmemm s mme e e e e e R e e ——————
== 'M'C’ 7 0.000 +364 27.533
TS omt 7 0.000 +366 27.500
. £ ¥ P P 7 0.181 +360 55.305
= 8 8 7 0.362 +358 82.136
£ & fa 7 0.543 +358 111.661
+ L T e
Intercept: -0.177 ppb
Slope : 0.0065 ppb/ms
r : 0.99986

Figure II-4 : Dosage du cuivre d’'une eau estuarienne selon laadétdes ajouts dosés (échantillon + 3 ajouts

de 181 ng [, E4=-0,35V, §= 5 min, i = 0,8 pA).
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La figure II-5 montre le dosage simultané du ploetbdu cadmium d'une eau
estuarienne filtrée a 0,22 um (S = 5,7) dans lesdlitions opérationnelles retenues. Ce dosage
a été également effectué selon la méthode dessajogés. Les concentrations mesurées pour

le plomb et le cadmium sont de 36 + 2 et 20 + 1 figespectivement.

dt/dE (s/V)

0 g T g T T T v T T T .
-0.800 -0.700 -0.600 -0.500 -0.400 -0.300 -0.200

E/NV
0,25 4 cd 0,25 - Pb
0.20 y = 2,1352x + 0,0422 y =1,2893x + 0,0466
o Rz =0,9999 "‘.T 0,20 - R2=1
> >
L L
o 0,15 4 o 0,15
o o
(0] (0]
© ©
5 0,10 | 5 0,10 -
e 2
=} =}
[ ©
< 0,05 < 005
. 4‘ : . ‘ . 6;96 x T T
-0,030 0,000 0,030 0,060 0,090 -0,050 0,000 0,050 0,100 0,150
concentration en pbb concentration en pbb
Concentration: 0,020 ppb Concentration: 0,036 ppb
Sensibilité: 2,1352 s V¥ ppb? Sensibilité: 1,2893 s ¥ ppb?

Figure 11-5 : Dosage simultané du plomb et du cadmium d’une sauagenne (échantillon + 3 ajouts de

25 ng L* pour le cadmium et 50 ng'Lpour le plomb; E=-1,2 V, t= 12 min, i = 0,5 pA).

[11.3. Analyse du fer dissous

Le fer est un élément suffisamment abondant ettiféaa milieu estuarien pour
influencer le devenir des éléments métalliques.
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Les analyses de cet élément ont été réaliséeside ldun ICPMS 7500ce des
technologies Agilent (Tokyo, Japon), équipé en dign’'une cellule octopole de
réaction / collision. Les gaz utilisés sont I'héfilet I'hydrogene a 99,995% de pureté (Linde,
Paris, France). Le systeme d’introduction de I'étilan est constitué d’'un nébuliseur
concentrique (Associés Meinhard, Californie, USA)'ene chambre de vaporisation de type
Scott double passe refroidit a 2°C. Les conditiopératoires ont été optimisées en utilisant
une solution de 1 pgtde gallium, yttrium, thallium et cérium, avec fesrameétres suivant :
puissance du plasma 1500 W, flux de gaz réfrigétant min', gaz vecteur 1,05 L mif.
Pour les mesures totales, I'isotopEe est utilisé (temps d’intégration 0,05 s pardpet 3
points par pic, 5 réplicats). L’échantillonneurlet « skimmers » sont en nickel. La solution
standard contient 1000 mg'lde Fe dans I'eau ultrapure (MilliQ18 MQ). Elle est stockée
dans le noir au réfrigérateur (4°C). Les solutiosimndard diluées sont préparées

guotidiennement par dilution dans de I'eau ultrepacidifiee.

l1l.4. Métaux particulaires (Cu, Pb, Cd, Fe)

Pour le dosage des métaux dans les particules gperssion, la spectrométrie
d’absorption atomique a été préférée. La minértatisade ces particules raméne les métaux
en solution agueuse acide sans matrice saline.alys@ par spectrométrie d’absorption

atomique de ce type d’échantillon est donc pluptidaet plus rapide que I'électrochimie.

[11.4.1. Protocole de minéralisation

Les filtres contenant les MES ont été congelésyistianalyse. Ces filtres ont été
placés dans des bombes en téflon de 30 mL. 5 mN@3toncentré et 2 mL d’'HF concentré
y sont ajoutés. L'ensemble est chauffé a 100°C dartdoc chauffant Stuart et évaporé a sec.
Cette procédure est répétée trois fois. Ensuitd FlemHNG; sont ajoutés puis chauffés a
100°C pendant 2 heures. La solution est ensuitéelibvec de I'eau ultrapure afin d’atteindre
un volume total de 100 mL, avant I'analyse du mp#al Spectrométrie d’absorption atomique

a four en graphite (GFAAS- Graphite Furnace AtoAlisorption Spectrometry).
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[11.4.2. Analyse par spectroscopie d’absorption atomique

Les déterminations des teneurs en métal ont élisééa a 'aide d’'un spectrométre
d’absorption atomique de type Perkin-Elmer SIMAA 061 fonctionnant en mode
mono-élémentaire. Des tubes revétus d’'une couchgrahite pyrolytique et equipés de
plateformes intégrées ont été utilisés. Le gaztenest de lI'argon. Les échantillons ont été
introduits dans le four a I'aide d’'un passeur dattiilons automatique Perkin-Elmer AS-800
et stockés dans des petits godets en polypropyeéalablement lavés a l'acide avant
injection. Les sources de lumiere sont des lampeati@dode creuse Perkin-Elmer. Pour la
détermination du cuivre et du fer, I'atomisatiort esalisée a 2100°C. Pour les éléments
volatils comme le cadmium et le plomb, lI'atomisatiest réalisée a 1800°C. Lors de
I'atomisation, le débit du gaz vecteur (250 mL Hinest stoppé. Aucune étape de
prétraitement n’est utilisée pour la déterminatiences métaux dans ces différentes solutions.
10 pL de Pd, introduit sous forme de Pd@¥Osont utilisés comme modificateur chimique
pour les mesures de Cd et de Pb.

[11.4.3. Validation de la méthode

Afin de valider le protocole de minéralisation, Besédiments certifiéss MESS-1 et
BCSS-1 ont été utilisés. Ces derniers sont desneids estuariens lyophilisés et tamisés. lls

sont soumis au méme protocole de minéralisatiorlegiéchantillons.

Les résultats obtenus se trouvent dans lintervddleconfiance des valeurs certifiées
(Tableau 11-3). Pour BCSS-1, les pourcentages deurgement sont respectivement de 77, 76
et 71% pour le cuivre, le plomb, le cadmium. PouE3%-1, les pourcentages de

recouvrement sont respectivement de 89, 84 et #8%qes trois métaux.
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Tableau 1I-3 : Analyses de Cu, Pb, Cd dans les sédiments certifiés

Sédiment certifié BCSS-1 MESS-1
Cuivre (ug g~)
Valeur certifiée 18,3+2,7 25,1+3,8
Cette étude 140+£1,1 22,4+17
Plomb (1g §")
Valeur certifiée 22,7+3,4 34,0+£6,1
Cette étude 17,3+3,0 28,7 +3,6
Cadmium (ug g)
Valeur certifiée 0,25 + 0,02 0,59 +0,10
Cette étude 0,18 +0,01 0,43 +£0,08
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IV. Mise au point des techniques et des protocoles ug#s pour le

fractionnement des colloides

Parmi les nombreuses méthodes existantes pour gdara®n des colloides en
différentes classes de taille, l'ultrafiltratiorofitale a retenu notre attention. Il s’agit d’'une
technique non destructive, qui n’a pas besoin dtemtdde réactifs, dont la mise en ceuvre est
simple et peu codteuse (De Mora et Harrison, 1988jhalet al, 2006; Waelest al, 2008).
Cette technique nécessite une étape de pré-fitrade par la petite taille des pores des

membranes utilisées entre 1 et 15 nm (Florence; 198 Mora et Harrison, 1983).
IV.1. Pré-filtration

Les échantillons sont pré-filtrés séquentiellenwemtdes filtres de 0,45 um et 0,22 um
[mélange d’esters de cellulose (HATF), MillipSte Aprés chaque filtration, une partie du
filtrat est acidifiée & pH 2 (HCI suprapur, Meflet stockée dans des flacons (Nal§ene
HDPE) jusqu’a I'analyse. Le filtrat restant de fadtion a 0,22 um est utilisé pour la mise en
place de la procédure de fractionnement par uinaion. Ce dernier est conservé au

maximum 7 jours dans le noir au réfrigérateur (4uUSyu’a la réalisation de l'ultrafiltration.

IV.2. Ultrafiltration

IV.2.1. Principe

Le fractionnement des colloides par ultrafiltratifvantale peut étre effectué selon
deux modes différents : le mod&filtration ou le modeconcentration

Dans le fractionnement pdrafiltration, le volume, dans la cellule de fractionnement,
est maintenu constant. Pour cela, un flux contidatdntillon est apporté dans la cellule et le
volume duperméat(particules qui passent a travers la membrandg isst compensé par
'ajout d’'une solution non polluante (c’est-a-diar de I'eau ultrapure)Le rétentat
(particules qui restent au-dessus de la membrategeyclé en retour dans le réservoir de la
cellule de fractionnement avec I'échantillon ajop& compensation.

Dans le modeconcentration I'échantillon a fractionner est poussé a travirs

membrane par I'application d’'une faible pressiofh,$<bar) (Buffle et Van Leeuwen, 1992;

57



Chapitre Il : Matériel et méthodes

Wenet al, 1996). La concentration des colloides au-dessua thembrane augmente avec le
temps.

Lors de ce travail, le modmncentrationa été préféré au modiafiltration. En effet,
en accord avec les travaux de Buffle (1988), I'agxigé d’une solution non polluante dans le
mode diafiltration pour maintenir un volume constant dans la cellde filtration peut
provoquer des pertes pour beaucoup d’éléments ligged et pour le COD, lesquels sont
associés avec des macromolécules de poids molésugaux ou plus petits que la limite de
poids moléculaire nominal de la membrane.

Dans le but de minimiser les artéfacts causés paoagulation des colloides a la
surface de la membrane, de petits facteurs de ntratien (3-13), et des faibles débits de 1,5
a 4,5mL mift seront utilisés (Perreet al, 1994). De plus, une agitation douce sera
appliguée sur la membrane pour réduire les effeti® @doncentration de polarisation due a la

densification des macromolécules a la surface deelmbrane (Burbat al, 1998).
IV.2.2. Protocole

L’ultrafiltration séquentielle est réalisée a pade la fraction <0,22 um en utilisant
une cellule agitée 8200 AmicOrvec 5 types de membranes. Les tailles des merssamt
de 300, 50, 30, 10 (polyéthersulfone, Biomax PBlipire®) et 5 kDa (cellulose régénérée,
Ultracel PL, Milliporé®). Le gaz utilisé est de I'azote et la pressionligppe varie de 0,4 &
1,8 bar selon le poids moléculaire des membrands salinité de I'échantillon. A chaque
étape, une partie du perméat est récupérée efiéeiyH ~ 2, HCI suprapur, Mer€k afin
d’effectuer le dosage des métaux traces et de teemaarganique réfractaire. La figure I1-6
résume le protocole de filtration / ultrafiltratiolans son ensemble pour le fractionnement des

eaux estuariennes.
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Figure 11-6 : Schéma du protocole de filtration et d’ultrafiltcat.

Les concentrations en métaux des rétentats sootléat par difference entre la
concentration du perméat de la taille précédenteeé du perméat correspondant a la
membrane utilisée, en appliquant les facteurs aeestrations correspondants. Les facteurs
de concentration pour les perméats sont calculésffentuant le rapport entre le volume a
filtrer et celui du perméat. Il est important deteroque les concentrations en éléments
meétalliques de certains permeéats sont au niveala denite de détection de la méthode

analytique utilisée.
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IV.2.3. Traitement des membranes et de la cellule d’ultrafion

Le conditionnement des membranes d'ultrafiltratioconstitue une étape
particulierement importante du travail afin de miiger les risques de contamination et
d’éviter une modification de la taille des porevaAt chaque utilisation, les membranes sont
trempées dans de I'eau Milli%Qpendant une journée. Elles sont ensuite lavéesrpaersion
dans une solution d’acide nitrique 0,1 M dans I'dilii-Q ® pendant une autre journée.
Enfin, elles sont rincées, toujours par immersitams de I'eau Milli- pendant trois jours
en changeant régulierement d’eau. Cette dernieéxpeéést nécessaire afin d'éviter toute
perturbation des colloides. Apres utilisation, iesmbranes sont trempées dans une solution
de soude (suprapur, Meftka 0,1 M dans I'eau Milli-& pendant 30 minutes. Elles sont
ensuite rincées par immersion avec de I'eau Miflifigndant une journée. Les membranes

sont enfin stockées dans un mélange éthanol / &8eea 4-6°C.

La cellule d'ultrafiltration (figure 1I-7) est law avant chaque utilisation, en
respectant le protocole suivant : a) rincage aeekedu Milli-Q®, b) remplissage de la cellule
avec I'eau Milli-J° pendant deux jours en changeant I'eau plusieissdpremplissage de la
cellule avec de I'eau Milli-® acidifiée (pH ~ 3, HCI suprapur, Meftkpendant une journée,
et enfin d) rincage avec de I'eau MilliQpendant trois jours. Entre chaque filtration, la
cellule est démontée et nettoyée rigoureusememt@vé&eau Milli-Q acidifiée (pH ~ 2, HCI

suprapur, MercK) et rincée abondamment & I'eau Mill2Q
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Valve de pression —» '] <«— Arrivée du gaz

180 mL
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Figure 11-7 : Schéma de la cellule agitée 8200 Amiton

IV.3. Validation de la technique d’ultrafiltration

IV.3.1. Reproductibilité

Le nombre d’échantillons a traiter étant élevé pthaque campagne (6 stations pour
l'ultrafiltration), le nombre de jours de maniputat suivant le prélevement peut atteindre 5 a
6 jours. Le temps de manipulation étant relativenimaportant, le contréle de la stabilité de
I'échantillon, c’est-a-dire I'évolution de ce degnien fonction du temps aprés le prélevement,
est nécessaire. Le test a été réalisé sur une eamed coétiere. La reproductibilité de
l'ultrafiltration a été testée 24h, 48h et 7 joapmes le jour de prélevement. Les échantillons
ont été immédiatement filtrés apres prélevemen@d& 6t 0,22 um afin de limiter le risque
d’agrégation des particules. lls ont ensuite étégseovés dans le noir au réfrigérateur (4°C)

jusqu’a la réalisation de l'ultrafiltration.

Les résultats du test de reproductibilité du plomb,cadmium et du cuivre sont
présentés sur la figure [I-8. Nous constatons @seélcarts types varient en fonction des
meétaux et de la taille des membranes utiliséeseften, ils sont en moyenne de + 0,28 nM
pour le cuivre, de £ 0,013 nM pour le plomb et d& @08 nM pour le cadmium. Ces résultats
sont trés satisfaisants au regard du nombre imputodtatapes et de la faible teneur en métal.
Par conséguent, nous pouvons conclure que, dagsnegions de stockage préconisées, nos
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échantillons sont stables pendant les 7 jours stilea prélevement pour la réalisation de

I'ultrafiltration.
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Figure 11-8 : Tests de reproductibilité pour le Pb, le Cd etle C
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IV.3.2. Recouvrement

Les taux de recouvrement du systeme d'ultrafibratséquentielle en métaux ont été
estimeés pour chaque salinité. Pour cela, nous asamgare le résultat obtenu en additionnant
les concentrations obtenues en éléments métalldares les différentes fractions colloidales
a celui de la fraction totale dissoute (<0,45 ph®.taux de recouvrement est résumé par

I'équation suivante :

Recouvrement (%)= (somme des fractions * 100)/TDM

avec TDM la concentration dans la fraction <0,45 jEn moyenne, pour I'ensemble des

prélevements effectués lors de cette étude, lesiveements obtenus pour le Cu, le Pb et le
Cd sont de 102 £ 8% (n =42), 100 +2% (n =420109 + 12% (n = 42) respectivement. lIs

permettront une estimation convenable de la didioh colloidale des différents métaux.
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Chapitre Il : Variations saisonniéres des caraéséigues
physico-chimiques de I'estuaire de la Penzé

l. Introduction

Ce chapitre est consacré a la présentation deatioas saisonnieres des différents
parametres physiques, chimiques et biologiquesedtubire de la Penzé. Le suivi de ces
différents parametres est nécessaire pour carsetdda fonctionnement de I'écosysteme. |l
constitue un préambule indispensable a la compsébrerndes processus susceptibles de

gouverner la spéciation physico-chimique des élésnmétalliques.

L'estuaire de la Penzé, situé en Manche occidentdé soumis a d’importants
courants de marée. Il en résulte un mélange rajgdecaux douces avec I'eau de mer et un
gradient salé réduit dans l'espace. Dans ce systéaneolonne d’eau est partiellement
homogene et il existe au voisinage de l'intrusialine une accumulation de sédiments fins
(bouchon vaseux) dont l'intensité et la dynamicomet $iées au cycle de marée et aux apports
fluviaux. Ce systeme est également caractériséapaature agricole de son bassin versant.
Les apports en nutriments (nitrates et phosphates) considérables et sont a l'origine

d’'importantes efflorescences algales en périodeadstiMagueret al, 2004).

Dans une premiére partie du chapitre, les variaties caractéristiqgues hydrologiques
du systéeme sont présentées. Les parties suivaniescgnsacrées a I'étude des composes
chimiques dans l'estuaire de la Penzé. La matieganique dissoute et le fer dissous sont
susceptibles de jouer un réle majeur dans la sg@timétallique. Dans le cas particulier de
ces deux especes chimiques, un fractionnementidalla été effectué et ceci pour la
premiere fois au laboratoire. Les variations daseatrations en carbone organique dissous,

en substances humiques et en fer dissous seraeipéés a differentes périodes de I'année.
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Il. Pluviomeétrie et débit fluvial

La figure llI-1 présente les précipitations pouainhée 2009 a Pleyber-Christ. Les
variations de la pluviosité mettent en évidencerégime de précipitations relativement
classique pour une zone océanique tempérée. Ratadivt importantes en hiver, les
précipitations diminuent en moyenne de mars a sdp® La caractéristique la plus
importante du cycle saisonnier est I'existence d'yhuviosité importante en automne, au
mois de novembre en particulier. En effet, les waeobservées en novembre dépassent de

presque 50% les valeurs moyennes sur une périogde denées.

Précipitations (mm)

Figure 1ll-1 : Variations saisonniéres de la pluviosité par déeaBé&eyber-Christ (Station Météo-France) pour
'année 2009.

La figure 1lI-2 présente les variations saisonrsedel débit fluvial mesuré a Taulé
(station PenhoaEaufrancé pendant I'année 2009. Le débit fluvial varie ¢2 & 16,6 ms™
durant la période étudiée. Elevé pendant I'hiveidébit diminue ensuite considérablement au
printemps jusqu’a I'été. Au mois de novembre, uognaentation importante est observée.
Les variations du débit suivent d'une année suutd&a une distribution saisonniere
relativement marquée (Waeles, 2003; Vandenheck@9)2@e débit moyen annuel est de
2,86 s,
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Figure 111-2 : Variations saisonniéres du débit fluvial a Tawlaates des prélevements).

Il. Température de I'eau

La figure IlI-3 présente les variations saisonrsade la température dans I'estuaire.

I
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15,
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Figure 111-3 : Variations saisonniéres de la température le langrddient salé pour I'année 2009.

Au cours de I'année 2009, les températures sonpadees entre 7,1 et 17,6°C. Les

températures sont faibles en hiver puis elles antgné progressivement au printemps pour
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atteindre un maximum au mois de juin. Elles dimmwensuite progressivement jusqu’a la fin
du cycle saisonnier.
Les variations de température le long du gradiaié sont faibles et la plupart du

temps inférieures a 2°C exceptées au mois detjolielles atteignent 2,6°C.

IV. pH

Les variations du pH peuvent influencer de fagonsphu moins importante la
spéciation et la distribution des éléments tracéghiques dans les milieux aquatiques. Elles
peuvent aussi jouer un réle dans I'absorption Igiojoe des métaux (Campbell et Stokes,
1985).

Le systéme carbonate, (§CH,O; HCQOs; et CQ?) joue un réle majeur dans la
régulation du pH de I'eau de mer. En effet, le pHlI'dau de mer résulte de sa composition
ionique, et essentiellement de la présence desciamnates (C§J) issus de I'échange du
dioxyde de carbone entre I'eau et 'atmospheresi @uae la dissolution du calcaire. Le pH des
eaux marines de surface en équilibre avec I'atmergpharie peu 8,2 + 0,1. Il est affecté par
des processus naturels qui déplacent les équilidiessysteme carbonate, comme le
développement du phytoplancton, consommateur dg @0Oa réminéralisation de la matiére
organique, productrice de GQ.es variations du pH qui en résultent dépasseetment 2 a 3
dixiemes d’unité de pH.

Dans les estuaires, le pH peut varier de fagon iphpsrtante du fait du mélange eau
douce - eau de mer. En effet, la teneur et la ceitipp en minéraux dissous dans les eaux
douces sont tres variables et plusieurs systemgsqeles interviennent en complément des
carbonates dans la fixation du pH, généralemegtienr a celui de I'eau de mer. De plus,
'accumulation des matieres organiques d’originatib@ntale et la contamination par des
rejets urbains ou industriels contribuent égalendadatmodification du pH naturel (Aminot et
Kérouel, 2004).

Les variations saisonniéres du pH le long du gradialé sont présentées sur la figure
llI-4. Au cours de l'année 2009, sur I'ensemble lastuaire, les valeurs du pH sont
comprises entre 7,7 et 8,4. Le pH varie peu efaradnt et I'aval. Il augmente |égerement
des eaux fluviales aux eaux marines excepté au deoivembre ou la situation inverse est

observée.
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Salinité

Figure 111-4 : Variations saisonniéres du pH sur I'ensemble€atduaire pour 'année 2009.

V. Eléments nutritifs

L’azote et le phosphore sont deux éléments esteatia croissance des végétaux. lls
sont fortement utilisés en agriculture sous forremgrais artificiels et naturels (épandage de
lisiers et de fumiers). L'ensemble des quantitégeds&es ne sont que partiellement utilisées
par les plantations et le reste est donc stocké @ansols. L'azote et le phosphore sont alors
susceptibles de rejoindre le réseau hydrologiqueast différents modes de transfert. Les
nitrates sont peu retenus par les complexes dngmoiques du sol mais ils percolent
rapidement en profondeur pour rejoindre les napplestatiques (Buchet, 2000). Les
phosphates s’adsorbent facilement sur les colloateles hydroxydes métalliques. Leur
exportation vers les eaux fluviales repose suo$iEm mécanique exercée par les eaux de
ruissellement sur les sols (Probst, 1992).

Les quantités de ces éléments apportés au miliauatigge vont dépendre
essentiellement des précipitations mais aussi thatiare du bassin versant. Par conséquent,
ces deux éléments peuvent aussi étre utilisés comdieateurs de I'impact des activités
agricoles sur 'estuaire.
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V.1. Nitrate

Les concentrations en nitrate le long du gradiaté dans I'estuaire varient entre 7 et

830 uM (figure IlI-5).
A S O N

Figure 11l-5 : Variations saisonniéres des nitrates (uM) le longchdient salé pour 'année 2009.

35 4 +
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Salinité

Les teneurs en nitrate diminuent fortement enamndnt et I'aval c’est a dire entre les
eaux fluviales (672 = 222 uM) et les eaux marir2Ss{ 16 pM).

Les variations saisonnieres montrent deux péridimctes. Une premiere période,
de mars a septembre, est caractérisée par degdearieuées en nitrate. Ces fortes teneurs
semblent pouvoir étre reliées a la topologie dwsinagersant. En effet, la Penzé présente un
bassin versant agricole avec des réserves souesramportantes riches en nitrate (Watremez
et Talbo, 1999). Lorsque les précipitations soninmémportantes (de mars a septembre), la
contribution de ces réserves souterraines augnetrpar conséquent, les teneurs en nitrate
augmentent.

La deuxieme période est représentée par les mdiévder, octobre et novembre ou
une diminution sensible des concentrations estreése Celle-ci est probablement a relier
aux fortes précipitations qui provoquent un effeddution de la concentration en nitrate.
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V.2. Phosphate

Sur I'ensemble de l'estuaire, les teneurs en phatspharient entre 0,04 et 4,38 UM
(figure 111-6).

304

25

20,

Salinité

15

10

Figure 11l-6 : Variations saisonniéres des phosphates (M) ledongradient salé pour I'année 2009.

Les concentrations en phosphate diminuent des tawiales (2,65 £ 1,65 uM) aux
eaux marines (0,24 = 0,21 uM).

En hiver (février - mars) les teneurs sont inférésua 1,5 uM, puis elles augmentent
au printemps pour atteindre des concentrationsrmypés a 3,0 UM en été et en automne
(juillet - octobre) pour des salinités inférieui@e$ environ. Ces teneurs élevées sont dues a
laugmentation des concentrations en phosphate l@sneaux fluviales. Elles peuvent étre
expliquées en partie, par les variations du débiladriviere et de la pluviosité du bassin
versant.

La figure 1ll-7 représente les variations de lacantration en phosphate en fonction
du débit de la riviere. Pour des faibles débits £%"), les concentrations sont relativement
élevées et présentent une variabilité importanfé2(a 4,38 uM). Les apports en phosphate
via les eaux de ruissellement peuvent enrichir fumtliement la faible quantité d’eau de la
riviere. Pour des débits supérieurs a>xsm(février - mars), les concentrations en phosphate
sont faibles (1,39 et 1,21 uM respectivement) eené peu. Dans ce cas, la dilution semble

étre le facteur le plus important pour contréles teneurs en phosphate. Un autre facteur
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susceptible d’intervenir dans la régulation desetes en phosphate, est I'adsorption du
phosphate sur les particules en suspension. L@ades sols lors de fortes précipitations a
pour effet d’augmenter les teneurs en matiére spession dans les eaux fluviales qui peut

réduire la teneur en phosphate dans la colonnel da&ainotet al, 1993).

PO (M)

Débit (m3s?)

Figure 11l-7 : Variations du phosphate (uM) dans les eaux flugiale fonctions du débit fluvial.

Il existe cependant une période de prélevementefnbye o) qui ne suit pas ce
comportement. En effet, malgré un fort débit (64st), la concentration en phosphate est
particulierement élevée. Un autre parametre qudélgit semble donc intervenir dans la
variation des concentrations en phosphate a cétiede. Il est important de noter que la
veille du jour de prélevement les précipitationaigrit abondantes (15 mm) ce qui a pu
entrainer un fort lessivage des sols et par voiecdeséquence un enrichissement en

phosphate des eaux.

V.3. Comparaison avec les teneurs d’autres études

Les concentrations en éléments nutritifs présentiess ce travail, ont été comparées
a celles d’études précédentes effectuées dansnhe m&tuaire d’'une part et a celles observées
dans des systemes caractérisés par des bassiantgate nature différente d’autre part. Ces
derniers sont distingués selon la classification Mieybeck (1982) en systémes « non
pollués », « pollués » et « fortement pollués ». thbleau Ill-1 présente les gammes de

concentrations en nitrate et en phosphate dandifé@&®nts systemes.
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Tableau IlI-1 : Concentrations en éléments nutritifs (UM) danstdéiites riviéres.

Eléments = Penzé Rivieres Rivieres Riviéres Penzé Penzé
nutritifs 2009 «non polluées ® « polluées $ « fortement polluées $  2007F 2008
Nitrate 213-830 0,3-3,8 8-163 200-700 610-120@195-794

Phosphate' 1,2-4,4 0,02-0,25 0,1-5,3 16-60 1,4-7,9 0,9-2,9

3 Meybeck, 1982° Waeles, 2003 Vandenhecke, 2009

Les teneurs en éléments nutritifs dans la Penzé paniculierement élevées par
rapport a celles des rivieres considérées commen qolluées ». Les activités agricoles
importantes le long du bassin versant sont vraitasdment responsables des teneurs
élevées en nitrate et en phosphate. Les élémetrtsfaainsi apportés enrichissent de fagon
considérable les eaux estuariennes et soutienarg@nhent la production phytoplanctonique.
A titre d’exemple, Magueet al. (2004) ont montré que la présence de ces nutrgrjaeut
étre a l'origine d’importantes efflorescences agalAlexandrium minutum) dans l'estuaire
de la Penzé.

Cependant, il est intéressant de noter que leseotrations en éléments nutritifs sont
comparables a celles obtenues dans la riviere Penz008 et qu’elles sont moins
importantes qu'en 2001. Ce phénomene peut s’exgliquar l'irrégularité des épisodes
pluvieux d’'une année sur l'autre. Le lessivage kégudes sols probablement limite
'accumulation de grandes quantités d’élémentsitifatrUne utilisation plus raisonnée des

engrais dans les cultures peut aussi étre envisagée

VI. Chlorophylle a et phaeopigments

La chlorophyllea est un pigment indispensable a la photosynthésaldees. Elle est
utilisée comme indicateur de la biomasse du phgtapibn. L'évolution des teneurs en
chlorophyllea dans les eaux superficielles est essentiellenssbrmiéere, le développement
phytoplanctonique étant tributaire des variatioesl'dnergie lumineuse, du stock de sels
nutritifs, de la stabilité des masses d’eau etideehsité du broutage par le zooplancton. Le
phytoplancton se développe de facon intense erumdstuarien en raison des fortes teneurs
en éléments nutritifs (Monbet, 1992). Lors de séuetbppement, il peut assimiler de fagon
significative certains éléments métalliques (Luoetaal, 1998). Il peut en résulter en

particulier des modifications notables de la disttion et de la spéciation de ces éléments.
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L’analyse de la chlorophylla permettra de suivre I'évolution du développement
phytoplanctonique lors du cycle annuel. Les variai saisonniéres de la chlorophydide
long du gradient salé sont présentées sur la fidiu8e

Salinité

Figure 111-8 : Variations saisonniéres en 2009 de la chloroplay{ieg L) le long du gradient salé.

Les teneurs en chlorophylla dans l'estuaire de la Penzé varient entre 0,5 et
130 pg L. Faibles en hiver, elles augmentent progressiverada fin du printemps pour
atteindre des valeurs maximales en été (juillet)aAin de I'été (septembre) et en automne
(novembre), les concentrations diminuent mais néstéanmoins relativement élevées.

Les concentrations en chlorophyflediminuent des eaux fluviales aux eaux marines.
Ces variations sont particulierement marquées de quseptembre. A cette période, les
teneurs les plus élevées sont observées entr@® d¢ salinité. Cependant, la présence de
chlorophyllea dans I'estuaire ne rend pas compte de I'état plogique des populations
phytoplanctoniques. Le rapport chlorophydlé phaeopigments est un bon indice de I'état de
dégradation des populations.

La figure IlI-9 présente les variations saisonrsemu rapport chlorophyllea/
phaeopigments le long du gradient salé.

En hiver, au printemps et a la fin de l'automnerdpport est faible (<1,2). Les fortes
concentrations de chlorophylee rencontrées en amont (0<S<10) (Figure I1I-8) stomc

probablement liées a I'apport de végétaux terregtae la riviere.
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Figure 111-9 : Variations saisonniéres du rapport chlorophgllgohéopigments le long du gradient salé.

En été les valeurs supérieures a 1,6 en aval demsgs dans la zone peu turbide
(S>15), peuvent étre reliées au développement theghytoplancton. Cependant, le rapport
chlorophyllea/ phaeopigments reste relativement faible en setiton ce qui témoigne d’un
état physiologique moyen du phytoplancton lors de prélevements menés en 2009. En
comparaison, des valeurs supérieures a 4 (maximb)roBt pu étre observées lors d’études

précédentes menées dans ce systeme (Waeles, 20@8nhecke, 2009).

VII. Matiere en suspension (MES)

En milieu estuarien, les particules en suspensi@mvignnent de diverses sources
(Salomons et Forstner, 1984). Elles ont pour oeigiérosion cotiere et continentale, la
productionin-situ par des processus chimiques et biologiques, leenéels avec I'atmosphere
et les activités anthropiques (urbaines, indussgl (Turner et Millward, 2002). Par
conséquent, la matiére particulaire est constitiiée mélange hétérogene telles que :

- Les particules fluviales composées essentiellendmt phases minérales d’origine
lithogénique (silice, quartz, argile...), d’hydroxagide fer et de manganése et de débris
organiques d’origine terrestre (acides humiqueseadulviques, détritus végétaux).

- Les particules apportées par les dépots atmospledrgpnt composeées essentiellement de

cendres.
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- Les particules marines peuvent étre d’origine bigdge (débris d’organismes marins,
matiere organique) ou inorganique (sédiment coparticules formée@n-situ dans la
colonne d’eau).

- Les particules générées dans l'estuaire par fltionla précipitation et production
biologique (vivante ou non).

Les épisodes d’érosion et de sédimentation desicpias sont contrélés
essentiellement par les mouvements de marée etaléstions du débit de la riviere. Les
particules apportées via ces divers processus @irgsieur forte réactivité expliquent le fait
gu’elles jouent un réle clef dans les teneurs, gacstion et le transport des éléments

métalliques en milieu estuarien.

Les variations saisonnieres de la matiere en ssgpefMES), dans I'estuaire de la
Penzé, sont présentées sur la figure 111-10. Lesues en MES varient de 2 & 1443 mtsur

I'ensemble de I'estuaire.
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Figure 111-10 : Variations saisonniéres de la matiére en suspefsigrL™) le long du gradient.

Le long du gradient salé, une forte diminution tgeurs en matieére en suspension est
observée de I'amont vers l'aval. Les concentrati@ssplus importantes en particules sont
mises en évidence aux salinités inferieures a 5.

Peu de variations saisonniéres sont visiblesuil é@apendant remarquer I'existence de

teneurs particulierement élevées en matiére enesggm en automne (septembre et
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novembre). En effet, les teneurs en MES observéesta periode dépassent d’'un facteur 4
environ, les teneurs maximales observées lors dede® précédentes (Waeles, 2003;
Vandenhecke, 2009). Elles sont vraisemblablemeeligér a la forte pluviosité (lessivage des

sols) observée a cette période de I'année.

Dans les estuaires macrotidaux, les processus (quiggside mélange des eaux dans
'estuaire vont influencer la distribution de la tieéee en suspension. Dans un estuaire
partiellement homogene comme celui-ci, il existe girculation inversée entre la surface et
le fond. Les eaux douces plus légeres s’écoulesudace tandis que les eaux marines plus
denses remontent I'estuaire en profondeur en sangéant jusqu’a un point au-dela duquel
toute la masse d'eau est fluviatile et les courantsyens dirigés vers l'aval. L'action
commune de la stratification haline et de la défdrom de I'onde de marée ont pour
conséguence I'accumulation de particules en sugpeas point d’intrusion de I'eau de mer;
“le bouchon vaseux” est ainsi formé. L'intensité ake dernier dépend alors du débit de la
riviere et de la marée. Etant donné que lors deer@tide, les prélévements ont été conduits
dans des conditions de marée relativement constamertes-eaux), I'accumulation de
particules sera alors principalement liée a I'istBhdes précipitations sur le bassin versant et
au débit fluvial. En particulier, en période detés précipitations, le lessivage des sols peut
étre a I'origine d’un plus grand apport de partsul

VIIl. Matiére organigue

La matiere organique est divisée généralement erx dmtégories: la matiere
organique dissoute (MOD) et la matiere organiquéiquaire (MOP). La matiere organique
est caractérisée par un fort pouvoir complexant. d@efait, elle peut intervenir sur la
distribution des éléments métalliques en modifi@nt particulier I'équilibre entre les

différentes fractions : réellement dissoute, cdidés et particulaires.

VIII.1. Matiére organigue particulaire (MOP)

En milieu estuarien, la MOP peut avoir deux originées apports allochtones
prédominent lorsque le débit est élevé et que Ibidiié ralentit la croissance du

phytoplancton. Toutefois, en période d’étiage, I@Rpeut présenter une origine autochtone
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qui est reliee a de fortes poussées phytoplanatesigen zone cotiere et dans les panaches
fluviaux, des dominantes terrigénes sont rencositphetot en hiver et des développements
intenses de phytoplancton sont observés au prirgeingn ete.

La MOP a été étudiée par I'analyse du carbone é¢tadete qui constituent les deux
principaux composants élémentaires. Les teneurgepeletre exprimeées, soit en masse de
carbone ou d’'azote par unité de volume d’eau, eoipourcentage massique de carbone ou
d’azote dans la matiére en suspension. Cette demigté permet d’avoir plus d’'information

sur la nature des particules, c’est la raison fayuelle elle a été choisie.

Sur I'ensemble de l'estuaire, les teneurs en COR somprises entre 3 et 46%

(Figure 11I-11).
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Figure 111-11 : Variations saisonnieres en 2009 du COP (%) le thngradient salé.

Les teneurs en COP sont faibles en hiver et augpnips sur 'ensemble du gradient
salé. En juin, une augmentation importante du C&Pobservée; elle se poursuit en été
(juillet principalement) ou le COP atteint des veiemaximales. En automne, les valeurs du

COP diminuent et atteignent des valeurs observéésser et au printemps.

Les teneurs en NOP sont comprises entre 0,3 et @&re 111-12). Comme pour le
COP, les particules de juin a septembre présedesnteneurs en NOP supérieures aux autres
mois de I'année. Peu de variations des teneurs@R Bbnt observées le long du gradient

salé.
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Suivant les saisons, les particules dans [I'estuaemblent présenter des
caractéristiques différentes. Au cours de I’hiar,printemps et en automne, la contribution
de la matiere organique au stock de particulesfabte. Les particules seraient alors
dominées par du matériel inorganique. En juin eté&® la contribution de la matiere
organique est plus importante; il existe une vammasaisonniere marquée. Les fortes valeurs
du COP et du NOP observées dans I'estuaire erejugn été sont vraisemblablement liées au
développement du phytoplancton. En I'absence de eetivité, les valeurs élevées en amont

de I'estuaire proviennent probablement de matérghnique détritique.
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Figure 111-12 : Variations saisonniéres en 2009 du NOP (%) le iungradient salé.

Afin de vérifier les observations précédentesalgport C/N a été calculé. Cet indice
reflete I'état d’évolution de la matiére organicueaticulaire ainsi que son origine. De faibles
rapports C/N (<7) sont caractéristiques des pojugiphytoplanctoniques. Des rapports plus
importants résultent, en particulier dans les zastsariennes et coétieres, d’apports terrestres
ou d’'une augmentation de la matiére organiquetitpted provoquée par la dégradation du
matériel vivant.

Les variations du rapport C/N sont présentéesasfiglire 111-13. Dans I'estuaire de la
Penzé, les rapports C/N sont élevés en amont dadliee et confirment la présence de
matériel organique détritique. A l'inverse, de fagvaleurs du rapport C/N sont observées en
été en aval de I'estuaire indiquant une contrilsutroportante du phytoplancton a la matiere

organique particulaire.
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Figure 111-13 : Variations saisonnieres du rapport C/N des pagiiéd long du gradient salé.

VIIl.2. Matiére organigue dissoute (MOD)

En milieu océanique, la MOD est produite majoréaient «n-situ» par
'accumulation et la dégradation successive dedt® synthétisés par le phytoplancton. En
milieu coétier une part plus ou moins importante f@mction de la période de I'année, a une
origine terrestre. En effet, 'écoulement des edexpluie sur la matiére organique des sols,
elle-méme originaire de la décomposition des pkap#it constituer une source importante.

Malgré I'extréme hétérogénéité de la MOD, il estttde méme possible de distinguer
systématiguement des composeés labiles caract@ssaliopolymeres : acides aminés,
protéines, lipides, sucres, polysaccharides...) st gteupes de composés réfractaires non
caractérisables (géopolymeres : substances humiguegn milieu estuarien, les substances
humiques peuvent représenter plus de 70% de la MIGIagit de composés de haut poids
moléculaire élaborés par les microorganismes duesaes eaux. lls sont majoritairement
représentés dans les eaux par les acides humitgrégs de la lignine et insolubles a pH 2,
et par les acides fulviques provenant de la calkilet solubles sur toute la gamme de pH. Ces
substances sont des molécules qui possedent umgegvariété de groupements fonctionnels
ainsi qu’une forte affinité pour les ions métalkgw Thurman, 1985; Voelker et Kogut, 2001)
ce qui en fait des molécules incontournables desgtudes de spéciation.

Vu l'importance des composés de type humique, madyse de ces substances a été

réalisée dans les différentes fractions colloidaBag la base des travaux précédents ayant
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examiné I'évolution de ce parameétre dans l'estudeela Penzé (Jegaden, 2010; Lataste,
2010), seuls les mois de mai, juillet et novembné éé retenus pour l'analyse de cette
matiere organique dissoute réfractaire correspdnalax « substances humiques ». Dans le

cas du COD seuls les mois de juillet et de noverabte&té retenus.

VIIL2.1. Substances humiques (SH)

Le terme SH « total dissous » représente la coratent en SH des échantillons filtrés
a 0,22 um, c'est-a-dire avant le début du fraceament colloidal. Les concentrations varient
entre 0,1 et 4,8 mg CL Ces résultats sont en accord avec ceux obsemrés ld méme
systeme par Jegaden (2010). En effet, l'auteur aurdedes variations entre 0,07 et
48mgC LY. La figure IlI-14 présente le diagramme de mélangél « total
dissous » - salinité pour les trois périodes erali€printemps, été et automne). Le
comportement est conservatif au printemps et enilédt non conservatif en automne avec
une légére anomalie positive. A cette période desurs en SH particulierement importantes
sont observées, avec des concentrations supériaudesig C [* dans la partie amont de

I'estuaire (salinité <6).

6
—— Mai
5 X Juil
a --%-- Nov

SH(mgC LY
w

Salinité

Figure 11I-14 : Diagramme de mélange de SH « total dissous » paurdis différentes périodes de I'année.

Les fortes teneurs en SH reportées au mois de rree®09 doivent étre liées aux
conditions de pluviosité exceptionnelles enregistrélans les 3 jours précédents notre
prélevement du 13 novembre (34 mm en 3 jours).dree faugmentation du débit fluvial a
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I'occasion de ces précipitations (de 1,6 a 634 témoigne de l'intensité du phénomeéne et
suggere un fort lessivage des sols du bassin efBarplus, a cette période de I'année, ces
sols sont riches en débris organiques et partremtient en substances de type humique qui se
sont accumulées sur plusieurs semaines, avanteguarémieres précipitations significatives
de l'automne ne se produisent.

La figure 11l-15 présente les variations des comegions en SH dans les différentes
fractions colloidales en fonction de la salinitéupdes trois périodes retenues. La
concentration en SH nommée «réellement dissoutersespond a la fraction <5 kDa
(environ <2,5 nm). Les différentes fractions quitssuvent entre celle-ci et celle obtenue
apres filtration a 0,22 um représentent les frasticolloidales. Nos résultats montrent que, au
printemps, les substances humiques se présentefritaieement sous forme de
macromolécules organiques d’une taille supérield8kDa. En Juillet et en novembre, les

SH sont par contre trouveées significativement ‘smskemble du spectre colloidal.

] ®300 kDa-0,22 pm

3,0 1
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S >
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Figure 111-15 : Distribution des différentes fractions colloidatis SH le long du gradient salé pour les mois de

mai, juillet et novembre.
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Afin d’examiner de facon synthétique la distribaticcolloidale des SH, des
regroupements de fractions ont été effectués (Eidl¥16). La fraction 50 kDa-0,22 pm
regroupe les colloides de haut poids moléculaime fraction 5-50 kDa correspond aux
colloides de bas poids moléculaire et la fractibrkBa représente les SH appartenant au pool
réellement dissous.

Les substances humiques sont présentes essentielleadans la phase colloidale
(5 kDa-0,22 um); celle-ci représente en moyenne 8% (n =18) du total dissous. Les
formes réellement dissoutes ne contribuent que péur 6% (n = 18). Les rapports « formes
colloidales / réellement dissoutes » sont relate@ntonstants le long du gradient salé et ne
montrent pas de variations saisonnieres marquées.

Bien que la proportion colloidale / réellement dissvarie peu entre les trois saisons,

il n’en va pas de méme pour le fractionnement suiles classes de taille. Ainsi au printemps
(mai), il est clairement noté que les gros collei(ed kDa-0,22 um) sont les plus abondants.
En effet, la contribution de cette fraction collaligl est élevée, 53 + 13% (n = 6) en moyenne.
Pour les mois de juillet et novembre, par conteesant plutdt des colloides de petite taille qui
dominent la spéciation physique des substancesdquesi La fraction 5-50 kDa représente
alors 57 +10% (n=6) et 61 £ 15% (n =6) de kacfion totale dissoute pour les mois de
juillet et novembre respectivement.
Les acides humiques et fulviqgues qui représentessdntiel des substances humiques en
milieu estuarien sont caractérisés par des massdscutaires comprises entre 1 kDa et
100 kDa (Guo et Santschi, 2007). Ainsi, Les diffises saisonniéres observées dans
'estuaire de la Penzé pourraient s’expliquer parniveau d’'agrégation supérieure des
substances humiques au printemps par rapport dresaqieriodes.
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Figure 111-16 : Répartition des SH (en %) entre les fractions éddltes de haut poids moléculaire
(50 kDa-0,22 um), les fractions colloidales de fo@isls moléculaire (5-50 kDa) et la fraction réelrndissoute

(<5 kDa) en fonction de la salinité.
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VIIl.2.2. Carbone Organique Dissous (COD)

Les teneurs en COD ont également été déterminées lda différentes fractions
colloidales comprises entre 5 kDa et 0,22 um. garé 111-17 présente la distribution de ce
parametre (traits gras) en fonction de la saliitdéitre comparatif, les concentrations en SH
dans les mémes fractions colloidales (traits fosit également présentées.

Au mois de juillet, les valeurs de COD total saglativement faibles et inférieures a
3 mg C L% Au mois de novembre, les valeurs en COD sontpatre élevées et dépassent

les 4 mg C [* pour des salinités allant jusqu’a 20.
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Figure 111-17 : Répartitions du COD (traits gras) et des SH (tsiitsples) en mg Ct.dans les différentes

fractions colloidales le long du gradient salé.
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Afin de caractériser la nature (labile ou réfraetpide la matiere organique, les
variations des rapports SH/COD correspondant auxx ddifférentes périodes ont été
analysées (Figure 111-18). Les SH représentenedhet 93% de la matiére organique dissoute
dans l'estuaire de la Penzé. En été, le rapporCOBY diminue entre 'amont de I'estuaire
(56%) et les eaux marines (6%). En novembre, ugenantation entre 'amont de I'estuaire
et 6 de salinité (93%) est observée puis une ragidaution vers les eaux marines (15%) est
constatée. Les résultats montrent clairement gpartade la matiére organique réfractaire est

beaucoup plus importante au mois de novembre @34 qu’au mois de juillet (6 a 64%).
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Figure 111-18 : Variation du rapport SH/COD (fraction totale dist)uUe long du gradient salé.

IX.  Eer

Dans les systémes estuariens, le fer est génémaleabendant et tres réactif. A ce
titre, il peut influencer le devenir des autresm@éts métalliques (Bousdt al, 1999;
Ouddaneet al, 2001). Dans ce contexte, un fractionnement atdloidentique a celui
proposé pour la matiére organique dissoute et [gsuéléments métalliques (Cu, Cd et Pb)
qui font I'objet de ce travall, a été effectué. &ubase des travaux précédents dans le systeme
(Waeles, 2003), seuls les mois de février, mailejuiet novembre ont été retenus pour

'analyse du fer dissous dans les différentesifsastcolloidales.

Les teneurs en fer «total dissous » varient ed#® et 1800 nM. Elles sont
relativement élevées par rapport aux teneurs oéssrgrécédemment (12 a 840 nM) dans le

méme systéeme (Waeles, 2003). Ces teneurs sont nséip@seures a celles observées dans la
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Seine (120-1050 nM) par Boust al. (1999). Les teneurs élevées en fer dissous regsoeie
mois de novembre doivent étre liées aux conditampluviosité exceptionnelles mentionnées

dans la section précédente et ayant entrainé sindge intense des sols du bassin versant.

La figure 111-19 présente les diagrammes de mélafege salinité pour les quatre
périodes étudiées. Le métal montre, a toutes lis®reg un comportement non conservatif
avec une forte anomalie négative des concentratiGeste anomalie, caractéristique du

comportement du fer dissous en milieu estuarietigure une redistribution du métal vers la
phase particulaire.
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Figure 111-19 : Diagramme de mélange de fer total dissous - salpour les différentes périodes de I'année.

La figure 11I-20 présente les variations des comeions en fer dans les différentes
fractions colloidales en fonction de la salinit@&ples quatre périodes. La concentration en fer
nommée « réellement dissoute » correspond a ldaidna&5 kDa (environ <2,5 nm). Les

différentes fractions qui se trouvent entre celletccelle obtenue apres filtration & 0,22 um
représentent les fractions colloidales.
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Figure 111-20 : Concentrations en fer dans les différentes frastamiloidales le long du gradient salé pour les

guatre mois étudiés.
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Le fractionnement colloidal met clairement en émme une répartition du fer
différente en fonction des périodes de I'annéefdmier et en mai, les colloides de grande
taille (50 kDa-0,22 um) sont dominants et représgnén moyenne 6223% (n = 12) du fer
dissous. En juillet et en novembre, ce sont auraoatles petites fractions (5-50 kDa) qui
sont largement majoritaires puisqu’elles représarié+ 9% (n = 12) du métal dissous. Ces
variations saisonnieres sont proches de cellesrnades® pour les substances humiques. La
mobilisation accrue du métal a cette saison deg probablement trouver son origine dans la
mobilisation des substances organiques réfractadlesnombreux travaux menés en milieu
fluviaux ont, en effet, montré la capacité des cosdis de type humique a s’adsorber sur les
oxydes de fer formant ainsi des composeés organérair tres stables (Tippirgg al, 2002).
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X. Conclusion

L’estuaire de la Penzé est un estuaire macrofidedt caractérisé par la présence d'un
bouchon vaseux important. Lors de nos prélevemaetsés pendant I'été et 'automne, des
teneurs particulierement importantes en MES ontofigervées dans la partie amont du
systeme. Les rapports C/N élevés a cette périod8) (mdiquent qu'il s’agit
vraisemblablement des particules d'origine alloobtoet riches en matiére organique
détritique.

Les concentrations en nutriments (nitrate et phatg)hsont élevées. Ceci est sans
doute a relier aux activités agricoles sur le bas®rsant. Il faut noter cependant que les
teneurs sont tres proches de celles mesurées &c20fui confirme une diminution sensible
par rapport aux années précédentes. Ceci peueétsultat d’une utilisation plus raisonnée
des engrais sur les cultures. En ce qui concerpkdsphate, il est a remarquer la présence de
teneurs particulierement élevées dans la périodenmaale. Ceci est a relier a la forte
pluviosité a cette période et a une voie d’appatgrentielle par lessivage.

Les variations du rapport chlorophy#id phaeopigments ont montré que la production
phytoplanctonique dans l'estuaire de la Penzé ptait marquée au cours de I'année 2009.
Cependant, la production la plus intense est obseavmi-estuaire et dans les eaux les plus
marines durant la période estivale.

L’étude de la spéciation de la matiere organiguesalite a permis de mettre en
évidence tout d’abord, que la matiére organiqueacédire (SH) représente entre 6 et 93% du
COD; les valeurs les plus importantes étant reley@ndant la période automnale. A cette
période automnale, un apport particulierement ingmrde substances humiques, mobilisées
depuis les sols du bassin versant, a aussi ét&€mévidence. A cette méme période, le fer
dissous est présent a de fortes teneurs et momgreépartition colloidale proche de celle des
substances humiques. Ceci suggere une mobilisatiocomitante du métal et des SH depuis
les sols du bassin versant et la présence impertdgtcomposés organo-minéraux dans les

eaux fluvio-estuariennes.

92



Chapitre IV
The removal of colloidal Pb during estuarine mixing:
seasonal variations and importance of iron oxides and
humic substances

Virginie Tanguy®®, Matthieu Waele&*, Julien Gigault®, Jean-Yves Cabdtf, Francois
Quentef® and Ricardo D. Ris®”

@Université Européenne de Bretagne, Brest, France

PUniversité de Bretagne Occidentale, IUEM, LEMAR, BACNRS 6539, Equipe Chimie
Marine, place N. Copernic, 29280 Plouzané, France

“Université de Bretagne Occidentale, UMR-CNRS 6®&24venue V. Le Gorgeu, CS 93837,
29238 Brest Cedex 3, France

d_aboratoire de Chimie Analytique, LCABIE, UMR CNF834, Université de Pau et des
Pays de I’Adour, Avenue de I'Université, BP 1158063 Pau, France

* corresponding author : waeles@univ-brest.fr

Marine and Freshwater Researichpress
Publiée en Avril 2011(Voir en annex&)11, 62(4) 329-341.






Chapitre IV : The removal of colloidal Pb duringt@srine mixing :
seasonal variations and importance of iron oxided humic substances

Les travaux concernant le plomb dans I'estuairad®enzé ont fait I'objet d’un article
accepté pour publication (actuellement sous-predap¥ la revuéMarine and Freshwater
ResearchUn résumé en francais est présenté ci-dessowisdsulia publication. A la fin de ce
chapitre, un bilan annueles flux de métal est présenté pour les différeinéesions de taille
(particulaire, colloidale et réellement dissousy. détail des calculs des flux est également

détaillé.

Résumé :

Lors de ce travalil, les teneurs en plomb, dans f&egtions colloidales, ont été
déterminées dans I'ensemble de la zone de mélamdestuaire de la Penzé sur 'année
2009. L'objectif était d'apporter des explicatiocmncernant les mécanismes responsables de
I'élimination du plomb dissous (<0,45 um) lors dé#lange des eaux dans l'estuaire. Nos
résultats ont montré que le plomb est généralerasscié aux colloides de grande taille
(>300 kDa) et que I'élimination du métal dissouspseduit entre O et 10 de salinité. Cette
élimination concerne I'ensemble des fractions ¢dlies dans lesquelles le plomb est présent
de facon significative. Du fait que le fractionnerheolloidal du plomb est fortement lié a
celui du fer dissous et des substances humiquégnihation du métal dans la zone de
mélange est vraisemblablement provoquée par laliton des complexes organominéraux.
Il a été montré également que les premieres ptétignis automnales constituent une période
trés importante dans la mobilisation du métal depes sols du bassin versant. Lors de cette
période de l'année, la mobilisation du plomb (etfdr) est accentuée par la mobilisation
concomitante des substances humiques. Cette demsémresponsable d'une association du
métal avec des colloides de plus faible poids nutdée (30-300 kDa).
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Abstract

In this study, seven colloidal fractions of leadre&v@analysed along the mixing zone of the
Penzé estuary over the year 2009 with the aimve gome insights in the mechanism that
remove the metal from the <0.45-um fraction. Acaagdto our results, Pb was generally
found as large colloids (over 300 kDa) and was redadn the salinity range 0-10 from all

the size fractions where it was significantly foulBgtcause the colloidal fractionation of Pb
was strongly linked to that of Fe and humic substan(HS), the removal of lead in the
mixing area must occur under flocculation of orgamweral complexes. A key period

corresponding to the first strong autumnal preatpins was also revealed in this work. At
this time of the year, the mobilisation of Pb (df& from catchment’s soils is enhanced by

the mobilisation of HS and the metal is associatigld smaller colloids (30-300 kDa).

Keywords: Pb; colloids; estuarine waters; seasonal variafibe; humic substances
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l. Introduc tion

The removal of total dissolved Pb during estuarmging, although not systematic,
has been observed in most of the estuaries (Daorett al, 1983; Windomet al, 1985;
Windom et al, 1988; Chiffoleaet al, 1999; Monbet, 2006; Waelest al, 2007; Waelegt
al., 2008). The role of Fe oxides as an efficient soger for Pb has been relatively well
identified (Spenceet al, 1980; Windomet al, 1988; Dehairset al, 1989; Baeyens, 1997;
Jiannet al, 2005). However, different statements have beeangabout the exact mechanism
involved. Some authors indicated an adsorptionsgalved Pb onto particles (Windaghal,
1985; Chiffoleauet al, 1999; Monbet, 2006). According to the study olbéz-Poulichetet
al., 1984), incorporation of lead in the particulateape in the Gironde estuary may ensue
from two processes: in the tidal estuary, Pb iodmd onto particles due to the increase in
turbidity and in the specific surface area, wheieafe lower estuary, organic Pb associated
with Fe-Mn hydrous oxides is coagulated. In thduwdy of the Bang Pakong estuary,
(Windomet al, 1988) suggest that incorporation of Pb in theipalate phase occurs via the
oxidation of Fe(ll) to Fe(OH)and/or the decrease of solubility of Fe(@HJhus, and
contrarily to the statements of (E.A. Boyeal. 1977) and (Sholkovitet al, 1978), they do
not consider the flocculation of colloids to be thechanism that remove Fe in their system.

Only a few reports exist on the colloidal distriloat of Pb in estuaries. Some of them
have focused on its variations along the salinitgdegent (e.g. Benoiet al, 1994; Dai et
Martin, 1995; Martinet al, 1995) and have identified a removal of Pb frorthezi the
colloidal fraction of the truly dissolved phase @tting to the estuary of concern. Others have
dealt with the nature and properties of Pb organimplexes (e.g. Muller, 1996; Kozelka
al., 1997; Wellset al, 1998). Wellset al. (1998) identified two classes of organic liganals i
the Narragansett Bay. The stronger Pb-binding igaesided in the colloidal phase while the
weaker class of ligands occurred predominantly ha soluble phase (<1 kDa). On the
contrary, Kozelkeet al. (1997) observed the stronger class of organictigan the soluble
phase (<8 kDa). The importance of the organic Rbptexation was underlined in these two
latter studies because excess amounts of unboumgsiigands were found. However, in
their study of various rivers and estuaries of tbeeal Russia, Pokrovsky et Schott (2002)
indicates that Pb-bearing colloids consisted mamfliyon oxy(hydr)oxides instead of organic

complexes.
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In this study, we investigated the variations ofaidal Pb in the Penzé estuary. The
originality of this work resides on examining sewveniloidal/dissolved fractions at seven
different periods of the year whereas previousistudn estuaries generally considered two or
three fractions and were focused on a unique survbag objective was to examine the
colloidal distribution of Pb and its changes aldhg whole salinity gradient and over the
seasonal cycle. Three interrelated questions, ketipect to (1) the control of Pb inputs by
fluvial waters, (2) the nature of the colloids thamplex Pb in estuaries and (3) the

mechanism of Pb removal during estuarine mixingdeni our investigations.

Il. Material and methods

[.1. Study area

The Penzé River (North Brittany, France) is 28 kmgl and has a drainage area of
141 knf. The water discharge at the village of Penzé gdlyefluctuates from 0.5 to
14 n? s*. The estuary is situated between the village oizBend the Morlaix Bay, covering
a distance of ca. 10 km (Fig 1V-1). It is subjecteda macrotidal regime as the tidal range
fluctuates between 1.8 and 9.2 m. The residence tifrwater within the estuary, which is
highly dependent on the tide and the river flowjesbetween 2 days at spring tide and 13

days at neap tide and low discharge.
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Figure 1V-1: Study area and approximate position of the samgddidity gradient (for more details on sampling

stations positions, see figure IV-2).
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[1.2. Sampling

Seven cruises were conducted along the salinitgigmaof the Penzé estuary over the
year 2009. The sampling conditions (date, wateshdigge, tidal range, water temperature and
SPM concentrations) are summarised in table VdAm@ing was conducted at neap tide,
between the stand of tide and the first flood. Wasenples were collected at 11 field stations
(S0, S, S S S S8 S0 Sis S0 S6, S4) With the aim of covering the whole freshwater-
seawater mixing zone (approximate salinity at@s i, see figure V-2 for more details on
sampling positions). Samples dedicated to analykittal dissolved (<0.45 um) Pb were
collected at all stations whereas samples dedicmdtie analysis of particles and of the
various colloidal fractions were collected &, &, &, S0 S0 and 34 Sampling was
performed from a Zodiac inflatable boat with 500 amd 1 L HDPE Nalgeff®ottles. Water

was sampled by hand at ca. 0.5 m below the suvfitbethe arm fully covered with a plastic
glove (92 cm, Polysefi).

Table 1V-1: Sampling dates and conditions; number in braaketvater discharge indicates the variation of this

parameter during the 3 days before sampling.

Sa;r::!ng Water discharge (frs’) | Tidal Range (m) T range (°G) SPM range (my L
6-Feb 8.6 (+1.3) 4.2 7.1-7.3 12-260
23-Mar 23(:0.1) 47 8.5-10.3 2.5-160
4-May 2.0(-0.6) 4.7 10.6-12.6 5.9-340
2-Jun 1.0(-0.1) 4.6 15.0-17.6 2.3-150
17-3ul 0.7(+0.0) 38 14.8-16.6 2.4-400
15-Sep 0.4(+0.0) 44 14.4-16.2 1.7-720
13-Nov 6.4(+4.6) 55 12.2-12.9 7.6-1400
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Figure IV-2: Variations of the water discharge of the Penzéaggtaver the year 2009 (Penhoat field station,
“Agence de l'eau Loire-Bretagne”). Black squaraeidate dates of sampling (see also Table IV-1)s€ge

indicate the position of each sampling stations@ilie salinity gradient.

11.3. Filtration

In the laboratory, the water samples were sequbnpassed through 0.45 um and
0.22 um filters (HATF, Millipore). After each filiition, an aliquot of 50 mL was acidified at
pH 2 (HCI suprapur, Merck) and stored till furthanalysis of the <0.45 and <0.22 pm
fractions. The remaining aliquot of the 0.22 prtrdiion (~350 mL) was stored in the dark at
6°C till application of the ultrafiltration methaslithin 3 days (Chen et Buffle, 1996; Filella et
Buffle, 1993). Membranes from the 0.45 um filtratiere introduced inside Teflon vials for

further mineralisation and determination of totattrulate Pb and Fe (PPb, PFe).

1.4. Ultrafiltration

11.4.1. Method principle

Isolation of colloidal matter by ultrafiltration nde conducted either using cross-flow
or frontal filtration (Buffle et Leppard, 1995a)inSe cross-flow necessitates large-volume

samples (10-1000 L; (Guéguest al, 2002), we selected frontal filtration for its gas
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handling. Frontal filtration was carried out in cade (sequential) way as recommended by
Lead et al. (1997) and Buffle et Van Leeuwen (1992) because niethod, contrarily to
parallel one, minimizes aggregation of colloidshegt surface. We also used the concentration
mode rather than the diafiltration mode (Wethal, 1996; Buffle et Chalmers, 1988). By
using the concentration mode, a pressure is apmigdish the sample to be filtered through
the membrane. In order to minimize artefacts causgdcoagulation of colloids at the
membrane surface (Perret al, 1994), small concentration factors (3-13), arwflrates
(1.5-4.5 mL mif) were used for this study. In addition, a stirrioger the membrane was
also applied for reducing concentration polarizatieffect due to the densification of

macromolecules at the membrane surface (Betlah, 1998).

[1.4.2. Sequential ultrafiltration processing

Sequential ultrafiltration from the <0.22 um fractiwas conducted using a 8200-
Amicon®-stirred cell with 5 types of membrane. Nominalksiof the membranes were 300,
50, 30, 10 (polyether sulfone, Biomax PB, Millipprand 5 kDa (regenerated cellulose,
Ultracel PL, Millipore). Samples were pushed thiougembranes using. Nat a pressure
varying from 0.4 to 1.8 bar according to filter noal size and sample salinity. Pb and humic
substances (HS) were analysed from each permemidieac at pH 2 with HCI. Fe was
analysed on each retentate (pH 2, HCI). Conceatrsitin the various size fractions were
obtained by difference from analyses of the varipeigneates and by applying concentration
factors. The concentration factors were calculdtech each filtration by dividing the total
volume processed by the retentate volume. It iglwooting that only 3 permeates contained
Pb at levels lower than 2 pM which is the limitgefantification of the analytical method.

Prior to use all the membranes were washed and &todilli-Q RG® water for 24 h,
then in diluted nitric acid (pH 1, HNGsuprapuf, Merck) for 24 h, and finally rinsed several
times and soaked in Milli-Q water during the la&th/ After being used, they were immersed
in 0.1 M NaOH (traceselect, Fluka) for 30 min, theashed and stood in Milli-Q water for 24
h before their storage at 6°C in ethanol-waterq@Pmixtures. Before sample set processing,
the Amicon cell was abundantly washed with Millivgater, soaked in Milli-Q water for 2
days and in diluted nitric acid (pH 3) for 24 h.ef it was rinsed and stood in Milli-Q water
for 3 days. All sample manipulations and analysesewperformed under a class 100 laminar

flow hood.
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[1.4.3. Reproducibility and recovery

The reproducibility of the whole filtration-ultrdtiiation procedure (n = 3) was tested
on Pb content in the various fractions with a séaxwsample collected in the Bay of Brest.
0.45 and 0.22 um filtrations were carried out witBh after sampling whereas ultrafiltration
protocol was carried out after 24 h, 48 h and 7Pahle V-2 summarizes the results obtained
following the analyses of Pb. The recovery of epattedure was determined by comparing
the sum of the concentrations in the various foamstiunder 0.22 um to the concentration
measured in the <0.22 um fraction. For 24, 48 ahdh,7recovery was 101, 102 and 108%,

respectively. For the whole sample set (n = 4Zpvery was 10% 3%.

Table V-2 : Testing of the reproducibility of the whole procee for Pb content (nM) in the various colloidal

fractions (n = 3, Seawater sample collected irBthg of Brest).

0.45- | 0.22 um- 300- 50- 30- 10-
<0.45 pm| 0.22 pm <5 kDa
0.22 um| 300kDa | 50kDa | 30kDa| 10 kDa | 5 kDa
mean| 0.130 0.116 0.014 0.068 0.007| 0.004 0.018 0.017 110.
s.d. | +0.008 | +0.017 | +0.008 | +0.009 +0.007 | +0.004 | +0.006 | +0.010| +0.009
[1.5. Pb, Fe and HS analyses in the colloidal fractions

Pb measurements in the various isolated fractioese vdetermined by means of a
stripping chropotentiometric (SCP) technique, ¢@nstant current stripping analysis (CCSA),
at a mercury film electrode (Riset al, 1997b). This method was selected for its low
detection thresholds and because it is particulemyl-suited for saline and organic-rich
waters. Moreover, the reagent requirement is mihtmas preventing contamination of the
sample. Details about the experimental electrocb@ndonditions together with precisions,
reproducibility and results from certified referenmaterial analyses are given in (Waades
al., 2008). Briefly, Pb was concentrated at the megréilm electrode by applying a potential
of —1200 mV Ys Ag/AgCIl, KCI 3 M) under stirring conditions (413Ppm). Stripping
consisted of the application of a 0.5 pA curremakses were made by spiking each sample
three times with standards and the detection livag 2 pM after 25 min. deposition time.

Fe analysis was performed with an ICPMS 7500ce fAgifent technologies (Tokyo,
Japan), equipped with on-line octopole collisioadteon cell. Recommended gases are
helium and hydrogen of 99.995% purity (Linde, Pafisance). The sample introduction
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system consisted of a concentric nebuliser (Meohhsssociates, California, USA) and a
Scott double pass spray chamber cooled to 2°C. leampd skimmer cones used were nickel
ones. The operating conditions were optimised usingolution of Iug L™ of gallium,
yttrium, thallium and cerium, with typical settingeing: plasma power 1500 W, cooling gas
flow 15 L min %, carrier gas 1.05 L mih *°Fe isotope was monitored on 5 replicates using an
integration time of 0.05 s and 3 points per peaktebtion limit of the method was
0.16 pg *. Only Four samples had Fe concentrations under 088 pg ! limit of
guantification.

Humic substances were analysed by square-wavenvokdry at a static mercury drop
electrode (Quentadt al, 1986; Chanudedt al, 2006). Briefly, after adding a small amount of
Mo(VI) (10ug L™ to the acidified (0.01 molt HCI) sample in order to ensure the
formation of the adsorbed complex, the sample medded with nitrogen for 3 min and
deposition at - 300 mVvé Ag/AgCl, KCI 3 M) is performed with stirring. Aftethe
deposition time (100-240 s), the stirring is stappad, following a 20 s rest period, the scan
is initiated in the negative direction. The opera#ll parameter values used were frequency
50 Hz, step potential 1 mV and amplitude 50 mV. €amrations were determined by
standard additions of Suwannee River fulvic aditS$, R 15101F) with an uncertainty lower

than 5% and a detection limit of 6 pg C.L

11.6. Analyses of PPb and PFe

To determine particulate lead and iron concentnati¢PPb and PFe), 7 mL of
HNOy/HF (5:2) mixture was added to each of the filtdiisen, the Teflon vials were placed
on a Stuart block heater at 100°C until the acidtune was evaporated to dryness. After
repeating 3 times this procedure, 5 mL of 20% HM@s added and each sample was heated
at 100°C for 2 hours. The solution was then diluteth water to make up 100 mL before
metal analysis by graphite furnace atomic absanmjectrometry (GFAAS)

The metal concentrations in the digested solutiweie determined by electrothermal
atomic absorption spectrometry. A Perkin-EImer SiMM®B100 working in the single element
monochromator mode was used for all atomic absmrptineasurements. End-capped
pyrolytic coated graphite tubes equipped with iraégd platforms were used. The inert gas
was argon. Samples were delivered to the furnaiog asPerkin-Elmer AS-800 auto-sampler
and stored in acid washed polypropylene cups pnomjection. The light sources were

Perkin-Elmer hollow cathode lamps. Calibration @swere drawn up and, when necessary,
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solutions were diluted before measurements. Dihstiere carried out with calibrated Gilson
Pipetman pneumatic syringes. For the determinaifdfe a 2100°C atomization temperature
was used whereas, for Pb, this temperature was 4&800°C. No pretreatment step was used
for the determination of metals in these differantutions. 10 ug of Pd, introduced as

Pd(NG;),, was used as a chemical modifier for Pb measuresmen

1.7. S, T, SPM measurements

Salinity(S) and temperature (T) were in-situ meadwith a WTW ProfiLine LF 197
probe & 0.1 and 0.1°C, precisions). Suspended particataieer (SPM) concentrations were

determined by gravimetry on the 0.45 um filter wathuncertainty lower than 5%.

1. Results

According to previous studies (e.g. Dei al, 1995), we refer to different size
fractions as follows. “Total dissolved (TD) metahdicates the fraction that passes through
the 0.45um (or the 0.22 um) membrane, “colloidaletal” corresponds to the
5 kDa-0.45 um (or 5 kDa-0.22 um) fraction whereasily dissolved metal” refers to the
<5 kDa fraction.

Figure IV-3 displays the Pb concentrations in igribution in the various fractions
under 0.45 um. Total dissolved Pb (<0.45 um) flattd between 0.04 and 0.52 nM over the
period of study. These concentrations were clogdle ones observed in 2001 with values in
the range 0.04-0.62 nM (Waelesal, 2007). Concentrations were always decreasinggalon
the salinity gradient. They were generally ovelO®1 at salinity O whereas levels at salinity
34 were under 0.07 nM. Along the seasonal cyclke highest concentrations were observed
in February and November that correspond to pesfddgher discharge.

According to our results, Pb occurred mainly in todoidal fractions and thus, truly
dissolved concentrations were very low (i.e. in taege 2-16 pM). Colloidal forms of Pb
represented 94 4% (n = 42) of the <0.45 um pool whereas trulysdiged Pb contributed
only to 6£5% (n=42). Interestingly, the contribution ofethruly dissolved fraction
increased from & 2% (n = 14) at low salinities (0<S<3) to 5% (n = 7) at salinities >33.

A further examination of the metal distribution sf®othat Pb was mainly associated

with large colloids. The 300 kDa-0.22 um fractioengrally dominated the Pb speciation; a
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third of the <0.45 um pool being found in this fran and a fifth in the 0.22-0.45 um one.
However, the metal distribution in colloids wasfeliént in November. At this time, Pb
occurred as smaller colloids and was principallgesieed in the range 30-300 kDa.
Concentrations of Fe varied very closely to thatPof (Fig. 1V-3). In February and
May, Fe levels in the total dissolved fraction were the range 200-1500 nM and
concentrations decreased seaward. In July, coatiemis were low, generally under 400 nM
for total dissolved metal whereas in November, theye at their highest, with values close to
2000 nM at low salinities. Fe-Pb covariations ateoaillustrated by the very strong
correlations found between the two particulate tfoms of both metal (PPb(nM)=4.25 10
PFe(nM) + 2,03, r2=0.994, n = 42) and betweelr tioéal dissolved fractions (TDPb(nM)=
2.5 10*TDFe (nM) —0.025, r2 = 0.87, n = 24 ). Fe colloidatribution in the Penzé estuary
also followed that of Pb. Fe was mainly found ia 800 kDa-0.22 um (approximately a half)
in February and May. As for Pb, Fe was observeshaller fractions in July and November
but some differences could be noted; Fe beingsatgoficantly observed in smaller colloids.
Humic substances concentrations in the total dissiofraction varied within the range
0.09 to 4.8 mg C (Fig. IV-3). They were relatively low in May andlyunder 2 mg C L)
whereas much higher levels were detected in Novembehis time, HS concentrations were
above 4 mg C t in the upstream part of the estuary (S<6). Théoickl distribution of HS
was also variable. HS were rather found as lardieide in May and were observed in the
whole size spectrum in July and November. Theiugence in the truly dissolved fraction

was 17+ 7 % (n = 18) for the 3 studied situations.
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Figure 1V-3: Distribution of Pb (white background), Fe (lightg background) and HS (grey
background) in the various colloidal fractions.Wwds analysed in the seven fractions under 0.45filtrates),
Fe was analysed in the five fractions between Qu2Zand 5 kDa (retentates) and HS were analysdukinix

fractions under 0.22 um (filtrates).
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IV. Discussion

IV.1. Colloidal distribution of Pb : comparison with lit@ture data

The comparison of colloidal distribution of Pb ist@aries with literature data is
limited because the few studies that have beenumbed in such systems generally consider
only one colloidal fraction (Benoiet al, 1994; Martinet al, 1995; Jiannet al, 2005;
Kozelkaet al, 1997). To our knowledge, the study by W&tral. (1999) about the Galveston
Bay is the only one that deals with 2 differentlaadlal fractions. Another difficulty in
comparing the data is due to the nominal cut-dicted by the authors (1, 5 or 10 kDa) for
distinguishing colloidal matter from truly dissotveompounds.

The strong association of Pb with colloids (as @ggbto its low truly dissolved
fraction) appears to be a general finding in egteawaters. As an example, in the Venice
Lagoon, colloidal Pb accounted for most (up to 94#6dhe total dissolved metal (Martet
al., 1995). In the Danshuei estuary, Jiatral. (2005) also observed a high fraction of large
colloidal Pb. In their study, Pb under 0.45 um wasnly associated with colloids >0.01 um
that corresponds approximately to 500 kDa (Guoeaett&hi, 2007). In the Galveston Bay,
Benoitet al. (1994) observed that colloidal concentration ofWis almost the same as the Pb
content in the total dissolved pool. In the samstesy, Wenet al. (1999) had also a high
colloidal fraction for Pb (~ 65% of the 0.45 umdil passing pool). Weet al. (1999) found
that colloids above 10 kDa dominated the speciatbrPb at very low salinities (S<5).
However, and contrarily to our results, Pb in tkeenaining part of the estuary was more
associated with small colloids (i.e. in the rang&0lkDa). In the same way, Kozelka al.
(1997) observed in the South San Francisco BayRbatvas preferentially associated with

organic ligands of small molecular weight (undekD&).

IV.2. Seasonal variations of Pb concentrations and cadlal distribution

Both concentrations and speciation of dissolved l@a the estuary are highly
dependent on their input via fluvial waters. Outadimdicates that concentrations of lead in
waters entering the estuary are first controlledh®/ meteorological conditions. The periods
with higher dissolved Pb concentrations (Februauy ldovember) corresponded to relatively
high water discharges (Fig. V-2, Table IV-1). Assdribed in (Waelest al, 2007), elevation
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of dissolved Pb levels in the river should be lthke the mobilization of the metal from

erosion and leaching of catchments soils. Becawmse oxides are known to act as the
principal adsorbent/carrier phase for Pb (LuomBAaatis, 1983; Luoma, 1989; Tessier, 1992),
it is not surprising that mobilisation of Fe alstcors preferentially at the same time than Pb

as displayed in figure IV-4.
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Figure 1V-4: Pb, Fe and HS concentrations at salinity 0 asetifon of freshwater discharge.

The fact that the mobilisation of Fe and Pb wagsahighest in November can be
explained by two complementary phenomena. Firsgsgcipitations were particularly
important the day and the day before our samplargpaign of the 130f November (22 and
21 mm, respectively, which represent the maximunowrts recorded in summer-autumn
2009 period), resulting in a strong elevation @& water discharge (Fig. IV-2), passing in 24 h
from 1.58 to 6.36 rs*, and also in a hard weathering of the soils. Saigothe leached soils
were probably enriched in plant debris at this twhgear. These debris, that consist mainly
on humic substances (fulvic acids and humic aclim)e been accumulated for several weeks
before the above mentioned precipitations, whichewtae most important of the autumn,
occurred. The weathering of the soils in autumthiss at the origin of much high levels of
humic substances in the riverine waters. Many stutiiave shown that HS from soils and
fluvial waters form organomineral complexes of Hyghesiliency with various mineral
surfaces including Fe oxides (e.g. Tipping, 198lynkhi et al, 1999). Their role in the
mobility of Fe and Pb is probably of capital im@ote. Our results also show that humic
substances could determine in a great extent th@dad distribution of both metal entering
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the estuarine system; the distribution of Pb andiquaarly Fe in the various size fractions

being closely related to that of HS.

IV.3. Behaviour of Pb and of its various size fraction®ag the salinity gradient

Figure IV-5 displays the behaviour of the varioize dractions of Pb along the salinity
gradient. Particulate Pb (>0.45 um) concentratiese high at very low salinities (in the
range 45-430 nM at salinity 0) mainly because efphesence of a maximum turbidity zone
(MTZ) which is a common feature of the macrotidsiuaries. Concentrations of particulate
Pb normalised to SPM poorly varied along the sgligradient and over the year
(70+ 10 pg ¢ n=42). Thus a strong correlation was observetivéen PPb and SPM
concentrations (SPM = 3.25 PPb(nM) — 5.82, r2 98,% = 42). From the MTZ, particulate
Pb concentrations rapidly decreased in waters e particle charge.

Total dissolved Pb (<0.45 um) had, in all casesp@a-conservative behaviour with
strong negative deviations from linearity. Theseia#ons, indicative of a removal are
particularly obvious in the salinity range 0-10.eTiemoval of Pb from the <0.45 um fraction
is attributable to its redistribution to the pantatte phase. Examination of the behaviour of the
colloidal fractions under 0.45 um clearly indicatbsit Pb is removed from its dominant
fraction (300 kDa-0.22 um). In the lower fractionBp is removed only where it is
significantly found at salinity O (i.e. at conceattons above 50 pM). In the 50-300 kDa
fraction, the removal of the metal is obvious fourf months (June, July, September and
November) whereas it is observed only in Novembehe case of the 5-50 kDa fraction. In
the truly dissolved fraction, the behaviour of Pbriot clear because of its very low
concentrations. It is worth noting that behaviotiPb in the range 0.22-0.45 pm differs from
other fractions; the metal being occasionally addeal removed from this size fraction.
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The total dissolved Fe (<0.22 um) and total diss®lHS (<0.22 um) behaviours
along the salinity gradient are displayed in Figive6. Fe exhibited negative deviations
indicative of a removal. This removal was well etated to that of total dissolved Pb and its
intensity was linked, as for Pb, to the initial centration at salinity 0. The behaviour of HS
was more variable. Compare to Pb and Fe, HS comratiemts were closer to conservativity in
May and July. In November, although an additionuocd at low salinity, HS were removed
over the remaining part of the estuary.
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Figure 1V-6: Total dissolved Pb-, Fe- and HS-salinity distribng in May, July and November.

Fe behaviour in estuaries has been resolved smece/drk by Boyle, Sholkovitz and
co-workers (Boyleet al, 1977; Sholkovitzt al, 1978). These authors have shown that the

removal of iron in estuaries occurs because thevatea cations neutralize the negatively
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charged iron-bearing colloids allowing flocculatid?b has been suggested by some authors
to be removed from the dissolved fraction by thmeanechanism (Dai et Martin, 1995). Our
data showing the very close link between Fe anddPicentrations on one hand, and between
Pb and Fe colloidal distribution on the other hastdpngly confirm the Pb co-removal with
Fe oxides.

Our results also indicate that almost all Pb cdléiractions (from 5 kDa to 0.22 um)
are concerned by this removal. However, Pb seentsbeimg removed from the truly
dissolved fraction. About the 0.22-0.45 um fractiawo competitive phenomena could
explain why it is not always displaying negativevidéion. Pb could be probably removed
from this fraction but can also be added by codgriaf the smaller sized fractions.

In the Ob and Yenisey estuary, (Dai et Martin, )98t3served a removal of colloidal
Pb and not of the truly dissolved metal which isgreement with our finding. Conversely, in
the Venice Lagoon estuary, (Martet al, 1995) found a Pb removal only of the truly
dissolved forms despite the importance of the atdlofraction (58%). According to these
authors; the non-flocculation of colloids in thigseem ensues from the fact that organic
matter is produced in the estuary itself rathen th@ing derived from terrestrial sources.

A question remains about the behaviour of HS thchindt strictly follow that of Pb
and Fe. Humic substances are roughly composed oftypes of refractory organic acids:
fulvic acids (FA) and humic acids (HA). FA represerf0% of the HS pool in fluvial waters
(Aiken et al, 1985; Thurman, 1985; Nagast al, 2003) and are probably dominant in
estuarine waters. HA is thus a small fraction of i this fraction is the one that flocculates
during estuarine mixing (Sholkovitet al, 1978; Hunter et Liss, 1979; Pempkowiak et
Kupryszewski, 1980; Mantoura et Woodward, 1983;,A®84; Ertekt al, 1986). According
to Sholkovitz et al. (1978), this flocculation removes approximately &0 80% of the

dissolved humic acid.
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V. Conclusion

Over this study, the colloidal fractionation of Ras highlighted several points regarding the
input and the behaviour of this metal in the Peest@ary. First, dissolved Pb inputs by fluvial
waters occurred preferentially in periods of higkqgipitation/water discharge. A key period
that corresponds to the first strong autumnal pretions was revealed. At this time, the
mobilisation of lead is enhanced by the mobilisataf humic substances that have been
accumulated in the soils. Our data also shownRibats generally found as large colloids of
size over 300 kDa. However, association of the hveth smaller colloids (30-300 kDa) was
observed in autumn. In the mixing zone, the reithistion of dissolved Pb was systematic and
occurred in the salinity range 0-10. Because of #teng association of Pb with
organomineral complexes (probably iron oxides abatgh humic substances), the removal

of the metal occurs under flocculation of these plaxes.
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VI. Etude complémentaire du plomb colloidal

Dans cette partie, des informations concernaniolelp ont été ajoutées afin de décrire
avec une certaine homogénéité le comportement rdes métaux étudiés. Un traitement
similaire a celui appliqué au cuivre et au cadmammonc été réalisé. Il s’agit d’'une part de
décrire la répartition colloidale du plomb dansfraction dissoute (<0,45 um). Il s’agit
d’autre part d’estimer les flux de métal dans Igientes fractions et de rendre compte de

leur évolution entre I'entrée et la sortie de Ueste.

VI.1. Concentration et répartition du plomb dans les difentes fractions

colloidales

Afin d’obtenir une vue large et synthétique desultdéss, des regroupements de
fractions colloidales ont été effectués (Figure7l\V-Les colloides de haut poids moléculaire
désignent la fraction comprise entre 50 kDa et A5 les colloides de bas poids moléculaire
correspondent a la fraction 5-50 kDa. La fractiéellement dissoute (<5 kDa) est également
représentée sur cette figure.

Nos résultats montrent, tout d’abord, que les @d#l® de haut poids moléculaire
dominent largement la spéciation physique du plahgsous. Cette fraction compte, pour
'ensemble des données enregistrées, pour B®%6 (n = 42). L'association du plomb avec
cette fraction est particulierement importante di@sseaux fluviales (8% 12%, n =7) puis
celle-ci diminue le long du gradient salé. Dans dasix marines, la contribution de cette
fraction reste majoritaire mais n’est plus que de9% (n =7). Au contraire de ce qui est
observé pour les grands colloides, la contributiea colloides de faible poids moléculaire
ainsi que celle de la fraction réellement dissautgmente le long du gradient salé. Dans la
partie amont du systéeme, ces deux fractions neéseptent qu’'une faible part du plomb
dissous (13 12 et 2+ 1%, respectivement; n = 7). Dans la partie matamepntribution des
colloides de bas poids moléculaire est det 8% (n=7); celle de la phase réellement

dissoute est de 5% (n = 7).
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Figure IV-7 : Répartition du plomb (en %) entre les fractionBoidales de haut poids moléculaire
(50 kDa-0,45 pum), les fractions colloidales de fo@igls moléculaire (5-50 kDa) et la fraction réelsrndissoute

(<5 kDa) en fonction de la salinité.
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Comme le montrent nos résultats précédents (settiorparagraphe IV-3), cette
redistribution du plomb lors du mélange estuarieit étre expliquée par une plus forte
élimination du métal depuis les colloides de haidgpmoléculaire. Dans le cas du fer dissous
(<0,45 um), I'élimination est également particudigrent marquée dans cette fraction et
accompagne de maniere significative celle du pldRigure 1V-8). L’élimination du plomb
dissous en milieu estuarien résulterait donc ppaleiment de la floculation des oxydes de fer

de grande taille (>50 kDa) auxquels ils sont fogatrassociés.
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Figure V-8 : Part de Fe dissous associée aux colloides degphals moléculaire en fonction de la part
de Pb dissous associée a cette méme fraction|&arr les concentrations ne sont connues queldans
fractions comprises entre 5 kDa et 0,22 um; leadg&olloides (GC) correspondent donc a la gamntailtke

50 kDa-0,22 um. Dans le cas du plomb, les granliisides correspondent a la gamme 50 kDa-0,45 um.

La répartition du plomb entre les différentes fiats colloidales évolue peu lors du cycle
saisonnier. Cependant, il est & noter la partitélaiu mois de novembre pour lequel la
contribution des colloides de haut poids molécela@st relativement faible. Celle-ci
représente 53 12% (n =6) et est donc inférieure a celle obseried reste de l'année
(72+ 16%, n = 36). Comme montré précédemment, I'impbcades substances humiques,
dont la concentration est particulierement élevéeeatte période automnale de reprise des

précipitations, doit étre déterminante pour exmigeette différence.
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VI.2.  FElux
Les quantités de plomb apportées a l'estuaire @ditelive (flux bruts) et celles qui
quittent I'estuaire (flux nets) ont été évaluéeardes 4 fractions de taille suivantes :
- fraction réellement dissoute (<5 kDa) ;
- fraction liée aux colloides de bas poids molécaléintre 5 et 50 kDa) ;
- fraction liée aux colloides de haut poids molécaléentre 50 kDa et 0,45 um) ;

- fraction particulaire (>0,45 pm).

VI1.2.1.Calcul des flux pour les fractions dissoutes (<O4Bb)

Pour les 3 fractions dissoutes, les flux bruts éidt calculés a partir des concentrations
fluviales (G) moyennées pour les 7 campagnes de prélevemetstuées. Ces
concentrations ont ensuite été multipliées paelgEtdnoyen enregistré lors des prélevements.
Il est & noter que ce débit moyen (3,0,9 n? s*, n = 7) est trés proche de celui observé sur
'ensemble de l'année 2009 (2®8B,0nts’ n=365) ce qui assure une certaine
représentativité des flux calculés a I'échelle atleu Dans le tableau IV-3 sont regroupés les
résultats des estimations des flux bruts ainsidpgeconcentrations fluviales ayant permis la
détermination de ces flux.

Tableau 1V-3 : Estimation des concentrations fluviales moyenneies flux bruts de plomb dissous (avec leur

intervalle de confiance & 95%). Le débit moyeriaéiest de 3,03 s’

Fraction n|Co(nM) | IC 95% | flux brut (kg an™) | IC95%
RD (<5kDa) 7 0,005 0,002 0,10 0,03
PC (5-50 kDa) T 0,04 0,04 0,9 0,9
GC (50 kDa-0,45 um)7| 0,26 0,08 5,2 1,7
TD (<0,45um) | 7 0,31 | 0,10 6,2 2,0

Les flux nets pour les 3 fractions dissoutes (<@Af ont été calculés a partir des
concentrations théoriques a salinité @,&o). Ces concentrations sont déterminées selon la
méthode de Boylet al. (1974). Cette méthode consiste en une extrapolal#ola droite de
régression effectuée dans l'intervalle de saliotide métal devient conservatif. Cet intervalle
de salinité a été choisi de facon a obtenir I'vile de confiance a 95% sur la valeur de

Cins=0) le plus faible possible. Dans la littérature, téirvalle de salinité est généralement
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choisi de facon a obtenir la valeur la plus élepéssible pour le coefficient de corrélation r?
(e.g. Michelet al, 2000). Cependant, dans le cas de notre étudepteentrations en plomb
évoluent peu en fonction de la salinité. La pemtdaddroite de dilution est alors trés faible et
ceci peut engendrer une grande erreur sur 'esbmate Gys-0) par cette méthode. Il est a
noter que pour les 2 autres métaux étudiés (Cdigtdont les calculs de flux figurent en fin
de chapitre V et VI, la méthode utiliseée pour laed@ination de ¢s-gest par contre la
méthode maximisant la valeur de r2. Une fois lekewa de Gs-0) déterminées (aprés
régression meneée sur I'ensemble des données derpagnes de prélevement), les flux nets
sont calculés en multipliant ces valeurs par latdiklvial moyen. Dans le tableau 1V-4 figure
le nombre de points utilisés pour chaque régredsiéaire, les parameétres de cette régression
linéaire (pente et ordonnée a l'origine), ainsi tpgerésultats des calculs de flux nets.

Tableau IV-4 : Estimation des concentrations théoriques a s@lihit des flux nets de plomb dissous (avec leur
intervalle de confiance & 95%). Le débit moyeriaéiest de 3,03 s’

Fraction n | Pente (pM)| Cins=0)(PM) [1C 95% | flux net (kg an™) | 1C95%

RD (<5kDa) 37 -0,003 5 2 0,11 0,03
PC (5-50 kDa) 23 -0,058 21 11 0,41 0,21
GC (50 kDa-0,45 pum)19 -0,29 40 14 0,79 0,26
TD (<0,45 pm) 26 -0,56 71 17 1,40 0,33

VI.2.2.Calcul des flux pour la fraction particulaire (>064um)

Les quantités annuelles de plomb particulaire apgperpar la riviere ont été calculées a
partir de la quantité de matiere en suspensioraeinttans I'estuaire de la Penzé et de la
concentration moyenne en métal dans les particfilesales. Le flux de matiére en
suspension étant de 3%y an' (Verneyet al, 2008) et la concentration moyenne de plomb
particulaire de 6& 3 pg @' (n = 14), cela représente un flux brut de 20D kg af-

Les quantités de métal particulaire exporté verdolmaine cotier sont calculées de la méme
maniére. Le systeme étant a I'équilibre (Verretyal, 2008), la quantité de particules
exportés est aussi égale a 8 k§ ari’. La teneur moyenne des particules en plomb endaeval

I'estuaire étant de 727 pug g (n = 14), il en résulte un flux net de 2421 kg art.
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VI.2.3. Flux bruts et flux nets du plomb dans I'estuairdalPenzé

La figure IV-9b représente les flux des différenfeactions de taille du plomb
(exprimées en g dnselon une échelle logarithmique). Le plomb esbmii@jirement apporté a
l'estuaire sous forme particulaire (~ 200 kg'gnle flux de métal particulaire étant d’au
moins un ordre de grandeur supérieur au flux dendidsous. Dans le compartiment dissous
(<0,45 um), les apports sous forme de colloidebale¢ poids moléculaires sont dominants
(~5kgaff). lls dépassent ceux de la fraction colloidale ks poids moléculaire
(~1kgaff) et sont largement supérieurs a ceux de la fractiéellement dissoute
(~ 0,1 kg aft).

Les flux exportés vers le milieu marin (flux nesght également dominés par le plomb
particulaire (Figure IV-9a). Le flux de métal pattiaire (~ 220 kg af) dépasse de 2 ordres
de grandeur celui en métal dissous (~ 1,4 kb).abans la fraction dissoute, le flux net reste
majoritairement constitué de métal lié aux granobotdes (~ 0,8 kg al). Cependant ces
quantités sont concurrencées par celles des fractie taille inférieure (~ 0,8 et 0,1 kg'an

respectivement).
a) Flux bruts b) Flux nets
RD v RD H—|
GC
P
1.E+01 1.E+02 1.E+03 1.E+04 1.E+05 1.E+06 1.E+01 1.E+02 1.E+03 1.E+04 1.E+05 1.E+06

-1 -1
gan gan

Figure 1V-9 : Flux de plomb a I'entrée (flux bruts) et a la 8o(flux nets) de I'estuaire de la Penzé. RD :
fraction <5 kDa; PC : fraction colloidale compresgtre 5 et 50 kDa; GC : fraction colloidale compestre
50 kDa et 0,45 um; P : fraction >0,45 um.
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a) Flux nets - Flux bruts b) Flux nets / Flux bruts
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Figure 1V-10 : Bilan absolu et relatif des flux de plomb danstimire de la Penzé. RD : fraction <5 kDa; PC :
fraction colloidale comprise entre 5 et 50 kDa; Gfaction colloidale comprise entre 50 kDa et Q45; P :

fraction >0,45 um.

La figure IV-10 illustre les échanges s’opérant sein de |'estuaire entre les
différentes fractions de taille. Ces échanges o@td@duits des flux bruts et nets et sont
exprimés a la fois en quantités absolues (FigurE0&) et en quantités relatives (Figure
V-10b). lls montrent un enrichissement de la f@actparticulaire lié a un transfert de métal
depuis la fraction dissoute. La floculation des deg/ de fer, phénoméne identifié comme
étant responsable de ce transfert, agit principahéraur la fraction colloidale de haut poids
moléculaire. La "perte" de métal dans cette fractet de I'ordre de 80%; elle est d’environ
50% dans la fraction colloidale de bas poids mdéde Il est a noter que la fraction
réellement dissoute apparait peu affectée pardestert du métal dans le gradient salé

estuarien.
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l. Introduction

De nombreuses études conduites en laboratoire retesterrain ont montré sans
ambiguité que le cadmium lié a la matiére en suspenest désorbé lorsque les eaux de
riviere se mélangent avec I'eau de mer (Edmendl, 1985; Elbaz-Poulichett al, 1987;
Shiller et Boyle, 1991; Boutieet al, 1993; Zwolsmaret al, 1997). Le diagramme de
meélange du Cd dissous en milieu estuarien se pgeéslEmc systématiquement selon une
courbe en forme de "cloche". Dans la premiére @aiti mélange, I'intense remobilisation du
cadmium depuis les particules en suspension seitna@ar une augmentation significative de
la concentration en métal dissous. Puis, la secqmatie du mélange se caractérise
généralement par une simple dilution des concentiavec les eaux marines moins riches
en cadmium (Dange, 2002). Si le cadmium est soudenné comme exemple typique
d’élément présentant une anomalie positive lorsndilange estuarien, les mécanismes a
'origine de cette désorption depuis le matériettipalaire ne sont pas encore bien cernés.
Paalmaret al. (1994) ont proposé une compétition avec le calciumles sites de sorption
comme étant le mécanisme majeur de la désorptescélculs de spéciation (Comans et Van
Dijk, 1988) indiquent une association préférentielu métal désorbé avec des ligands
inorganiques (chlorures en particulier). Cependastmesures effectuées dans de nombreux
systemes (Wellst al, 1998; Muller, 1996; Waelext al, 2004; Waelest al, 2005) montrent
gue la complexation organique pourrait jouer urer@dl moins aussi important que la

chlorocomplexation.

Les études ayant examiné le fractionnement collaidaadmium en milieu estuarien
montrent généralement une présence accrue du detalles fractions de tres faible poids
moléculaire (e.g. Dadt al, 1995; Weret al, 1999). Ces études montrent également une forte
anomalie positive en cadmium dans ces fractionpliesriches en métal. Cependant, le faible
nombre de fractions considérées par ces étudegr@ément 2), ainsi que I'échantillonnage
mené dans la plupart des cas de facon ponctuelfemeettent pas toujours de comprendre

avec précision comment s’exerce le contréle du artement du métal.
Lors de notre étude de l'estuaire de la Penzé, raatibnnement colloidal sans

précédent a été mené (7 fractions). La prise enptmmon seulement de I'ensemble du

gradient salé mais aussi du cycle saisonnier @ais permettre :
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- de mettre en évidence les différents facteurs pausantréler les concentrations
en cadmium dans l'estuaire.

- d'examiner comment s’effectuent les échanges eletse différentes fractions
physico-chimiques.

- détablir des bilans pour les différentes fractiammsidérées a l'entrée et a la

sortie du systeme.
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Il. Variations saisonnieres du cadmium particulaire etdu cadmium total

dissous

La figure V-1 présente les variations saisonni@escadmium particulaire (fraction

>0,45 um). Sur I'ensemble de l'estuaire, les cotraedions sont comprises entre 0,6 et

5,7 ug ¢
35
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.
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Figure V-1 : Variations saisonniéres du cadmium particulgirg g*) dans I'estuaire.

Les concentrations en cadmium particulaire sonthes de 2,0 ug'gdans la partie
amont du systeme et diminuent rapidement avec ieungation de la salinité. Dans les eaux
marines, des teneurs trés variables sont obsesed@s la période I'année. Dans cette partie
de I'estuaire, de faibles teneurs sont mesuréesiven (inférieures & 1,0 pgly Celles-ci
augmentent au cours du printemps et de I'été amemaximum au mois de juillet. Il est a
noter que l'augmentation entre le mois de juin eetmois de juillet est particuliéerement
importante ; les teneurs en métal dans les pagcphssant d’environ 2 ug @ 5,7 pg @.
Les teneurs diminuent ensuite en automne pouruetrodes valeurs conformes a celles

observées en hiver.
La figure V-2 présente les variations saisonnidresadmium « total dissous » dans la

fraction <0,45 um (TDCd). Dans l'estuaire de la #gres teneurs en cadmium dissous ont

varié au cours de l'année 2009 entre 0,02 et M9Qes concentrations sont proches de

125



Chapitre V : Variations saisonnieres et comportetmiencadmium colloidal

celles observées lors d’'une étude conduite dammérre estuaire en 2001 avec des valeurs
comprises entre 0,06 et 0,46 nM (Waedeal, 2005).

Salinité

Figure V-2 : Variations saisonniéres du cadmium dissousrig tte I'estuaire.

Les variations en cadmium dissous sont trées masqgleéng du gradient salé. Les
teneurs sont relativement faibles dans la partierdrde I'estuaire. En effet, pour des salinités
inférieures a 2, les concentrations sont genéraliemérieures a 0,05 nM (0,03 £ 0,02 nM ;
n=14). Les teneurs en métal augmentent fortermerd des salinités plus élevées et un
maximum est observé a mi-estuaire. Ce maximumtge autour de 10 de salinité au mois de
février. Il se déplace par contre vers des salrst@eérieures (autour de 20) le reste de 'année.
Les eaux marines sont quant a elles caractérig@edeg concentrations proches de 0,10 nM
(aS=34:TDCd =0,10 = 0,03 nM).

Lors du cycle saisonnier, les teneurs en cadmiussods les plus élevées sont
observées en février. Une forte diminution des eatrations en métal dissous de I'hiver a la
fin de I'été est constatée sur I'ensemble de lastu Au mois de septembre, les teneurs a
mi-estuaire sont trois fois plus faibles que cek#segistrées en hiver. A l'automne, les

teneurs augmentent a nouveau et atteignent dagrsamches de celles rencontrées en hiver.

La présence d’'un maximum a mi-estuaire est unetarstique générale du cadmium
dissous en milieu estuarien. L’enrichissement etahtissous a été attribué a la désorption
du métal a partir des particules en suspension ¢iBdrat al, 1985; Elbaz-Poulichedt al,

1987). Dans notre cas, ce phénomene permet awsliduer la diminution concomitante
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des teneurs dans la fraction particulaire. Le cateprent du cadmium dans la zone de
mélange sera examiné de facon plus détaillée agassdtion V de ce chapitre, en relation
avec la répartition du métal dans les différentastions colloidales.

Les variations observées au cours du cycle saisommdntrent clairement une forte
diminution des teneurs en métal dissous (<0,45 pm)printemps et en été ainsi qu’une
augmentation concomitante des teneurs en métalicydaite. Ces variations sont
vraisemblablement liées au développement du phatopdn (Mart et Nirnberg, 1986; Shiller
et Boyle, 1991; Wangerskst al, 1989). L'effet du phytoplancton sur les concetireas en
cadmium dissous et particulaire peut étre diregtie & I'absorption du métal; il a été montre,
notamment en milieu océanique, que cette absormiolieu lors de l'assimilation du
phosphate (Saageet al, 1992). Un effet indirect peut aussi étre envisagg le
développement du phytoplancton induit généralemeet augmentation du pH des eaux ce
qui peut favoriser I'adsorption du métal sur lestipales en suspension (Zwolsman al,
1997). Cette utilisation du cadmium dissous pahgtoplancton est mise en évidence sur la
figure V-3. En effet, celle-ci montre que les terseles plus faibles en métal dissous
(moyennées sur I'ensemble de I'estuaire) sont mrenées lorsque le phytoplancton présente

un bon état physiologique (rapport ehl phaeopigments éleve).

0,20

0,16

0,12 +

o

o

[ee)
1

TDCd (nM)

0,04 +

0,00 T T T

chl a/phaeo

Figure V-3 : Relation entre le cadmium total dissous et jpaat chla/ phaeopigments. Chaque valeur

correspond a une moyenne effectuée sur I'ensenibigatlient salé pour une campagne de prélévementdo
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1.  Concentrations et répartition du cadmium dans les ifférentes

fractions colloidales

La figure V-4 présente les concentrations en cadmilissous dans les différentes
fractions colloidales (5 kDa-0,45 um) et dans #tion réellement dissoute (<5 kDa). Selon
nos résultats, le cadmium se présente majoritaimeoens les fractions colloidales. En effet,
les formes colloidales du cadmium représentent 8% #n = 42) de la fraction <0,45 pum. |l
est important de remarquer que la contribution adngum réellement dissous n’est pas
négligeable puisqu’elle représente 22 + 8% (n = 42)

Contrairement au plomb, la répartition du cadmiwmsain des différentes fractions
colloidales et de la fraction réellement dissowteparmet pas de distinguer une affinité du
cadmium pour une fraction particuliere. Toutefdes,cadmium semble préférentiellement
associé aux trois fractions colloidales de plubléapoids moléculaire. Il s’agit surtout des
fractions 5-10 et 10-30 kDa et dans une moindreuneede la fraction 30-50 kDa.

Afin d’obtenir une vue plus large et synthétique des résultats, les fractions
colloidales ont été rassemblées de maniere a egafainépartition du métal dissous entre les
colloides de haut poids moléculaire (50 kDa-0,45 pah les colloides de bas poids
moléculaire (5-50 kDa). La contribution de la frantréellement dissoute (<5 kDa) a aussi
été ajoutée (Figure V-5). Dans un premier tempsyéiations le long du gradient salé seront
présentées. Nous examinerons ensuite celles cormgapt aux différentes saisons.

1.1 Variations le long du gradient salé

Dans les eaux fluviales (salinité 0), le cadmiurtnassocié de facon significative avec
la fraction de haut poids moléculaire. Cette asdmri est particulierement importante dans
certains cas (mois de février, mai, juillet et sembre) puisqu’elle représente plus de 60% du
métal total dissous. Dans cette zone de I'estulréraction réellement dissoute représente
une part relativement faible (15 + 7%, n = 7). bad du gradient salé, cette répartition est
rapidement modifiée. Les colloides de bas poidsoubhire dominent alors la spéciation du
métal sur un large domaine de I'estuaire. Par el&nagmi-estuaire, ou les concentrations les
plus élevées en métal total dissous sont générateoieservées, cette fraction représente
60+£5% (n=7). Il est a noter que la part de rizction réellement dissoute (<5 kDa) a
tendance a augmenter avec la salinité; celle-csgrasde 15+ 7% (n =7) dans les eaux
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fluviales a 27 £ 8% (n = 7) dans les eaux mariseg,une augmentation proche d’'un facteur
2.
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Figure V-4 : Concentration en cadmium (nM) dans les différefretions <0,45um en fonction de la salinité.
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100%

O<5kDa 8%

60%
@5-50 kDa
40%

850 kDa-0,45 um
20%

0%

100% Mar 100% Mai

80% 1 80%

60% 1 60%
40% 1 40%

20% 1 20%

0%

0%

Juin Juil

100% 100%

%Cd/TDCd

80% A 80%

60% 60% A
40% 1 40% T

20% A 20%

0% 0%

Sep Nov

100% 100%

80% - 80%

60% 60%
40% - 40%

20% A 20%

0% 0%

Salinité
Figure V-5 : Répartition du cadmium (en %) entre les fractionifo@dales de haut poids moléculaire

(50 kDa-0,45 um), les fractions colloidales de o@isls moléculaire (5-50 kDa) et la fraction réelrndissoute

(<5 kDa) en fonction de la salinité.
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[11.2  Variations saisonniéres

Des différences saisonnieres peu marquées sontvébsedans la répartition du métal
entre les différentes fractions représentées amdiy/-5. Un examen plus approfondi des
données indique toutefois une association plus itapte du cadmium avec les colloides de
bas poids moléculaire en hiver (56 + 11%, pourmnhess de Février, Mars et Novembre) en
comparaison avec le reste de I'année (46 + 13%).

Des difféerences plus significatives sont par contleservées dans [I'évolution
saisonniere de la fraction réellement dissoutefiguzre V-6 montre, en effet, que la part de
cadmium réellement dissous (moyennée sur I'ensedl&stuaire) est plus importante dans
la période printemps - été. Ces résultats sonli€x eevec ceux relevés dans le méme systeme
par Waeleset al. (2005) pour l'année 2001. Ces auteurs ont réatls6 mesures
électrochimiques de métal labile a I'électrodel@n file mercure. lls ont également observé
une part élevée de cadmium labile (par rapport atalmtotal dissous) a la période
printemps - éte.

1,4 0,40
O RDCd/TDCd (année 2009)
15 ® |abCd/TDCd (année 2001) | 0,35
o - 0,30
1 [ [ ]
© L gl
O L
a) o ° 025 8
g o8- ° o =
S o © ° 5
k= o L 020 8
| 0 o
0,6 - 0
[ - 0,15
0,4
: PY - 0,10
([
0,2 T T T T T T T T T T T 0,05

Figure V-6 : Variations de la contribution du cadmium réelindissous (RDCd) au cadmium total dissous
(TDCd) lors de I'année 2009 dans I'estuaire dednz@. Ces variations sont comparées a celles gontap
cadmium labile (LabCd) / TDCd lors de I'année 2@Q@daeleset al. 2005). Chaque rapport est moyenné sur

'ensemble de I'estuaire.
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Deux résultats intéressants peuvent étre déduitettie préceédente constatation. D’'une
part, le métal présent dans la fraction inférielae5 kDa pourrait présenter une
biodisponibilité supérieure a celle trouvée dandréetion colloidale. Certains composés
présents dans cette fraction, tels que des ionsslibydratés ou des composeés inorganiques
(de type chlorocomplexes dans le cas du cadmiumj sonnus pour étre facilement
assimilables (e.g. Van Ginneken al, 2001; Vignatiet al, 2005). Nos résultats suggerent
gue les complexes formés avec les petites entitfEnimues, tels les acides fulviques ou les
acides aminés, présentent également une biodisfiéniton négligeable. D’autre part, cette
constatation permet aussi d’expliquer comment staxde controle des concentrations en
métal dans I'estuaire (Section Il) : en hiver,iste peu de composés labiles indiquant une
association préférentielle du métal avec des ligardaniques fortement complexants plut6t
présents dans la fraction colloidale. En été, latrdmtion du métal labile est élevée. La
biodisponibilité accrue du cadmium coincidant aueac période de développement du
phytoplancton, il en résulte des concentrationsnefal « total dissous » beaucoup plus
faibles sur 'ensemble du systeme. Il en ress@siales concentrations plus importantes dans
les particules, surtout dans la zone aval de l&@stuou l'influence du bouchon vaseux est

moins marquée.
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IV. Importance de la fraction colloidale du cadmium : omparaison avec

les données de la littérature

Le tableau V-1 présente, pour différents systernsasdens, la part que représente le
cadmium colloidal au sein de la fraction totalesdige (selon les études, inférieure a 0,2, 0,4
ou 0,45 um). Dans les études réalisées sur cetegtérta limite souvent utilisée pour
distinguer la fraction colloidale de la fractioreiément dissoute est 10 kDa. Pour pouvoir

mener une comparaison directe avec ces étudesésuats ont aussi été exprimés en tenant

compte de cette limite.

Tableau V-1 : Part de cadmium colloidal dans la fraction toth#soute dans différents systémes estuariens.

_ L Limites utilisées pour | % Cd
Estuaire Références S COD (uM )
la fraction colloidale | colloidal
Baie de San | Safudo-Wilhelmy
_ 0-32 60-120 10 kDa-0,2 um 0-9
Francisco et al. (1996)
Baie de
Wellset al.(1998) | 25-30 8 kDa-0,2 um 6-11
Narragansett
Rhoéne Dakt al.(1995) 0-38 80-150 10 kDa-0,4 um 0-38
Baie de
Wenet al. (1999) 0-34 100-350 10 kDa-0,45 pm 7-41
Galveston
Lagon Venise| Martiret al.(1995)| 0-36 120-320 10 kDa-0,4 um 1-63
) Dai et Martin
Ob et Yenisey 0-35 80-600 10 kDa-0,4 pm 1-76
(1995)
Estuaires du
Sud de Muller (1996) 20-35|  100-700 3kDa-0,4 pm 5-72
I’Angleterre
Penzé Cette étude 0-3% 100-500 10 kDa-0,45 pum 39-86

En premier lieu, il est a noter que la part quet peprésenter le cadmium colloidal au
sein d’'un méme systeme est tres variable. Cependanpeut distinguer, d'une part, les
systemes pour lesquels la fraction colloidale dtah&st minoritaire. C'est le cas par exemple
de la baie de Galveston, de I'estuaire du Rhéadadaie de Narragansett ainsi que de la
Baie de San Francisco. Dans ces deux derniersprizmiloution du cadmium colloidal est

particulierement faible (<10%). Il existe, d'autpart, des systemes dans lesquels cette
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contribution peut devenir majoritaire : c’est lescatamment du Lagon de Venise et des
estuaires de I'Ob et de I'Yenisey. Dans l'estualeela Penzé, nos résultats montrent que

I'association colloidale du cadmium est partic@iment élevée.

Les macromolécules organiques, constituants prawocipdes colloides, offrent une
capacité de complexation élevée au regard du nodebsites disponibles par unité de masse
(Santschiet al, 1995). Cependant, la capacité des macromoléaubesnplexer ce métal est
concurrencée par celle des constituants organidgéaible poids moléculaire ou des ligands
inorganiques tels que les chlorures. Les différerateservées d’'un systeme a l'autre dans le
partage du cadmium entre la fraction colloidalka dtaction réellement dissoute doivent alors
étre fonction de I'importance et de la nature duémel organique (en particulier de son
pouvoir complexant vis-a-vis du cadmium) dans chaade ces fractions. Il est intéressant de
constater que les systéemes, ou la part de cadnolloidal est élevée, présentent des teneurs
en COD particulierement importantes. Cependantésaltat est a prendre avec précaution
car la nature de la matiére organique présente cEmsystemes est probablement différente.
A titre de comparaison, Martiet al. (1995) indiquent une production locale importashela
matiere organique dans le Lagon de Venise alorgelle-ci a une origine plutdt continentale

(foréts, lacs, marécages) pour les estuaires dedi@e I'Yenisey (Dai et Martin, 1995).

A ce niveau de la discussion, il peut étre impdrthnciter les travaux ayant examiné
le pouvoir complexant des ligands organiques wssadu cadmium a la fois dans la fraction
colloidale et dans la fraction réellement dissolutétude de Wellset al. (1998) indique que
les ligands organiques du cadmium dans la baieateajansett (domaine de salinité 25-30)
résident majoritairement dans la fraction réellentissoute (<1 kDa). Ces ligands excédent
d'un ordre de grandeur les concentrations en cadmet présentent des constantes
conditionnelles de I'ordre de %0il en résulte une complexation organique élevaesdce
systeme (70-80%). Dans le méme sens, les travauder (1998 et 1999) indiquent que les
eaux cotieres (S>30) du Forth of Clyde présentetades ligands organiques aux
caractéristiques proches de ceux de la baie deadlsett (ligands présents dans la fraction
réellement dissoute et constantes conditionnellescomplexation de l'ordre de
Cependant, la concentration de ces derniers éhativement faible vis-a-vis du cadmium, la
part de métal organique est plus faible (enviroAB0Dans ce systeme, il doit aussi étre
mentionné I'origine plutdt marine de ces ligandsu(ler, 1999). L'étude de Muller (1996)

montre par contre des résultats significativeméiférénts dans le cas de systémes estuariens
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du sud de I'Angleterre. Dans ceux-ci, la part dardids organiques présents dans la fraction
colloidale est plus élevée (entre 40 et 60% gémdeht). Dans I'estuaire de Beaulieu en
particulier, [systéme caractérisé par de relativeniaibles concentrations en Cd (environ
0,2 nM), de fortes teneurs en matiére organiqued&Q00-700 uM ; Turneet al, 1998) et

en substances humiques dont la taille varie enge4D nm (Muller, 1996)] la majorité des
ligands organiques capables de complexer le métedspond a des composés colloidaux. |l
en résulte une part de métal colloidal relativememgortante (entre 42 et 70%) dans cet

estuaire.

L’'estuaire de la Penzé présente des caractéristigumysiques (débit, marnage,
concentrations en particules en suspension) etighea (Cd, COD, substances humiques)
tres proches de celui de Beaulieu. Il est remailgudd constater que cette similitude s’étend
aussi a la répartition du cadmium entre la phatieidale et réellement dissoute. Dans notre
systeme, les résultats indiguent qu’il existe umeétation significative entre la part de métal
colloidal et la part de substances humiques callegd(Figure V-7). Ceci suggeéere que les
substances humiques, dont l'origine est essentielie continentale, exerce un controle

important de la spéciation du cadmium dans ce dgpgystéme estuarien.

100%
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Figure V-7: Part de substances humiques colloidales danscliofia<0,45 um en fonction de la part de

cadmium colloidal dans la fraction <0,45 pm. Lesrd®es concernent la gamme de salinité 0-25.
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V. Comportement des différentes fractions de taille lédong du gradient
sal

(O

V.1 Résultats

La figure V-8 présente le comportement des diffigeriractions du cadmium le long
du gradient salé au cours de I'année 2009. Le aadnotal dissous (<0,45 um) a, dans tous
les cas, un comportement non conservatif avec arie &nomalie positive par rapport a la
droite théorique de dilution. Ces anomalies indiquen enrichissement en métal, lequel se
traduit par une augmentation des concentrationgujasmi-estuaire. Les teneurs en métal
diminuent ensuite vers I'aval sous I'effet probabént d’une dilution avec les eaux marines
présentant des teneurs plus faibles. Le maximumadmium total dissous est généralement
situé a une salinité comprise entre 15 et 20. Gigoandeux situations se détachent de cette
observation générale. Au mois de février, le maximast trouvé a 10 de salinité et celui-ci
est particulierement intense (0,39 nM). Au moigudiet, il est par contre observé dans des
eaux présentant un fort caractere marin (salirg)é 2

L’étude du comportement des fractions colloidalefgrieures a 0,45 um indique
clairement que I'enrichissement en cadmium dissmurgerne essentiellement les fractions
inférieures a 50 kDa. En effet, dans ces fractibasgmentation des concentrations en métal
est considérable. Entre les eaux fluviales, ots edtt généralement inférieures a 0,01 nM et
le mi-estuaire ou elles sont maximales, un factamgmentation proche de 15 est constaté
pour chacune des trois fractions (10-50 kDa, 5128 &t <5 kDa). Il est a noter qu’au mois de
février, 'augmentation particulierement intenserdétal total dissous est liée principalement
a un enrichissement de la fraction 5-10 kDa. Pettedraction un facteur d’enrichissement
proche de 30 a été calculé entre 0 et 10 de salinit

Pour les trois fractions supérieures a 50 kDa ¢(uggges dans la figure V-8b),
I'enrichissement en cadmium est par contre peufgigtif puisque le facteur d’augmentation
(calculé entre salinité 0 et 20) est généralemdétieur a 3.
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Figure V-8 : Comportement des différentes fractions du cadmaitarig du gradient salé.
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V.2 Discussion

V.2.1 Comparaison avec d’autres systémes estuariens

Plusieurs travaux ont examiné le comportement dé&detion colloidale et de la
fraction réellement dissoute du cadmium dans lee zt& mélange estuarienne (Rial,
1995; Dai et Martin, 1995; Safiudo-Wilhelney al, 1996; Wenet al, 1999). Ces études
montrent, comme dans notre cas, un comportementcaongervatif du métal total dissous
avec une anomalie positive importante. Dans leesyss présentant une tres faible part de
métal colloidal, il n'est pas surprenant que lag@omalie positive soit liée essentiellement
a une augmentation en métal réellement dissouss Rdpaie de San Francisco par exemple,
la part de métal colloidal est inférieure a 109d’@atomalie observée pour le métal total
dissous est d’un facteur 3 environ par rapportd@dae de mélange théorique. Il en résulte un
profil quasiment identique du cadmium réellemergsdus et du cadmium total dissous.
L’exemple de la Baie de San Francisco est cepermatitulier en terme de représentativité
de la fraction colloidale. Dans les autres systéétediés (Daiet al, 1995; Dai et Martin,
1995; Weret al, 1999), bien que la fraction réellement dissooiermajoritaire, il existe tout
de méme une participation notable de la fractiolofale a I'anomalie positive. Par
exemple, I'étude de Weet al. (1999) dans la baie de Galveston, montre une aoigien
(dans la gamme de salinité 0-30) d’'un facteur emviv non seulement de la fraction
réellement dissoute du cadmium mais également ffadton colloidale comprise entre 1 et
10 kDa.

V.2.2 Processus a l'origine de I'anomalie positive

Le comportement du cadmium dans les estuairesiestdncumenté. Les travaux
menés sur cet élément ont systématiquement momtefinichissement marqué dans la phase
dissoute (Chiffoleaet al, 1994; Chiffoleatet al, 1999; Chiffoleatet al, 2001; Zwolsmaret
al., 1997; Kraepielet al, 1997). Cet enrichissement a généralement étéigitra la
désorption du métal depuis les particules en sssper{Comans et Van Dijk, 1988). Cette
désorption est liée a 'augmentation de la foraeigoe au cours du transit estuarien des
particules. Les expériences de Paalmeéiral. (1994) indiquent que cette désorption est le
résultat d’une compétition entre les ions*Cet les ions Cd sur les sites d’adsorption des

oxydes de fer et de manganese. Les calculs deasp@cont suggéré que cette désorption est
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favorisée par la formation de chlorocomplexes (€uet al, 1981; Comans et Van Dijk,
1988). D’autres travaux ont par contre montré llicgtion des ligands organiques dans la
complexation du cadmium dissous (Waltsal, 1998; Waelest al, 2004; Muller, 1996).

Dans l'estuaire de la Penzé, 'augmentation du dawindans la fraction réellement
dissoute est probablement due a la formation de@tbmplexes. Cependant, I'association du
métal avec des entités organiques de petite tadlepeut étre complétement écartée.
L’augmentation du cadmium dans les fractions cddt#s de bas poids moléculaire doit,
guant a elle, étre liée a la formation de complexganiques. La complexation organique du
cadmium peut étre importante en milieu estuariem.p@int a été souligné et a fait I'objet

d’une discussion dans la section précédente (seldt)o

V.2.3 Position du maximum

Dans cette discussion sur le comportement du cadmiupeut étre important de
considérer également la position du maximum en Inréeaquant généralement la fin de
I'enrichissement en cadmium dans la fraction totidsoute. Selon les travaux de Chiffoleau
et collaborateurs (Chiffoleaat al, 1994; Chiffoleauet al, 2001) deux facteurs semblent
contrbler la position du maximum. Dans les zonés turbides, le relargage depuis les
particules en suspension est limité par la présemgortante de sites d’adsorption. La
désorption du cadmium n’est alors observée qu'es du bouchon vaseux. Le facteur
cinétique est également important a considéreppkition du maximum en métal dépendra
alors du temps de résidence des eaux dans I'estuair

Dans le cas de l'estuaire de la Penzé, Tessier2j280montré que le temps de
résidence est proportionnel au débit et inversemeogortionnel au carré de I'amplitude de
marée. Nos prélevements conduits de mars a segambeté effectués en mortes-eaux et en
période d'étiage (débit <2,5%s?). Dans ces conditions correspondants a des teraps d
résidence trés courts (inférieurs a 6 jours, tabMe), la désorption du cadmium s’opere
jusqu'a des salinités relativement élevées. Patreptes prélevements du mois de Février,
effectués en période de crue, sont caractériséarpggmps de transit élevé (>20 jours). Nos
résultats montrent que dans ces conditions, larpiéso de métal s’effectue dans une gamme
de salinité plus faible. Il est & noter égalemert lgs faibles teneurs en matiere en suspension
enregistrées en février favorisent une désorptigitqre du métal le long du gradient. En
effet, une augmentation rapide des teneurs esnaeselans la zone de salinité 0-5 ce qui

n’est pas le cas lors des autres préléevements.
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La particularité du profil observé au mois févnEurrait aussi étre expliquée par une
complexation du cadmium par des ligands organigieeshature différente. Nos résultats
montrent, en effet, une contribution importante deoides de trés faible poids moléculaire
(5-10 kDa) a l'anomalie positive. Ces ligands paignt présenter des propriétés

complexantes élevées favorisant une désorptionrphide du métal.

Tableau V-2 : Caractéristiques physiques des prélévements dsrdes de I'année 2009 dans I'estuaire de la
Penzé (Temps de résidence estimés d'aprées lesikradedal essier (2002)) ; la valeur entre parenthpsasle
débit correspond a une variation du débit entfedede prélévement et trois jours avant, (+) dignine

augmentation du débit et (-) une diminution du tébi

Date Débit (m s?) Marnage (m)| Temps de résidence (jolrs)
6-Fev 8.6 (+1.3) 4,2 26
23-Mar 2.3(-0,1) 4,7 6
4-Mai 2.0(-0,6) 4,7 5
2-3uin 1,0(-0,1) 4.6 2
17-Juil 0,7(+0,0) 38 2
15-Sep 0,4(+0,0) 4.4 1
13-Nov 6,4(+4,6) 5,5 10
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VI. Flux

Les flux de cadmium ont été estimés a I'entrée latsortie de I'estuaire de la Penzé. lIs
sont exprimés a I'échelle annuelle. Leur représpitiaen terme de bilan annuel ainsi que les
modes de calcul exacts de ces différents flux sapbsés dans le chapitre IV (section VI,
paragraphe VI-2). Dans les tableaux V-3 et V-4t segroupés pour le cadmium dissous les
résultats des estimations des concentrations fes/ig ainsi que celles des concentrations
théoriques a salinité 0 {{&-0) ayant permis la détermination des flux entrafit (oruts) et
des flux sortants (flux nets). Le calcul des fluxtb et nets de cadmium particulaire selon le
modele exposé en fin de chapitre IV (section Virageaphe VI-2) donne des valeurs de

6,9+ 1,0 et 4,6+ 1,0 kg aff, respectivement.

Tableau V-3: Estimation des concentrations fluviales moyeratetes flux bruts de cadmium dissous (avec leur
intervalle de confiance & 95%). Le débit moyeriaéiest de 3,03 s’

Fraction n | Co(nM) |IC 95% | flux brut (kg an™) | IC 95%
RD (<5 kDa) 7 0,004 | 0,001 0,04 0,01
PC (5-50kDa) | 7 0,010 | 0,003 0,11 0,03
GC (50 kDa-0,45 unj)7| 0,015 | 0,006 0,16 0,07
TD (<0,45pum) | 7 0,029 | 0,007 0,31 0,07

Tableau V-4: Estimation des concentrations théoriques aisalinet des flux nets de cadmium dissous (avec

leur intervalle de confiance & 95%). Le débit moyélisé est de 3,03 fis™.

Fraction n| r2 | Pente (pM) ((:;?I(\jI:)O) 9I5(; . | fluxnet (kg an”) 9|5% "

RD (<5 kDa) 14042 -1,9 0,09 0,04 1,0 0,4

PC (5-50 kDa) 140,40, -5 0,24 0,12 2,6 1,2
GC (50 kDa-0,45 um)21|0,07|  -0,4 0,03 0,02 0.4 0,2
TD (<0,45pum) | 21037| -6,4 0,32 0,11 3,5 1,2

L’ensemble des résultats concernant les calculludeest illustré par la figure V-9
dans laquelle les concentrations sont expriméeg ait (échelle logarithmique). Selon nos
estimations, le cadmium est tres majoritairemepodg a I'estuaire sous forme particulaire
(a plus de 95%). Dans la fraction dissoute (<048, les colloides représentent le vecteur
principal de ce métal (55 et 35% pour les colloidesaut poids et de bas poids moléculaire,
respectivement) ; la fraction réellement disso@eeaprésentant pas plus de 15% du flux brut

de cadmium total dissous.
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Les flux exportés depuis I'estuaire vers le milegier montrent un flux de cadmium
particulaire du méme ordre de grandeur que le dexcadmium dissous. Dans la fraction
dissoute, le métal est exporté majoritairement sfmime de colloides de bas poids
moléculaire. La contribution du métal réellemergsdus est relativement importante puisque
celle-ci représente environ le quart des exportatae métal dissous et 10 a 15% du flux net
total. La part associée aux colloides de haut pwmidEculaire est quant a elle relativement

faible (moins de 5% du flux net total).

a) Flux bruts b) Flux nets

RD —

1E+01 1.E+02 1.E+03 1.E+04 1.E+01 1.E+02 1.E+03 1.E+04
gan® gan®

Figure V-9 : Flux de cadmium a I'entrée (flux bruts) et &tatie (flux nets) de I'estuaire de la Penzé. RD :
fraction <5 kDa; PC : fraction colloidale compresgtre 5 et 50 kDa; GC : fraction colloidale compestre
50 kDa et 0,45 pm; P : fraction >0,45 pm.

a) Flux nets - Flux bruts b) Flux nets / Flux bruts
RD RD [ |
1 1
PC
GC
P
-4000  -2000 0 2000 4000

gan?

Figure V-10: Bilan absolu et relatif des flux de cadmium dBestuaire de la Penzé. RD : fraction <5 kDa; PC :
fraction colloidale comprise entre 5 et 50 kDa; Gfaction colloidale comprise entre 50 kDa et Q45; P :

fraction >0,45 pum.
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La figure V-10 illustre les échanges s’opérant @n sle I'estuaire entre les différentes
fractions. Ces échanges ont été déduits des fluts lmt nets et sont exprimés a la fois en
guantités absolues (Figure V-10a) et en quantidstives (Figure V-10b). Nos résultats
montrent qu’il existe essentiellement un transfiercadmium de la phase particulaire vers les
colloides de bas poids moléculaire et vers laifsaateellement dissoute. En effet, la "perte”
de cadmium dans la phase patrticulaire lors du rgélastuarien est d’environ 30%. Dans le
méme temps, un facteur d’enrichissement d’envirdre@ constaté dans les deux fractions

citées ci-dessus.
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VIl. Conclusion

Dans l'estuaire de la Penzé, nos travaux montreatprésence accrue du cadmium
dans la phase colloidale (a environ 80%), plusé&eayue celle habituellement reportée pour
d’autres systémes estuariens. Dans ce systemenpaasdes teneurs relativement faibles en
métal, mais dont les eaux sont trés riches en reabiganique dissoute, particulierement en
substances réfractaires de type humique, la parné@l organique est élevée. Ainsi, les
chlorocomplexes, espéces habituellement considéréme largement majoritaires en milieu
marin, constituent une part réduite du métal dabestuaire.

Lors du cycle saisonnier, des variations significet de la répartition colloidale du
meétal ont été observées. Ces variations conceeassentiellement la part de métal réellement
dissous, dont I'importance est maximale en étéifenv30% du métal total dissous). Ces
composés présents dans la fraction réellement uissont une labilité relativement
importante, ce qui doit favoriser d’autant plusBarption biologique du métal a cette saison.

Lors du transit estuarien, il existe une désorpiimportante du métal depuis les
particules en suspension. L’enrichissement en méiasous qui en résulte se fait
essentiellement & la faveur de composés de fadtis pnoléculaire (fractions <50 kDa). Nos
travaux ont également permis de mieux cerner letedias qui contrblent cette désorption du
meétal ; un temps de résidence des eaux réduit gusin bouchon vaseux concentré

favorisant une désorption a des salinités plusélev
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l. Introduction

Le cuivre est I'un des métaux traces le plus étutlids les eaux naturelles. Cet
élément chimique est un micronutriment mais pré&sewnissi un caractére toxique pour les
organismes marins. Ce caractéere toxique se mamifestque I'élément est présent en exces
et sous des formes chimiques disponibles (Manah&méh, 1973; Branet al, 1986; Peers
et al, 2005; Bucket al, 2007). A titre d’exemple, des concentrations ésven métal libre
(CU"), espéce la plus toxique, peuvent induire une bitibh du métabolisme du
phytoplancton (Brulanet al, 1991), un stress chez les mollusques bivalvesrflay 1995)
ou encore une diminution de la croissance des srg@snders et Jenkins, 1984).

Dans les eaux estuariennes et cotieres, le cuistecennu pour étre fortement
complexé par la matiere organigue (Voelker et Kpg001). En effet, plusieurs travaux ont
montré que les formes organiques représententdall#0% de sa spéciation dissoute (Coale
et Bruland, 1988; Donadt al, 1994; Hurst et Bruland, 2005). Les concentratiensuivre
total dissous sont typiqguement comprises entre5® @M tandis que celles de I'ion libre €u
sont généralement trés inférieures a 1 nM en raioia forte complexation organique du
métal (Donatt al, 1994; Kozelka et Bruland, 1998; Shaetlal, 2004).

Les études ayant examiné le comportement de ditigseractions colloidales le long
de gradients salés estuariens peuvent étre classkidesle comportement de la fraction totale
dissoute. On peut distinguer, d’'une part, les systedans lesquels le cuivre dissous présente
un comportement conservatif ou proche de la coaseité. Ainsi, dans le Rhéne (Dat al,
1995), le Danube (Guieet al, 1998), I'Ob et I'Yenisey (Dai et Martin, 1995)i ke métal
total dissous, ni les différentes fractions isoléessont affectées lors du mélange eau douce -
eau de mer. Il a été suggéré par les différentsuesl que la forte stabilité des complexes
organiques du cuivre dans ces systemes empéchédoamge de métal entre les différentes
fractions. Dans les systemes ou le cuivre présameeanomalie positive, les études montrent
plutdt un enrichissement de la fraction de taileplus faible. Ainsi dans la Baie de San
Francisco, Sanudo-Wilhelmgt al. (1996) observent un enrichissement en cuivre dans
fraction <10 kDa, identique a celui de la fractitotale dissoute. Une hypothese de
remobilisation du cuivre depuis les particules espgnsion et vers la fraction de trés faible
poids moléculaire est avancée par ces auteurs. Bdae de Galveston, Tamrg al. (2001)
notent aussi une tres forte augmentation du cwares la fraction <1 kDa. Celle-ci est d’'une

intensité supérieure a celle en cuivre total diss@ans ce systeme, cela nécessite qu'une
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partie du cuivre et des ligands organiques soidintiriés de la fraction colloidale par
floculation.

Il faut souligner que le nombre d’études ayant arane comportement colloidal du
cuivre en milieu estuarien est relativement rédDié plus, les variations lors du cycle
saisonnier ne sont en général pas prises en coPqietant des différences significatives de
comportement du cuivre total dissous ont pu étsenkees pour un méme systeme (Waeles,
2003; Waele®t al, 2005). L'examen de la répartition colloidale détah pourrait nous aider
a mieux cerner cette variabilité dont les causasedeent encore peu connues. Outre cet
objectif, notre travail vise également a apportes thformations sur les ligands organiques
qui complexent le cuivre en milieu estuarien. kgt également d'établir des bilans de

transport des différentes fractions de taille duaingans la zone de transit estuarienne.
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Il. Variations saisonnieres du cuivre particulaire et d cuivre total

dissous

.1 Cuivre particulaire

La figure VI-1 présentant les variations saisorgsedtu cuivre particulaire (>0,45 pum)

montre que les concentrations en métal dans Il¢ésydas en suspension sont comprises entre

32et62pugd.

+
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40

O‘J,/
FMAMJJASO N

[4)]

Salinité

a

Figure VI-1 : Variations saisonniéres du cuivre particulaire ¢itple long du gradient salé. Les erreurs de
mesures du cuivre particulaire étant relativemepiartantes a salinité 34, seul le gradient de is&alh25 est

représenté.

Les teneurs en métal sont proches de 50 udpgs la partie amont de I'estuaire. Elles
diminuent rapidement avec 'augmentation de langtéli Dans les eaux de salinité supérieure
a 10, les teneurs en cuivre avoisinent 40 Tig g

Les variations lors du cycle saisonnier sont peurgoees. Toutefois, des
concentrations plus faibles sont observées en kivau début du printemps (février et mars)

sur 'ensemble du gradient salé. Les concentratiessplus élevées sont quant a elles

observées a la fin de I'été (Septembre).

.2 Cuivre dissous

La figure VI-2 représente les variations saisoreseen cuivre total dissous (TDCu;
<0,45 um). Les concentrations varient entre 2,7,8nM pendant la période étudiée. Elles
sont conformes a celles observées lors d'une peétédetude conduite dans ce systeme en

2001 par (Waelest al. 2005) avec des valeurs comprises entre 1,8 &t\,5
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Salinité

Figure VI-2 : Variations saisonniéeres du cuivre total dissous)(leMong du gradient salé.

Les variations le long du gradient salé sont trasgquées. Dans certains cas, il existe
une diminution des concentrations de I'amont virgal (févier et novembre) et les teneurs
les plus élevées (environ 7 nM) sont mesuréees mneaux fluviales. Dans d’autre cas, on
observe par contre une concentration maximale astoiaire (salinité proche de 20). Les plus
faibles teneurs sont généralement trouvées dans eagx marines (a4 S =34,
TDCu=29+0,4nM,n=7).

Les variations lors du cycle saisonnier sont égatemmarquées. Celles-ci sont
relativement complexes mais deux faits marquantvgre étre distingués. Dans les eaux
fluviales, d’'une part, des teneurs relativementléas (inférieures a 4 nM) sont observées au
printemps. A mi-estuaire, d’autre part, il existeieu augmentation significative des
concentrations au printemps et ces dernieres teskevées (supérieures a 5 nM) pendant la
période estivale.

Au sein d’'un estuaire, les teneurs en un élémembégont contrdlées, d’une part, par
les variations des eaux sources, fluviales et reariat, d’autre part, par les processus
intervenant dans la zone de mélange. Les variaBansuivre dissous dans les eaux fluviales
sont présentées et discutées ci-apres. Les vasatibservées le long du gradient salé seront
examinées a l'aide des diagrammes de mélange péésamsection VI.
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[1.3  Variations du cuivre dissous dans les eaux fluvisle

Les eaux de ruissellement et les eaux souterramestituent les deux voies principales
d’alimentation des cours d’eau. Dans le cas duitaggsant de la Penzé, la contribution
moyenne des eaux souterraines au débit du couasl @&st d’environ 60% (Mougiat al,
2004). Les teneurs des éléments chimiques darealesfluviales sont donc dépendantes de
la proportion relative de ces deux sources quievda facon importante au cours du cycle
saisonnier. Dans le cas du nitrate et du phosphates avons mentionné quelles étaient les
voies d'apports préférentielles de ces deux élémenur le bassin versant de la Penzé
(p. 71-75, chapitre 1ll). Le phosphate, apportéantgirement par les eaux de ruissellement,
est présent a des teneurs élevées en période apitatéons intenses. Au contraire, les fortes
teneurs en nitrate sont enregistrées lorsque |@®riEp par les eaux souterraines sont
dominants (printemps).

1000 5
y =-87,24x + 1080,74
R2=0,42 [ 3
| ' ~ o O i
800 OO ~ 0 ) o ° 4
> O
S 600 | '3 S
= ° =2
' \ '
o y =0,41x + 0,40 ?5’
Z 400 1 R2=0,28 2 g
) ® o
200 o o O -1
O NO;
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O T T T O
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Figure VI-3 : Concentrations en nitrate et en phosphate en fande celles en cuivre total dissous dans les

eaux "fluviales" (0<S<3) de la Penzé.

Les concentrations en phosphate et en nitrate ldareaux fluviales ont été tracées en
fonction de celles en cuivre dissous (Figure VIEans le cas du phosphate, une corrélation
positive significative (p = 0,05; n =14) est oh&s avec le cuivre dissous suggérant une
source commune (eaux de ruissellement) pour ces @éments. Dans le cas du nitrate, une
corrélation négative est par contre observée. Cettrglation négative indique non seulement
gue les eaux souterraines du bassin versant denaéPseraient pauvres en cuivre dissous

mais renforce également I'hypotheése selon lagleltiivre serait apporté préférentiellement
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par les eaux de ruissellement. La forte baissetelesurs en cet élément dans les eaux
fluviales de la Penzé au printemps doit alors &mdiquée :

- par la baisse significative des précipitationstéecgaison,

- par 'augmentation concomitante de la contributoles réserves souterraines; ces

réserves étant importantes en cette période postrale.

La figure VI-4a montre que lintensité des préa@pins lors des 3 jours précédents le
prélevement (§) expliqgue pour une bonne partie les teneurs ewreulissous dans les eaux
fluviales. Cependant, un modéle du type TDCu §,-/KQ§’2) faisant intervenir le débit (Q)
semble étre mieux adapté pour prendre en compliutéon de cet apport (Figure VI-4b).

s
£ y=0,11x + 3,85
S 4 R2=0,66 4 y=0,27x +3,35
Q R =0,76
g 3 3
» 4
2 1 2
1 1
0 : : : 0 . .
0 10 20 30 40 0 5 10 15
P (mm) Pa/Q

Figure VI-4 : Concentrations en cuivre total dissous (TDCu) ewtion a) de I'intensité des précipitations lors

des 3 jours précédents le prélévement et b) du ledd@Cu = f(R/Q"?).

1.  Concentrations et répartition du cuivre dans les dférentes fractions

colloidales

La figure VI-5 présente les concentrations en @uidissous dans les différentes
fractions colloidales (5 kDa-0,45 um) et dans kctiobn réellement dissoute (<5 kDa). Sur
'ensemble de I'estuaire, nos résultats montrerg B cuivre se présente majoritairement
associé a la phase colloidale. En effet, les forooleidales du cuivre représentent 89 + 4%
(n =42) de la fraction <0,45 um. Par conséquentdntribution de la fraction réellement
dissoute (<5 kDa) est faible puisqu’elle représeatidement 11 + 4% (n = 42) du métal total

dissous.
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Figure VI-5 : Concentrations en cuivre (nM) dans les différefastions <0,45 um en fonction de la salinité.
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Une étude plus poussée de la répartition en cuivnatre que ce dernier semble avoir
une affinité particuliere pour les colloides ddléacomprise entre 300 kDa et 0,22 um. En
effet, cette fraction compte, sur 'ensemble datliaire et sur 'ensemble du cycle annuel,
pour 27 + 16% (n = 42) du métal total dissous. Eerhet au printemps (février, mars et mai),
cette affinité est particulierement importante ette fraction représente alors 40 + 13%
(n=18). La contribution de chacune des autrestimas colloidales et de la fraction
réellement dissoute est généralement inférieua du cuivre total dissous.

Il est & noter la distribution particuliere du mdis novembre pour laquelle la fraction
300 kDa-0,22 um, habituellement majoritaire, ess tfaible. Aux faibles salinités (S<2), il
existe par contre une participation significative ld fraction 0,22-0,45 um. Sur le reste de
'estuaire, le métal est essentiellement assoctesa colloides de moyen et de bas poids

moléculaire.

Afin d’examiner de facon synthétique la distributicolloidale du cuivre, des
regroupements de fractions ont été effectués (Eigur6). La fraction 50 kDa-0,45 pm
regroupe les colloides de haut poids moléculaizefraction 5-50 kDa correspond aux
colloides de bas poids moléculaire et la fractidnkBa représente le cuivre réellement
dissous. Les variations de la répartition du cuiendre ces différentes fractions sont tout
d’abord examinées le long du gradient salé. Calleservées lors du cycle saisonnier sont

ensuite discutées.

1.1 Variations le long du gradient salé

Dans les eaux fluviales, le cuivre est majoritagaimassocié aux colloides de haut
poids moléculaire. Sur I'ensemble du cycle saisemnpette association représentet586%
(n=7) du métal total dissous. La part de cuivesoaié aux colloides de bas poids
moléculaire représente environ 1/3 du métal tassdalis ; la part de cuivre réellement dissous
est quant a elle relativement faible {8%, n =7). Cette répartition du cuivre entre les
différentes fractions colloidales est progressivemmodifiee le long du gradient salé.
L’association avec les colloides de haut poids oudéére diminue pour atteindre 407%

(n =7) dans les eaux marines. Dans le méme tdmpsart de métal liée aux petits colloides

augmente, passant de 884 a 44t 8%. Si cette augmentation n’est pas réellement

significative, il n’en va pas de méme pour la cimtion du métal réellement dissous qui

154



Chapitre VI : Variations saisonniéres et comportatrgu cuivre colloidal

passe de & 4% (n=7) dans la partie fluviale du systeme & 2686 (n =7) dans la partie

marine.

[11.2  Variations saisonniéres

Des différences saisonniéres relativement margs@esobservées dans la répartition
du métal entre les différentes fractions présengéefigure VI-6. En hiver et au printemps,
(février, mars et mai), nos résultats montrent association plus importante du cuivre avec
les colloides de haut poids moléculaire. En eftefpart de métal colloidal dans la fraction
50 kDa-0,45 um représente alors plus de la moitiéuivre total dissous (5810%, n = 18).
Pour le reste de l'année, la fraction contenant deoides de bas poids moléculaire
(5-50 kDa) domine ; celle-ci représente environ 50&6la spéciation physique du métal
dissous (4& 7%, n =24). A cette méme période, la fraction pmmant les plus grands
colloides compte quant a elle pour #@% (n=24). Aucune variation saisonniére

significative n’est par contre observée dans letioa réellement dissoute.
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Figure VI-6 : Répartition du cuivre (en %) entre les fractionfoidales de haut poids moléculaire
(50 kDa-0,45 um), les fractions colloidales de oaisls moléculaire (5-50 kDa) et la fraction réelrndissoute

(<5 kDa) en fonction de la salinité.
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IV. Importance de la fraction colloidale du cuivre : conparaison avec les

données de la littérature

Le tableau VI-1 présente, pour différents systérastiariens, la part de cuivre
colloidal au sein de la fraction totale dissoutelqis les études, inférieure a 0,2, 0,4 ou
0,45 um). Afin de mener une comparaison directe aes différents travaux, nos résultats
sont exprimés en tenant compte d’'une limite de DA.kEn effet, cette limite est la plus

frequemment utilisée pour distinguer la fractiofiaidale de la fraction réellement dissoute.

Tableau VI-1: Pourcentage de cuivre colloidal dans la fractidaléodissoute dans différents systemes

estuariens.
— — 5
Systeme Références S leltes_utlllsees__pour la Yo (_?u
fraction colloidale colloidal
Baie de San | Safiudo-Wilhelmyet
Francisco al. (1996) 0-32 10kDa-0,2 pm 1-18
\ Baie de Wellset al.(2000) | 24-31 8 kDa-0,2 pum 6-19
arragansett
Baie de Wenet al.(1999) | 0-34 10 kDa-0,45 pm 1-23
Galveston
Estuaire du Dai et al. (1995) 0-38 10 kDa-0,4 um 20-40
Rhéne
Eswaire du | & oot al.(1998) | 0-17 10 kDa-0,45um 10-50
Danube
Lagonde | 1 rtinetal.(1995) | 0-36 10 kDa-0,4 um 20-59
Venise
Estuaire de OB 1 ot Martin (1995)|  0-35 10 kDa-0,4 um 23-39
et du Yenisey
Estuaires du
Sud de Muller (1996) 20-35 3kDa-0,4 um 15-60
I’Angleterre
Ochlockonee Powedt al. (1996) 0-29 10 kDa-0,45 pm 10-61
Penzé Cette étude 0-35 10 kDa-0,45 um 60-91

Les systemes estuariens étudiés pour leur compositlloidale en cuivre peuvent
étre classés en deux groupes. On distingue, d'arte Ips estuaires pour lesquels la part de
métal colloidal est largement minoritaire. A tittexemple, dans les systemes estuariens de la
baie de San Francisco, de la baie de Galvestonauesde la baie de Narragansett, le métal
est faiblement associé aux colloides. Dans ceérdiifs systemes, la contribution du cuivre

colloidal au cuivre dissous ne dépasse pas 25%.
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Dans les autres systemes étudiés, la part de cooll@idal est généralement plus
importante et représente pres de la moitié du meétal dissous. C’est le cas notamment du
Rhéne et du Danube. Seuls quelques systemes, cterrestuaires de Beaulieu et de I'ltchen
dans le Sud de I’Angleterre (Muller, 1996), peuvprdsenter une association du métal avec
la fraction colloidale pouvant étre majoritaire. ndal’estuaire de la Penzé, nos résultats
montrent qu’il existe une contribution particuligrent élevée de la fraction colloidale. Cette

derniere représente entre de 60 et 90% du métdidissous.

Une comparaison de nos résultats peut égalementmé&tnée avec une étude ayant
examiné de facon plus poussée la répartition aaleidu cuivre (Tableau VI-2). Les travaux
d’'Ingri et al. (2004) présentent des concentrations en métal dagsfractions (filtrations
effectuées : 0,22 um /100 kDa / 10 kDa / 5 kD&Da); ils ont été réalisés dans la Baie
d’Ekhagen en Mer Baltique a une station dont Iangélest comprise entre 1 et 3. Dans ce
systeme, les teneurs en cuivre total dissous stativement élevées (environ 30 nM) et le
cuivre se trouve essentiellement dans les fractilenpetite taille (<10 kDa). Afin de réaliser
la comparaison, dans l'estuaire de la Penzé, neoasatenues compte uniguement des
données dont la salinité est comprise entre Odet 8alinité. Dans ce systéme présentant des
concentrations en cuivre total dissous plus faifdedre 7,1 et 2,4 nM), le métal est trouvé a

des teneurs du méme ordre de grandeur dans lésediies fractions séparées.

Tableau VI-2 : Concentrations en cuivre (nM) mesurées dans diffés fractions colloidales par Ingri

et al. (2004). Nos données dans la gamme de salinitéri-8galement été ajoutées.

kDa nm
Gamme de taille 0-1| 15| 5-10] 10-3d 30-5¢ 50-1d0 100-3p0 300 kD@ | 0.22-0.45 0.45-2.7
Ekhagen{<s<3, n=3)| 12| 3,3 8,1 0,5 1,2
Penzé (@S<3, n:]_2) 0,5 0,6 0,6 0,8 0,5 14 0,4

Afin de poursuivre cette comparaison en s’affragsaint du biais lié a l'utilisation de
membranes de tailles différentes, les données ml’'ketgal. (2004) et celles obtenues pour
I'estuaire de la Penzé ont été traitées de la mausiéivante. Chaque concentration mesurée
(exprimée en pM) a été normalisée a 1 nm. Par ebegmape concentration de 1000 pM dans

la fraction 50-300 kDa qui couvre une gamme d’anvilO nm donnerait une valeur de
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100 pM nni. La figure VI-7 permet ainsi de mieux visualisar répartition du cuivre sur
'ensemble du spectre de taille des nanopartic@etie représentation indique que les teneurs
normalisées en cuivre diminuent au fur et a megqueela taille des colloides augmente. Dans
l'estuaire de la Penzé, les concentrations norgedisles plus importantes (environ
1000 pM nn) sont observées autour de 1 nm. Il s’agit en @air des fractions 5-10 et
10-30 kDa.

100000

—&— Ekhagen (1<S<3, n=3)

----@--- Penzé (0<S<3, n=12)
10000 A

1000 -

100 A

Cu (pM nm 1)

0,1

0,1 1 10 100 1000

nm

Figure VI-7 : Concentrations en cuivre normalisées a 1 nm Bagamme de taille colloidale. Systeme

Ekhagen (Ingret al, 2004). Nos données dans la gamme de salinitéri-8galement été ajoutées.

Etant donnée la forte affinité du cuivre pour latier@ organique, les différences
observées d’'un systeme a l'autre doivent étre Eeksnature et au pouvoir complexant des
différents ligands organiques intervenant dans dengiexation du métal. Dans la Baie
d’Ekhagen, Ingreet al. (2004) notent une répartition particuliére de &tigre organique avec
une forte présence de composés organiques deailds poids moléculaire (<1 kDa). Au
contraire, dans beaucoup d’estuaires (La Penzénpis), le pool de composés colloidaux
organiques est dominant (Guo et Santschi, 1997)c@uréle de la spéciation physico-

chimique du cuivre par la matiére organique estudésplus en détail dans la section suivante.
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V. La complexation organique du cuivre comme facteur € contrble de

la répartition colloidale du cuivre

Dans les eaux naturelles et dans les estuairegaréinytier, le cuivre est connu pour
étre principalement associé avec des ligands aggesi (Brulandet al, 1991; Donat et
Bruland, 1995; Donatt al, 1994; Baeyenst al, 1998; Tanget al, 2001; Shanlet al, 2004).

A titre d’exemple, dans la Baie de Galveston, Tahgl. (2001) ont montré que les formes
organiques du cuivre représentent plus de 99,9% deéciation de ce métal. A ce jour, il
n’existe que peu d’'information sur la nature ettlaicture de ces ligands (Gordetal., 2000;
Vachet et Callaway, 2003). Cependant, différentggraches analytiques ont pu rendre
compte de quelques propriétés les concernant iligakconstantes de complexation),
hydrophobicité, susceptibilité a la dégradation...

Le premier paragraphe de cette section décritigsltats obtenus par les études ayant
examiné les constantes de complexation des ligangisniques du cuivre dans les eaux
naturelles. Les ligands les plus fortement complexatant déterminants quant a la spéciation
physico-chimique du métal, il s’agit d’examiner eibs quelles sont les hypothéses sur
I'origine de ces ligands (paragraphe V.2). Nos ltasiconcernant I'estuaire de la Penzé sont

alors replacés dans ce contexte (paragraphe V.3).

V.1 Constantes de complexation des ligands organiquedistribution colloidale

Les titrations effectuées selon des méthodes vaigmgues telles que la
redissolution anodique (ASV; Chau et Gachter, 19¥#ynguet al, 2005) ou la redissolution
cathodique par compétition de ligands (CSV, Van Bamrg, 1984; Shanlet al, 2004)
permettent d’accéder aux concentrations des ligardaniques du cuivre ainsi qu’aux
constantes de stabilité des complexes. Dans les estuariennes, deux ou trois classes de
ligands ont pu étre mis en évidence (Donat, 1993ekka et Bruland, 1998). Ces ligands
nommes L et L, (voire Lg) sont distingués par la stabilité des complexegsgorment avec
le métal. Les ligands les plus fortement complex#h{) sont caractérisés par des constantes
de stabilité thermodynamiques de I'ordre dé&*£013° (logK’c.L ~ 13-15). Les ligands plus
faiblement complexants présentent quant & eux alestantes de stabilité de I'ordre d€ &0
10" (Santos-Echeandét al, 2008).
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Dans les systémes fluviaux et estuariens, la cérat@n en ligands organiques
"forts" excede souvent la teneur en cuivre dissbasepartition du métal entre les différentes
fractions de taille est alors directement fonctia celle des ligands les plus fortement
complexants. Ainsi, I'étude de Hoffmarat al. (2007) menée dans la riviere Milwaukee
montre que la présence majoritaire du cuivre danakction <3 kDa est liée a la présence
dans cette méme fraction de complexes dont la aotestde stabilité thermodynamique
(logK’cyL = 14,0) dépasse d'un ordre de grandeur celle desplexes trouvés dans les
fractions de taille supérieure. L’étude de Tan@l.(2001) dans la baie de Galveston montre,
au contraire, que les ligands organiques les phuerhent complexant (logk, ~ 12) se
situent dans la fraction colloidale (1 kDa-0,45 pni)ans cette méme fraction, les
concentrations en cuivre sont proches de 10 nMs ajatelles n’excedent pas 5 nM dans la
fraction réellement dissoute. L'étude menée parlédlifll996) dans les estuaires de Beaulieu
et de I'ltchen (Sud de 'Angleterre) montre que fdss forts ligands sont également répartis
entre la fraction colloidale (>3 kDa) et la fracticéellement dissoute. Il en résulte une part de
cuivre colloidal d’environ 50% pour ces deux sysen{5l+ 11% et 48 7% pour les
estuaires de Beaulieu et de I'ltchen, respectivémen

Bien que largement utilisée, cette classificatianligands spécifiques (de type tu
L,) n'est pas forcément nécessaire selon Town elld={2000). Ces auteurs ont montré que
les résultats obtenus par les études évoquéesdpraagent peuvent en fait étre expliqués par
la présence d’'une large panoplie de ligands dotdille et les propriétés complexantes sont
tres variables. Ainsi, les sites les plus compléxaont utilisés lorsque les concentrations en
cuivre sont faibles, puis, progressivement, lessgifle moins en moins complexants sont mis a
contribution lorsque la concentration en cuivreraagte. Si Town et Filella (2000) préférent
évoquer la notion de continuum de sites complexpht®t que celle de ligands spécifiques
(notamment a cause de la large gamme de taille ectu\par ces especes et de leur
hétérogénéité), la question de lorigine des espeoeganiques les plus fortement

complexantes reste ouverte.
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V.2  Hypothéses sur 'origine des ligands organiques cluivre

La sourcebiotique a trés souvent été proposée pour expliquer leepeésdes ligands
organiques les plus fortement complexants. Ces oeé®(thiols, exopolymeéres...) seraient
excrétés par les espéces phytoplanctoniques paatemiat des concentrations trés faibles en
cuivre libre (Van Den Bergt al, 1979; Gerringat al, 1995). A titre d’exemple, les travaux
de Lealet al. (1999) ont montré que I'ajout de cuivre en miléaiculture Emiliana Huxelia
pouvait induire un relargage important de compakgsype thiol. Si cette hypothese d’'une
origine biotigue comme contrdle de la concentragéorcuivre libre est plausible dans certains
cas (notamment lorsque la concentration en ligaledsype L excéde la concentration en
métal), il existe cependant de nombreuses étudesldaquelles les concentrations en cuivre
dissous sont supérieures a celles des ligandspieLliy(Hirose et al, 1982; Donatet al,
1994).

D’autres études, telles que celles de Kogut et kéwef2001) et Shankt al. (2004),
suggerent par contre que les ligands organiquesutre (ligands de typeily compris)
pourraient consister principalement en desposés organiques réfractaire€es composés,
usuellement nommeés « substances de type humiqpewent présenter une origine
pédogénique (PROM), ou aquatique (AROM). Les coraposl’origine pédogénique
comprennent les acides fulviques et les acides duesi Les composés d’origine aquatique
proviennent de la décomposition des macrophyteduephytoplancton (Chanudet al,
2006). Dans les eaux océaniques, la matiere orgaméfractaire est principalement d’origine
aguatique. Dans les eaux cotieres, la contributies substances pédogeéniques peut étre
significative (Andersonet al, 1984) et celle-ci est largement majoritaire dées eaux
fluviales (Buffle, 1988). Dans les estuaires rickesmatiere organique, la conservativité du
carbone organique dissous suggere également wgieeoprincipalement pédogénique. Ainsi,
Kogut et Voelker (2003) ont montré que la complexatu cuivre dans les eaux estuariennes
proche de Cape Cod peut étre efficacement modélifé&le de concentrations en substances
humiques de 0,3 4 0,7 mg C.L

Il est a noter que les substances de type humigpegentent la fraction la plus
hydrophobe de la matiere organique du cuivre (Kegoelker, 2003; Paulsaat al, 1994).
Les études ayant isolé les substances organiqloes sette propriété (typiquement sur des
colonnes de type g ont montré gu’'une part importante du cuivre pdugére liee a des
complexes hydrophobes non-polaires. A titre d’exXesypces complexes représentent entre
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11 et 36% du cuivre dans les eaux de I'Atlantigud\et du Pacifique Nord (Hanson et
Quinn, 1983; Donatt al, 1986), 11 a 55% dans les eaux méditerranéenmegz(Poulichet
et al, 1994; Yoonet al, 1999). Dans les eaux estuariennes et cotiéres, ralgports

C15Cu/TDCu plus élevés ont été reportés (entre 16%t, 8Vaelewt al, 2004).

Une source supplémentaire de ligands forts du eypreuut aussi étre considérée pour
les systemes fluviaux et estuariens soumis a gets nerbains importants. Pernet-coudeér
al. (2008) ont montré que cette matiére organigueiggue par une teneur importante en
structures protéiniques (12% d’azote et 3% de sdufiduisant une diversité et un nombre
élevé de groupements fonctionnels. Ils ont aussitréa@ue ces composeés, plutdt hydrophiles,
présentent une capacité de complexation plus impttvis-a-vis du cuivre que les fractions
hydrophobes provenant de sites moins urbaniséaestes acides fulviques provenant de la
riviere Suwannee (IHSS — International Humic Sutsta Society).

V.3 Complexation organique du cuivre dans l'estuaire BePenzé

Une analyse simple de la répartition colloidalecdivre dans l'estuaire de la Penzé
(Figure VI-6) ne permet pas une identification diee du type de ligands organiques
impliqués. En effet, les ligands macromoléculadass le domaine 50 kDa-0,45 um peuvent
correspondre a des agrégats humiques réfractdisssd (et Wilkinson, 2006). Dans cette
gamme de taille, il peut aussi s’agir de compos&sigihe biotique telles que des
biomolécules intracellulaires de hauts poids mdims (protéines, peptiglycanes,
polysaccharides extracellulaires,...) (Kapktral, 1987; Leeet al, 1996; Hunget al, 2001;
Lead et Wilkinson, 2006). Les ligands organiquefiotaaux dans la fraction 5-50 kDa
peuvent quant a eux correspondre a des composémuasnou fulviques. Une origine
phytoplanctonique (e.g. les peptides telles que plegtochélatines) peut également étre
suspectée (Kawakarat al, 2006).

Si 'origine de ces ligands reste floue a ce stpligsieurs indications permettent par
contre d’envisager, dans notre systeme, une combex préférentielle du cuivre par les
composés de type humique.

En premier lieu, une comparaison du spectre calodl cuivre avec celui des
substances humiques (concentrations rapportées gamme de 1 nm) a été menée (Figure
VI-8). Cette comparaison a été effectuée pour tes tcampagnes de prélévement pour
lesquelles les substances humiques ont été mes(iWs Juillet, Novembre). La figure
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VI-8a (concentrations exprimées sur une échellaridgmique) montre clairement que ces
deux especes sont réparties de facon similairelesispectre colloidal. Les substances
humiques, ainsi que le cuivre, sont trouvées ecdasentrations élevées dans les colloides de
'ordre de 1 nm. Ainsi, la fraction 5-50 kDa, bignie ne couvrant qu'une faible partie du
spectre colloidal (1-3 nm), contient généralemamhéajorité de ces composés.

Nos résultats montrent de plus que les concemistem cuivre dans la Penzé sont
grandement controlées par celles de ces compogésigues réfractaires (Figure VI-8b). La
mobilisation simultanée de ces deux especes chamiqur les sols du bassin versant, d’'une
part, ainsi que l'augmentation du pouvoir compléxal®es composés humiques avec

laugmentation de leur concentration, d’autre padpivent expliquer ce résultat.
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Figure VI-8 : Concentrations en cuivre et en substances h@sigarmalisées a 1 nm sur I'ensemble du spectre
de taille colloidal. a) concentrations sur une éelegarithmique; b) concentrations sur une éehetin-

logarithmique.
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Les variations saisonniéres mises en évidence lpalistribution colloidale du cuivre
ont montré essentiellement une différence entpgtaode hiver / printemps (poids majoritaire
de la fraction 50 kDa-0,45 um) et I'été / automieaire présent majoritairement dans la
fraction 5-50 kDa). Ces variations ne sont doncliges a celle du phytoplancton autochtone
dont la période de développement est relativemeutte [généralement en début d'été et
limitée a quelques semaines, e.g. Vandenhecke JROQMe liaison directe avec le
phytoplancton d’origine fluviale semble égalemeati probable étant donné I'étendue des
deux périodes mises en évidence. Cette alternaasmnsiere apparait, au contraire,
étroitement liée a celle des substances de typeguemComme le montre la figure VI-9,
incluant les données de Jegaden (2010) pour lar@8, les substances humiques
représentent une part relativement faible de laemairganique a la fin de I'hiver et au
printemps, puis cette contribution augmente fortetna@ cours de I'été et est maximale a la
fin de l'automne. Lorsque la contribution des sahses humiques est importante, on note
une plus forte présence du meétal dans la fractien taille (5-50 kDa) contenant

préférentiellement ces composés.
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Figure VI-9 : Variations saisonniéres de la contribution désstances humiques au carbone organique
dissous (données 2008 : Jegaden, 2010) et detldepauivre liée a la fraction de taille 5-50 kDa.

Les espéces humiques présentant des propriétéspmgadres, la fraction du cuivre
isolée sur colonne & (Mills et Quinn, 1981; Donadt al, 1986) permet d’apprécier la part de
cuivre liée a ces substances. L'analyse des dordeé®gaelest al. (2005) obtenues lors de
'année 2001 dans l'estuaire de la Penzé montrevanabilité saisonniére comparable a celle

gue nous obtenons dans la fraction 5-50 kDa (Figtk&0). Ceci apporte une confirmation
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supplémentaire que l'association du cuivre avesldstances humiques est particulierement

élevée pour la période été-automne.
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Figure VI-10 : Variations saisonniéres de la fraction hydroghobn polaire du cuivre dissous (données
2001 : Waelest al, 2005) et de la part de cuivre liée a la fractiertaille 5-50 kDa.

Le contrdle de la spéciation du cuivre par les sutzes humiques est donc révélé par
différentes approches. Ces substances ont un esrast peu moins complexant que d’autres
espéeces organiques (Doretal, 1997). Cependant, dans les systemes telle qikenaé,
celles-ci sont présentent en concentrations trgsiitantes et probablement bien supérieures a
celles des ligands biotiques. Nous proposons, danls systemes, qu’elles constituent le

groupe de ligands organiques déterminant esseamtiefit la spéciation du métal.
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VI. Comportement des différentes fractions de taille dwuivre le long du

gradient salé

VI.1 Résultats

La figure VI-11 présente les diagrammes métal-gélipour les différentes fractions
du cuivre dissous. Ces diagrammes ont été regrgugresaison étant donné les similitudes
observées dans certains cas.

En hiver et en automne (Février et Novembre), lnmartement du métal total dissous
(<0,45 um) est quasi-conservatif avec une dimimulioéaire des teneurs suivant la salinité.
Au printemps (Mars, Mai et Juin), une forte anoengtiositive est observée avec une
augmentation importante des concentrations daggaiame de salinité 5-20. L’anomalie la
plus marquée se produit au mois de juin avec desite passant d’environ 4 nM dans la zone
de basse salinité (S<5) a 7,7 nM a salinité 26éten(Juillet et Septembre), la fraction totale
dissoute présente également une anomalie posiliependant, la déviation observée est
beaucoup moins marquée qu’au printemps et l'augatientdes teneurs n’est visible que sur
une partie réduite du gradient salé (20-25).

Nos résultats ont également permis de tracer Egalinmes de mélange des différentes
fractions colloidales du cuivre :

- En hiver et en automne, les écarts a la droiteridpg® de dilution ne sont pas non plus
significatifs dans le cas des trois fractions exsies.

- Au printemps, si la fraction réellement dissoute m&sente pas de variation
significative, des déviations importantes a la tdrdhéorique de dilution sont par
contre a noter dans le cas des deux fractionsidalls considérées. Dans la fraction
colloidale de faible poids moléculaire (5-50 kDbgxiste un enrichissement en métal
dans la gamme de salinité 0-20 dont l'intensiténaerfe de mars a juin. Dans la
fraction colloidale de haut poids moléculaire, dplsénomenes semblent se produire
le long du gradient. Il existe une élimination détat dans I'intervalle de salinité 0-10
puis un enrichissement marqué, de 1 a 2nM, dangatame S=10 a S =20.
L’élimination du métal dans la partie amont du égst doit étre liée a la floculation
des grands colloides (Tamg al, 2001). Si l'incidence de cette élimination sus le

teneurs en cuivre total dissous du systeme edivestzent faible, I'enrichissement
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plus en aval présente, au contraire, une influenosidérable sur les teneurs en métal

du systéme. Ce point important est donc discute @hudétail dans la section suivante.

Hiver-Automne Printemps Eté
—e—Fev —x— Nov —&—Mar —@—Mai —A—Juin —O0—Juil  —A—Sep
8 8 8
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Figure VI-11 : Comportement des différentes fractions du cuivssalis le long du gradient salé.
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- En été, des anomalies peu marquées sont obseraésslat différentes fractions
colloidales. Cependant, il existe un manque d’miation entre 20 et 35 de salinité ce

qui ne permet pas dattribuer a l'une ou lautres d&actions -colloidales,

I'’enrichissement observé dans la fraction totatsalite.

VI.2 Discussion

Notre étude de I'estuaire de la Penzé montre guiste, sur la période printemps-été
(Mars-Juin), une anomalie positive marquée desursn@vec une intensité maximale
constatée au mois de juin. La position du maxim@mmetal dissous est certes peu variable
mais réelle le long du gradient salé (20<S<25). dnealyse de la position géographique
révéle par contre une position tres localisée denagimum, entre 48°64 et 48°65N. Cette
position localisée suggéere qu'il existe un appédimentaire de métal dissous conséquent
dans cette zone de I'estuaire. Les travaux de [(#880) menés dans ce méme systeme, a une
station ("station 1" située a 48°65 N) tres prodeela zone identifiée, ont montré que les
apports d’'ammonium par le compartiment benthigaeat également trés importants a cette
période de I'année. En particulier, les flux ensé@is de mai a juin dépassent d’'un a deux
ordres de grandeur ceux observés sur le resteadeéé. Ces flux importants d’ammonium
trouvent leur origine dans plusieurs phénomenesn®’part, les forts debits en période
hivernale contribuent a transporter une quantitpoitante de matiére organique de nature
essentiellement détritique qui sédimente dans cettee de I'estuaire (Lerat, 1990;
Noureddin, 1988). D’autre part, [lintensification ed la production primaire
microphytobenthique au printemps (Riaux-Gobinal, 1989) et de la production primaire
pélagigue en début d'été dans ce systeme (Lera®0)lParticipent également a
I'enrichissement de la partie superficielle de édiment. Ainsi, les teneurs en COS (Carbone
organique sédimentaire) mesurées par Lerat (199) extrémement élevées entre avril et
juin, de 3 a 6 fois supérieures a celles repodaete reste de I'année. La dégradation de cette
matiere organique conduit donc a de tres fortegulesnen ammonium dans les eaux
interstitielles de cette zone ce qui conduit a difieision importante vers la colonne d’eau.
Etant donnée la forte association du cuivre avamd#iére organique particulaire pélagique
(Le Roux, 2000; Ouddaret al, 1992) et sédimentaire (Davidsenal, 1994; Davies-Colley
et al, 1984; Tessieet al, 1979), nous suggéerons que la dégradation de ti@nearganique
benthique dans cette zone de I'estuaire conduleggmt a un flux conséquent de métal vers
la colonne d'eau. Il est & noter que les travaukndtieux-Loyer et al. (2008) révelent
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également un apport benthique élevé en phosphaie aktte partie du systéme avec une
augmentation de son intensité, de mars a juin,l@mia celle que nous observons pour
'enrichissement en cuivre dissous. Les mesureMadebet (2004), menées dans l'estuaire
voisin de Morlaix, indiquent également des appdrémthiques par diffusion du cuivre
dissous. Si ces apports restent relativement fiéans ce systeme en raison probablement
d’'un dragage fréequent, les plus conséquents speincant observés a cette méme période de
'année.

Les travaux de Gerringa (1990) menés en laborafiit® que ceux de Skrabed al.
(1997) conduits dans la Baie de Chesapeake ontrénopie le cuivre relargué depuis le
compartiment benthique suite a la dégradation ddQ@d se présentait essentiellement sous
forme de complexes organiques. Dans le cas deiétad@aChesapeake, il s’agit de complexes
trés stables formés a partir de ligands de typeDians 'estuaire du Tamar, les résultats de
Van Den Berg (1991) obtenus par des mesures choberipmétriques suggéerent par contre
une certaine labilité de ces complexes. Outre ceprigtés, quelques études permettent
egalement d’apprécier la taille des composés oggasi qui complexeraient le cuivre
transféré depuis le compartiment benthique. Lesnées de Muller (1998) dans le Firth of
Clyde, suggérent une association préférentiellesscdmposés colloidaux supérieurs a 1 kDa.
Les mesures effectuées par Huerta-Riaal. (2007) (Baie de San Francisco) montrant une
association colloidale (>3 kDa) du cuivre imporéadains les eaux interstitielles et supérieure
a celle de la colonne d’eau soutiennent I'hypothésevuller (1998). Il est intéressant de
noter également que les résultats de Huerta-8tia. (2007) montrent une contribution tres
significative des trés grands colloides (0,1-0,49 jgui peuvent représenter jusqu’a 60% de
la spéciation du cuivre dans les eaux interstseduperficielles.

Dans le cas de I'estuaire de la Penzé, nos résuttantrent que I'apport en métal
dissous par le compartiment benthique correspoateémnt a des composés de haut poids
moléculaire, plus particulierement a des composg®nitairement présents dans la fraction
300 kDa-0,45 um ; cette gamme de taille correspundpproximativement a celle reportée
par Huerta-Diazet al. (2007). La source exacte des ligands organiquesajuplexent le
cuivre dans les eaux interstitielles n'a pas, panstant, été identifiée. Skrabat al. (2000)
ont évoqués différentes sources biotiques tellesdps exsudats bactériens, des métabolites
bactériens ou des exsudats macrofauniques. Lguaites substances organiques réfractaires
présentent un comportement conservatif au printetlaps notre systéme ne penche pas en
faveur d’'une association avec des composés dehypgque. Ces résultats suggerent par
contre une origine biotique comme celle proposéegeabalet al. (2000).
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VII.  Flux

Les flux de cuivre ont été estimés a I'entrée kt sortie de I'estuaire de la Penzé pour
'année 2009. Les modes de calcul exacts de cEgatits flux sont exposés dans le chapitre
IV (section VI, paragraphe VI-2). Dans les tableMi3 et VI-4, sont regroupés les résultats
des estimations des concentrations fluvialeg) (&insi que celles des concentrations
théoriques a salinité 0 {{&-0) ayant permis la détermination des flux brutsx(famtrants) et
des flux nets (flux sortants). Le calcul des fluxaaivre particulaire (détail des calculs dans le
chapitre IV en section VI, paragraphe VI-2) conduiin flux entrant de 15020 kg art" et &
un flux sortant de 118 30 kg aft.

Tableau VI-3 : Estimation des concentrations fluviales moyeretetes flux bruts de cuivre dissous (avec leur
intervalle de confiance & 95%). Le débit moyeriaéiest de 3,03 hs™.

Fraction n | Co(nM) [ IC 95% | flux brut (kg an™) [ IC95%
RD (<5kDa) 71 04 0,3 2,7 1,4
PC (5-50 kDa) 7 15 0,4 9 3
GC (50 kDa-0,45 pym)) 7 | 2,7 0,7 16 4
TD (<0,45 um) | 14 4,9 0,8 30 5

Tableau VI-4 : Estimation des concentrations théoriques aigalinet des flux nets de cuivre dissous (avec leur
intervalle de confiance & 95%). Le débit moyeriagiest de 3,03 his™.

Fraction n| r2 |Pente (NM)| Cins=0(NM) | IC 95% | flux net (kg an™) | IC95%
RD (<5kDa) 21 0,15| -0,008 0,8 0,4 S 3
PC (5-50 kDa) | 140,040 -0,012 2,8 0,8 17 5
GC (50 kDa-0,45 um)21| 0,57 | -0,086 4,1 1,4 25 8
TD (<0,45 um) | 140,43| -0,174 9,1 2,7 S5 17

Les flux bruts et les flux nets de cuivre sont ésentés, selon une échelle
logarithmique, sur la figure VI-12. Selon nos egtiions, le cuivre est préférentiellement
apporté a I'estuaire sous forme particulaire (%g Dans la fraction dissoute (<0,45 um),
les colloides représentent le vecteur principatelenétal (60 et 30% pour les colloides de
haut poids et de bas poids moléculaire, respecemtinLa fraction réellement dissoute du

cuivre ne représente qu’une part relativementdailg ce flux brut de métal dissous (~ 10%).
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Les flux nets montrent que le métal est exportés Jermilieu marin sous forme
particulaire a environ 65%. Dans la fraction digso(<0,45 um), les contributions des
différentes fractions considérées sont peu diffé&®le celles estimées pour les flux bruts.
Ces contributions sont de 55, 35 et 10%, pour lasds colloides (50 kDa-0,45 um), les
petits colloides (5-50 kDa) et la fraction réellerdissoute (<5 kDa), respectivement.

a) Flux bruts b) Flux nets

o [

1.E+03 1.E+04 1.E+05 1.E+06 1.E+03 1.E+04 1.E+05 1.E+06
gant gant

Figure VI-12 : Flux de cuivre a I'entrée (flux bruts) et a @t (flux nets) de I'estuaire de la Penzé. RD :
fraction <5 kDa; PC : fraction colloidale compresgtre 5 et 50 kDa; GC : fraction colloidale compestre
50 kDa et 0,45 um; P : fraction >0,45 um.

a) Flux nets - Flux bruts b) Flux nets / Flux bruts
RD ] RD |
PC | |
GC

-40 -30 -20 -10 0 10 20
kg ant

Figure VI-13 : Bilan absolu et relatif des flux de cadmium dBestuaire de la Penzé. RD : fraction <5 kDa;
PC : fraction colloidale comprise entre 5 et 50 kB€ : fraction colloidale comprise entre 50 kD& &5 um;

P : fraction >0,45 um.
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La figure VI-13 permet d’examiner plus précisémésg échanges de métal qui
s’operent dans la zone du gradient salé estuanta ks différentes fractions. Ces échanges
ont été deduits des flux bruts et des flux netsoet exprimés en quantités absolues (Figure
VI-13a) ou relatives (Figure V-13b). Nos résultatentrent que le métal est essentiellement
transféré de la phase particulaire vers la phakeidale. La "perte" en cuivre dans la phase
particulaire est d’environ 25%. Dans le méme temypsfacteur d’enrichissement compris
entre 1,5 et 2 est constaté pour chaque fractitioidale ainsi que pour la fraction totale
dissoute. Il est a noter que ces facteurs sontljf&uents de 1. Au contraire de ceux qui ont
pu étre observés dans le cas du plomb ou du cadrau@activité du cuivre dans le gradient

salé estuarien est relativement faible a I'échafleuelle.
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VIIl. Conclusion

Dans le cas du cuivre, nos résultats ont montré association relativement
importante de cet élément avec la fraction coll@idéa fraction réellement dissoute ne
représentant qu’environ 10% du métal dissous. Hioge hivernale et printaniére, cette
association se fait préférentiellement avec degposés de haut poids moléculaire (>50 kDa).
En été et en automne, il existe par contre uneribotibn plus importante de la fraction
colloidale comprise entre 5 et 50 kDa.

Nos travaux révélent que la matiere organique ctdnee d’origine pédogénique, de
par ses propriétés complexantes vis-a-vis du cut/sa forte concentration dans le systeme,
est le facteur principal qui permet d’expliquer aiiférences. En outre, ces substances
exercent également un contrdle important des apportnétal par les eaux fluviales en raison
d’'une co-mobilisation depuis les sols du bassisama.

Lors du mélange, le cuivre présente généralementammportement proche de la
conservativité. Cependant, des déviations positivgsortantes se produisent en période
printaniére. Ces déviations ont été reliées a gpores par le compartiment benthique qui
trouvent leur origine dans la dégradation de laémabrganique particulaire. Les apports ont
lieu principalement sous forme de composés de paigis moléculaire ce qui suggere une
association avec des composés d’origine biotique.

Nos estimations des quantités transitant par l&syes montrent que les apports se
font principalement sous forme particulaire (a %30 Si les formes exportées restent
majoritairement particulaires (a ~ 65%), la fraotmolloidale contribue de facon significative
a ce flux net (a ~ 30%), en raison principalemesy dpports benthiques qui surviennent au

printemps.
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Cette étude a porté sur la spéciation colloidaleewure du plomb et du cadmium
dissous en milieu estuarien. Pour ce faire, urtiloement sans précédent (7 fractions) a été
mené. Ainsi, la fraction réellement dissoute (<&@k@t six fractions colloidales (5-10 kDa;
10-30 kDa; 30-50 kDa; 50-300 kDa; 300 kDa-0,22 |11,22-0,45 pm) ont été considérees.

Une attention particuliére a été portée, en prefiear au choix et a la mise en place
de la technique utilisée pour le fractionnementoidal. C’est l'ultrafiltration frontale (UF)
qui a été retenue. Il s'agit d'une technique nostretive, qui ne nécessite pas d’addition de
réactifs et dont la mise en ceuvre est relativensenple et peu codteuse. Au regard du
nombre particulierement important d’échantillongraiter, il a été nécessaire de tester la
stabilité de ces deniers avant I'application détridiltration. Nos résultats ont montré que,
dans les conditions de stockage préconisées fifitraa 0,45 um et a 0,22 um puis
conservation au réfrigérateur), la répartition dwetah entre les différentes fractions
considérées est reproductible sur une période pirg suivant le prélevement. Un effort
important a aussi été consacré a l'ajustement @ebniques électrochimiques par
redissolution aux trés faibles teneurs rencontd@es certaines fractions colloidales. En effet,
dans les échantillons les moins concentrés, lesuterpeuvent descendre jusqu’a 10 pM pour
le plomb, 30 pM pour le cadmium et 1 nM dans leaaguivre. Les modifications apportées
ont ainsi permis d’abaisser les seuils de déteai®mos méthodes d’'un facteur 2 a 5 en
fonction du métal considéré.

Le systeme choisi pour mener a bien ce travaiéd’'éstuaire de la Penzé. Il s'agit
d'un estuaire de type homogene, caractérisé pdrassin versant essentiellement de type
agricole. Les travaux ont pris en compte non seelgrfensemble du gradient salé mais aussi
le cycle saisonnier. Il s’agissait, en particulide mieux comprendre les processus qui
contrlent le comportement et le devenir du cuide, plomb et du cadmium en milieu
estuarien.

Un examen de la répartition des éléments étudiée das différentes fractions
colloidales et la fraction réellement dissoute & wabord été mené. Lelomb dissous est
présent essentiellement dans les fractions colksddes concentrations dans la fraction
réellement dissoute étant trés faibles (<16 pMs. fcactions colloidales représentent 94 + 4%
(n=42) du métal total dissous (<0,45 um). En oé apncerne plus particulierement la
répartition a lintérieur de la fraction colloidalle métal est majoritairement associé aux
colloides de grande taille. La fraction 300 kDa2Q,2n domine de facon générale la
spéciation du plomb. Cependant, la répartitionddgérente durant le mois de novembre. A
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cette période de I'année, le plomb est présenadenf majoritaire dans des colloides de plus
faible poids moléculaire (30-300 kDa).

Le cadmiumdissous est aussi présent de fagcon majoritairs ldaftaction colloidale.
En effet, cette fraction représente 78 + 8% (n kdi2 métal total dissous (<0,45 um). Il est
important de remarquer que la fraction réellemessalite n’'est pas négligeable; cette
derniere représentant 22 + 8% (n =42) du métall issous. Contrairement au plomb, la
répartition du cadmium au sein des différentestifras ne permet pas de distinguer une
affinitt  du cadmium pour une fraction particulierée métal semble cependant
préférentiellement associé aux trois fractionsaddélles de faible poids moléculaire; il s’agit
essentiellement des fractions 5-10 kDa et 10-3Q kf2adans une moindre mesure de la
fraction 30-50 kDa.

Comme pour les autres meétaux, nos résultats mantgere le cuivre est
majoritairement associé a la fraction colloidalen &ffet, celle-ci représentent 89 + 4%
(n = 42) tandis que la fraction réellement dissoagésente seulement 11 + 4% (n = 42). En
hiver et au printemps, cette association colloidaldait majoritairement avec des composés
de haut poids moléculaire, d'une taille supérieut® kDa. En été et en automne, le métal est
par contre observé préférentiellement dans dedrecde taille comprises entre 5 et 50 kDa.

Nous avons pu également mieux identifier les pm®squi contrdlent le
comportement des éléments métalligues dans la denmélange. Leplomb total dissous
montre, sur 'ensemble de la période étudiée, mmpootement non conservatif avec une forte
anomalie négative des concentrations. Cette anenige a une redistribution du plomb vers
la phase particulaire, est particulierement impugaentre 0 et 10 de salinité. L’analyse du
fractionnement colloidal indique, d’une maniere gake, que la redistribution du plomb
s’effectue essentiellement a partir de la fractiominante (300 kDa-0,22 pm). Seul le mois
de novembre montre une redistribution importanigadir des petits colloides (5-50 kDa).
L’étude couplée du comportement des fractions tdles du plomb, du fer et des substances
humiques indique clairement que, dans I'estuairéad@enzé, la redistribution du plomb se
produit & partir de complexes organo-minéraux.dbis tres probablement d’oxydes de fer
recouverts de composes de type humique.

Le cadmiumdissous présente quant a lui un comportement noseceatif avec une
forte anomalie positive des concentrations. Cesnaties indiquent un enrichissement en
métal dissous, lequel se traduit par une augmentalis concentrations jusqu’a mi-estuaire.
Il a été montré que la position du maximum dépemttment du temps de résidence des eaux
dans l'estuaire, ainsi que de la concentration etiames en suspension. L'analyse du
fractionnement colloidale indique clairement quentichissement concerne essentiellement
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les fractions inférieures a 50 kDa. En effet, etdeeaux fluviales et la zone du maximum,
des facteurs d’enrichissement compris entre 1®eair@ été mis en évidence pour certaines
fractions. L'étude du fractionnement colloidal nocaisaussi permis de montrer que deux
phénomenes antagonistes contrélent la spéciatiaadimium dans 'estuaire. D’une part, les
substances humiques favorisent la présence du whenal les fractions colloidales. D’autre

part, le développement phytoplanctonique induibclirporation directe au indirecte, du

cadmium dans la phase particulaire.

Le cuivre est caractérisé par un comportement différeninslkel® saisons. En hiver et
en automne le métal dissous (<0,45 um) est cortfea printemps et en été, une anomalie
positive est par contre observée. Cette anomaliei#férente, d’'une période a l'autre, dans
lintensité mais aussi dans la localisation du mmaxn. Au printemps, l'analyse du
fractionnement colloidal, nous a permis de monipge ce sont les fractions 5-50 kDa et
50 kDa-0,45 um qui participent a I'enrichissemantdivre. En été, les anomalies sont moins
marquées et concernent plutét 'ensemble des dmticolloidales. La spéciation et le
comportement du cuivre dans I'estuaire de la PeBpéndent tres fortement des associations
du métal avec la matiere organique. Nos résultatstmant que la répartition du cuivre dans
les différentes fractions colloidales est directetrigge a la présence de matiere organique
réfractaire d’origine pédogénique (substances huesy Cependant les anomalies positives
des concentrations observées au printemps, seg@igdt liées a une association du cuivre
avec de la matiere organique d’origine biotiqugpeavenance du compartiment sédimentaire.

La quantification des flux de métaux pour les défées fractions de taille a permis de
mieux cerner les principaux échanges qui s’opeaensein de I'estuaire. Pour fdomb, il
existe essentiellement un enrichissement de léidraparticulaire dans la zone de mélange ;
celle-ci est liée a un transfert du métal depuidation dissoute. La floculation des oxydes
de fer, phénomeéne identifié comme étant respongiblee transfert, agit principalement sur
la fraction colloidale de haut poids moléculaire. fierte de métal dans cette fraction est de
'ordre de 80% ; dans la fraction de plus faibladgsomoléculaire, elle est d’environ 50%.
Pour ce métal, la fraction réellement dissoute péapit que tres peu affectée par le transfert
du métal dans le gradient salé estuarien.

Dans le cas daadmium nos estimations montrent qu'il existe un trartsi@portant
du métal de la phase particulaire vers la phasodis. Ce transfert se fait essentiellement a
la faveur des colloides de bas poids moléculaiceda fraction réellement dissoute. La perte
en cadmium dans la fraction particulaire est d'emvi30% lors du mélange estuarien. Dans le
méme temps, un facteur d’enrichissement d’envirBre@viron est constaté pour les deux
fractions en solution.
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Pour le cuivre, nos résultats indiquent, d’'une maniere globalge ¢g métal est
transféré de la phase particulaire vers la phadleidale lors du mélange des eaux dans
I'estuaire. La « perte » en cuivre particulaire @shviron 25%. Parallelement a celle-ci, un
enrichissement, avec des facteurs d’augmentatioipis entre 1,5 et 2, est constaté dans les
différentes fractions colloidales ainsi que darfsdation réellement dissoute.

Ces travaux menés dans l'estuaire de la Penzé ont dhontré une présence
particulierement importante des éléments métaliq@, Pb, Cd) dans la fraction colloidale.
Si le cadmium est trouvé dans la partie plutét dassspectre de taille colloidal (<50 kDa), le
plomb est par contre préférentiellement associ@saamposés de haut poids moléculaire
(>300 kDa) ; le cuivre présentant quant a lui ursribution intermédiaire. Lors du cycle
saisonnier, deux phénoménes majeurs ont été igmntifls affectent non seulement la
répartition colloidale des éléments étudiés maienb également un réle important dans les
guantités et les formes transférées vers la zamered6Ces deux phénomeénes sont :

- D’une part, la forte mobilisation des substancesiiques depuis les sols du bassin
versant lors des évenements pluvieux intensesadsne.

- D’autre part, la dégradation du matériel organigagticulaire d’origine continentale
dans une zone tres localisée du compartiment lupretau printemps.

La poursuite de nos travaux dans le milieu estoadevra nous permettre d’examiner
de facon plus approfondie l'origine et l'impact desénomenes cités ci-dessus. |l serait
intéressant, en particulier, de mettre en place énede fine des échanges au niveau de
l'interface colonne d’eau - compartiment sédimestdians la zone de dépbt préférentielle des
particules organiques d’origine pédogénique. Cafiproche pourra étre soutenue par le
développement de techniques électrochimiques de gruplus performantes, rendant ainsi
possible I'analyse et la spéciation chimique désnéhts présents en faibles teneurs (arsenic
et antimoine par exemple). Au regard de son impodalil sera essentiel, lors de ces futurs
travaux, de prendre en compte la fraction coll@dal
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Abstract.

In the present study, seven colloidal fractions of lead (Pb) were analysed along the mixing zone of the Penzé

estuary over the Year 2009, with the aim to provide some insight into the mechanism that removes the metal from the
<0.45-pum fraction. According to our results, Pb was generally found as large colloids (>300 kDa) and was removed in the
salinity range 0—10 from all of the size fractions where it was significantly found. Because the colloidal fractionation of Pb
was strongly linked to that of iron (Fe) and humic substances (HS), the removal of Pb in the mixing area must occur under
flocculation of organomineral complexes. A key period corresponding to the first strong autumnal precipitations was also
revealed in the present work. At this time of the year, the mobilisation of Pb (and Fe) from catchment soils is enhanced by

the mobilisation of HS and the metal is associated with smaller colloids (30-300 kDa).

Additional keywords: colloids, estuarine waters, Fe, humic substances, Pb, seasonal variations.

Introduction

The removal of total dissolved Pb during estuarine mixing,
although not systematic, has been observed in most of the
estuaries (Danielsson et al. 1983; Windom et al. 1985, 1988;
Chiffoleau et al. 1999; Monbet 2006; Waeles et al. 2007,
2008a). The role of Fe oxides as an efficient scavenger for
Pb has been relatively well identified (Spencer et al. 1980;
Windom et al. 1988; Dehairs et al. 1989; Baeyens 1997; Jiann
et al. 2005; Wen et al. 2008). However, different statements
have been given about the exact mechanism involved. Some
authors have indicated an adsorption of dissolved Pb onto
particles (Windom et al. 1985; Chiffoleau et al. 1999; Monbet
2006). According to the study of Elbaz-Poulichet et al.
(1984), incorporation of Pb in the particulate phase in the
Gironde estuary may ensue from the following two processes:
in the tidal estuary, Pb is adsorbed onto particles because of the
increase in turbidity and in the specific surface area, whereas in
the lower estuary, organic Pb associated with Fe—-Mn hydrous
oxides is coagulated. In their study of the Bang Pakong estu-
ary, Windom et al. (1988) suggested that incorporation of Pb
in the particulate phase occurs via the oxidation of Fe(II) to
Fe(OH); and/or the decrease of solubility of Fe(OH);. Thus,

© CSIRO 2011

and contrarily to the statements of Boyle et al. (1977) and
Sholkovitz et al. (1978), Windom ef al. (1988) did not consider
the flocculation of colloids to be the mechanism that removes
Fe in their system.

Only a few reports exist on the colloidal distribution of Pb in
estuaries. Some of them have focussed on its variations along the
salinity gradient (e.g. Benoit et al. 1994; Dai and Martin 1995;
Martin et al. 1995) and have identified removal of Pb from either
the colloidal fraction of the truly dissolved phase according to
the estuary of concern. Others have dealt with the nature and
properties of Pb organic complexes (e.g. Muller 1996; Kozelka
etal 1997; Wells et al. 1998). Wells et al. (1998) identified two
classes of organic ligands in the Narragansett Bay. The stronger
Pb-binding ligands resided in the colloidal phase, whereas the
weaker class of ligands occurred predominantly in the soluble
phase (<1 kDa). On the contrary, Kozelka ez al. (1997) observed
the stronger class of organic ligands in the soluble phase
(<8kDa). The importance of the organic Pb complexation
was underlined in these two latter studies because excess
amounts of unbound strong ligands were found. However, in
their study of various rivers and estuaries of the boreal Russia,
Pokrovsky and Schott (2002) indicated that Pb-bearing colloids

10.1071/MF10220 1323-1650/11/040329
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Fig. 1. Study area and approximate position of the sampled salinity gradient (for more details on sampling-

stations positions, see Fig. 2).

consisted mainly of Fe oxy(hydr)oxides instead of organic
complexes.

In the present study, we investigate the variations of colloidal
Pb in the Penzé estuary. The originality of the work resides on
the examination of seven colloidal fractions at seven different
times of the year, whereas previous studies on estuaries have
generally considered two or three fractions and have been
focussed on a unique survey. The objective was to examine
the colloidal distribution of Pb and its changes along the whole
salinity gradient and over the seasonal cycle. Three interrelated
questions, with respect to (1) the control of Pb inputs by fluvial
waters, (2) the nature of the colloids that form complexes with
Pb in estuaries and (3) the mechanism of Pb removal during
estuarine mixing, guided our investigations.

Material and methods
Study area

The Penzé River (North Brittany, France) is 28 km long and has
a drainage area of 141 km?. This system collects the waters from
a very poorly industrialised catchment where extensive agri-
cultural activities (pig farming and vegetable cultivation) were
developed for decades. Soil occupancy is mainly agricultural,
with arable and permanently cultivated areas representing
~36% and heterogeneous agricultural areas accounting for
~33% of the area. The remaining non-urbanised areas comprise
meadows (7%), moors and peat pogs (3%), and forests (0.7%).
The water discharge at the village of Penzé generally fluctuates
from 0.5 to 14 m> s~ . The estuary is situated between the village
of Penzé and the Morlaix Bay, covering a distance of ~10km

Table 1. Sampling dates and conditions
Numbers in parentheses for water discharge indicate the variation of this
parameter during the 3 days before sampling. SPM, suspended particulate

matter
Sampling ~ Water discharge ~ Tidal range = Temperature ~ SPMrange
date m’s™h (m) range (°C) (mgL™")
6 Feb 8.6 (+1.3) 42 7.1-7.3 12-260
23 Mar 2.3(=0.1) 4.7 8.5-10.3 2.5-160
4 May 2.0 (—0.6) 4.7 10.6-12.6 5.9-340
2 June 1.0 (=0.1) 4.6 15.0-17.6 2.3-150
17 July 0.7 (+0.0) 3.8 14.8-16.6 2.4-400
15 Sep 0.4 (40.0) 44 14.4-16.2 1.7-720
13 Nov 6.4 (+4.6) 5.5 12.2-12.9 7.6-1400

(Fig. 1). It is subjected to a macrotidal regime because the tidal
range fluctuates between 1.8 and 9.2 m. The residence time of
water within the estuary, which is highly dependant on the tide
and the river flow, varies between 2 days at spring tide and
13 days at neap tide and low discharge.

Sampling

Seven cruises were conducted along the salinity gradient of
the Penzé estuary during 2009. The sampling conditions (date,
water discharge, tidal range, water temperature and suspended
particulate matter (SPM) concentrations) are summarised in
Table 1. Sampling was conducted at neap tide, between the stand
of tide and the first flood. Water samples were collected at
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Fig. 2. Variations of the water discharge of the Penzé estuary over the Year 2009 (Penhoat field station,
‘Agence de I’eau Loire-Bretagne’). Black squares indicate dates of sampling (see also Table 1). Crosses indicate
the position of each sampling station along the salinity gradient.

11 field stations (So, Sls Sz, S4, Sé, Sg, SlOa Sl4a Szo, 5265 S34),
with the aim of covering the whole freshwater—seawater mixing
zone (approximate salinity at S; was 7; see Fig. 2 for more details
on sampling positions). Samples dedicated to analysis of total
dissolved (<0.45-pum) Pb were collected at all stations, whereas
samples dedicated to the analysis of particles and of the various
colloidal fractions were collected at Sy, S,, S, S10, Sz and Szy4.
Sampling was performed from a Zodiac inflatable boat with
500-mL and 1-L-HDPE-Nalgene® (VWR, Fontenay-sous-Bois,
France) bottles. Water was sampled by hand at ~0.5 m below
the surface, with the arm fully covered with a plastic glove
(92 cm, Polysem®, Companimo, L’Union, France).

Filtration

In the laboratory, the water samples were sequentially passed
through 0.45-pum and 0.22-pm filters (HATF, Millipore, VWR).
After each filtration, an aliquot of 50 mL was acidified at pH 2
(HCI Suprapur, Merck, VWR) and stored until further analysis
of the <0.45- and <0.22-um fractions. The remaining aliquot
of the 0.22-um filtration (~350 mL) was stored in the dark at
6°C, until application of the ultrafiltration method within
3 days (Filella and Buffle 1993; Chen and Buffle 1996). To
check the accuracy of this storage, the reproducibility of
the ultrafiltration method was tested over a 72-h period on a
typical coastal seawater sample (‘reproducibility and recovery’
section). Membranes from the 0.45-um filtration were intro-
duced inside Teflon vials for further mineralisation and
determination of total particulate Pb (PPb) and Fe (PFe).

Ultrafiltration
Method principle

Isolation of colloidal matter by ultrafiltration can be con-
ducted either by using cross-flow or frontal filtration (Buffle
and Leppard 1995). Since cross-flow necessitates large-volume

samples (10-1000 L; Guéguen et al. 2002), we selected frontal
filtration for its easy handling. Frontal filtration was carried
out in a cascade (sequential) way, as recommended by Lead
et al. (1997) and Buffle and van Leeuwen (1992), because this
method, contrarily to parallel mode, minimises aggregation of
colloids at the surface. We also used the concentration mode
rather than the diafiltration mode (Buffle and Chalmers 1988;
Wen et al. 1996). By using the concentration mode, a pressure is
applied to push the sample to be filtered through the membrane.
To minimise artefacts caused by coagulation of colloids at the
membrane surface (Perret et al. 1994), small flow rates (1.5—
45mLmin"") and small concentration factors (3—13) were
used in the study. As illustrated in Table 2, concentration factors
were kept as constant as possible for each nominal cut-off.
In addition, a stirring over the membrane was also applied
to reduce concentration-polarisation effect resulting from the
densification of macromolecules at the membrane surface
(Burba et al. 1998).

Sequential ultrafiltration processing

Sequential ultrafiltration from the <0.22-pm fraction was
conducted using a 8200-Amicon®-stirred cell (Milian, Ferney
Voltaire, France) with five types of membrane. Nominal sizes of
the membranes were 300, 50, 30, 10 (polyether sulfone, Biomax
PB, Millipore) and 5kDa (regenerated cellulose, Ultracel PL,
Millipore). Samples were pushed through membranes by using
N, at a pressure varying from 40 to 100 kPa, according to the
nominal size of the filter and sample salinity. Pb and HS were
analysed from each permeate acidified to pH 2 with HCI. Fe was
analysed on each retentate (pH 2, HCIl). Concentrations in the
various size fractions were obtained by difference from analyses
of the various permeates and by applying concentration factors.
The concentration factors were calculated from each filtration
by dividing the total volume processed by the retentate volume.
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(Vpcrmcatc + Vrctcntatc)/ Vrctcntatc)

Concentration factor (CF) applied during the study for each nominal cut-off (CF

Table 2.

50kDa 30kDa 10kDa 5kDa

300 kDa

Nominal cut-off

10.9+£0.9 92407 7.8+£29 5.0+0.7

122+£0.8

CF applied (mean +s.d., n =42)

Testing of the reproducibility of the whole procedure for lead (Pb) concentration in the various colloidal fractions (n = 3; seawater sample collected in the Bay of Brest)

Table 3.

30-50kDa 10-30kDa 5-10kDa <5kDa

0.22 um 0.22-045um  300kDa-0.22 um 50-300 kDa

<0.45 pm

0.116 £0.017  0.014 +0.008 0.068 £+ 0.009 0.007 £0.007  0.0044+0.004  0.018£0.006  0.017+0.010  0.011+0.009

0.130 £ 0.008

Pb concentration (mean =+ s.d., nm)

V. Tanguy et al.

It is worth noting that only three permeates contained Pb at
concentrations lower than 2 pm, which is the limit of quantifica-
tion of the analytical method.

Prior to use, all the membranes were washed and left to soak
in Milli-Q RG® water for 24 h, then in diluted nitric acid (pH 1,
HNO3;, Suprapur®, Merck) for 24 h, and finally rinsed several
times and soaked in Milli-Q water during the last 72 h. After
being used, they were immersed in 0.1 v NaOH (Traceselect,
Fluka) for 30 min, then washed and left soaking in Milli-Q water
for 24 h, before their storage at 6°C in a mixture of ethanol and
water (10 : 90). Before processing of the sample set, the Amicon
cell was abundantly washed with Milli-Q water, soaked in Milli-
Q water for 2 days and in diluted nitric acid (pH 3) for 24 h.
Then, it was rinsed and left to soak in Milli-Q water for 3 days.
All sample manipulations and analysis were performed under a
Class 100 laminar-flow hood.

Reproducibility and recovery

The reproducibility of the whole filtration—ultrafiltration
procedure (n=3) was tested on Pb content in the various
fractions, with a seawater sample collected in the Bay of Brest.
The 0.45-pum and 0.22-pm filtrations were carried out within 2 h
after sampling, whereas ultrafiltration protocol was carried out
after 24 h, 48 hand 72 h. Table 3 summarises the results obtained
following the analyses of Pb. The recovery of each procedure
was determined by comparing the sum of the concentrations in
the various fractions under 0.22 um to the concentration mea-
sured in the <0.22-pum fraction. For 24, 48 and 72 h, recovery
was 101, 102 and 108%, respectively. For the whole sample set
(n=42), recovery was 101 £ 3%.

Pb, Fe and HS analyses in the colloidal fractions

Lead measurements in the various isolated fractions were
determined by using stripping chronopotentiometric (SCP)
technique, i.e. constant-current stripping analysis (CCSA), at a
mercury film electrode (Riso et al. 1997). This method was
selected for its low detection thresholds and because it is par-
ticularly well suited for saline and organic-rich waters. More-
over, the reagent requirement is minimal, thus preventing
contamination of the sample. Details about the experimental
electrochemical conditions together with precisions, reproduc-
ibility and results from certified reference-material analyses are
given in Waeles et al. (2008b). Briefly, Pb was concentrated at
the mercury film electrode by applying a potential of —1200 mV
(v. Ag/AgCl, KCI 3 m) under stirring conditions (69 Hz). Strip-
ping consisted of the application of a 0.5-pA current. Analyses
were carried out by spiking each sample three times with stan-
dards. The detection limit was 2 pm after 25 min. deposition time
and the reproducibility of the method is 5% at 0.19 nm (Waeles
et al. 2008b).

Iron analysis was performed with an ICPMS 7500ce from
Agilent Technologies (Tokyo, Japan), equipped with on-line
octopole collision and reaction cell. Recommended gases are
helium and hydrogen of 99.995% purity (Linde, Paris, France).
The sample introduction system consisted of a concentric
nebuliser (Meinhard Associates, Golden, CO, USA) and a Scott
double-pass spray chamber cooled to 2°C. Sampler and skimmer
cones used were made of nickel. The operating conditions were
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optimised using a solution of 1ugL™" of gallium, yttrium,
thallium and cerium, with typical settings being as follows:
plasma power 1500 W, cooling-gas flow 15 L min~ ', carrier gas
1.05L min"". >°Fe isotope was monitored on five replicates,
using an integration time of 0.05s and three points per peak.
Uncertainties of the measurements were under 6% for 90% of
the samples and detection limit of the method was 0.16 pgL ™",
Only four samples had Fe concentrations under the 0.53 pg L™
limit of quantification.

Humic substances were analysed by square-wave voltam-
metry at a static mercury-drop electrode (Quentel ef al. 1986;
Chanudet et al. 2006). Briefly, after adding a small amount
of Mo(VI) (10 ugL™") to the acidified (0.01 M HCI) sample to
ensure the formation of the adsorbed complex, the sample was
de-aerated with nitrogen for 3 min, and deposition at —300 mV
(v. Ag/AgCl, KCI 3 ™) was performed with stirring. After the
deposition (100-240 s), the stirring was stopped and, following a
20-s rest period, the scan was initiated to the negative direction.
The operational parameter values were 50-Hz frequency, 1-mV
step potential and 50-mV amplitude. Concentrations were
determined by standard additions of Suwannee River fulvic
acid (IHSS, R 1S101F), with the uncertainty lower than 5% and
the detection limit of 6 pg CL ™"

Analyses of PPb and PFe

To determine the PPb and PFe concentrations, 7mL of
HNOs; : HF (5:2) mixture was added to each filter. Then, the
Teflon vials were placed on a Stuart block heater at 100°C, until
the acid mixture was evaporated to dryness. After repeating the
procedure three times, SmL of 20% HNO; was added and
each sample was heated at 100°C for 2 h. The solution was then
diluted with water to 100 mL before metal analysis by graphite
furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS).

The metal concentrations in the digested solutions were
determined by electrothermal atomic absorption spectrometry.
A Perkin-Elmer SIMAA 6100 (Courtaboeuf, France) working in
the single element monochromator mode was used for all atomic
absorption measurements. End-capped pyrolytic coated graph-
ite tubes equipped with integrated platforms were used. The
inert gas was argon. Samples were delivered to the furnace with
a Perkin-Elmer AS-800 auto-sampler and stored in acid-washed
polypropylene cups before injection. The light sources were,
respectively, Perkin-Elmer hollow cathode lamp for Fe and
electrodeless discharge lamp for Pb. Calibration curves were
drawn up and, when necessary, solutions were diluted before
measurements. Dilutions were carried out with calibrated Gil-
son Pipetman pneumatic syringes. For the determination of Fe, a
2100°C atomisation temperature was used, whereas, for Pb, this
temperature was set to 1800°C. No pre-treatment step was used
for the determination of metals in these different solutions. A
quantity of 10 pg of Pd, introduced as Pd(NOs),, was used as a
chemical modifier for Pb measurements.

Salinity, temperature and suspended particulate
matter measurements

Salinity (S) and temperature (T) were measured in situ by a
WTW ProfiLine LF 197 (VWR) with a conductivity cell
TetraCon 325 (£0.1 and 0.1°C, precisions). SPM concentrations
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were determined by gravimetry (Banse er al. 1963) on the
0.45-pm filter, with the uncertainty <5%.

Results

According to previous studies (e.g. Dai ef al. 1995), we refer to
different size fractions as follows. ‘Total dissolved (TD) metal’
indicates the fraction that passes through the 0.45-pm (or
the 0.22-pm) membrane, ‘colloidal metal’ corresponds to the
5-kDa—0.45-um (or 5-kDa—0.22-pm) fraction whereas ‘truly
dissolved metal’ refers to the <5-kDa fraction.

Figure 3 displays the Pb concentrations in its distribution
in the various fractions under 0.45pm. Total dissolved Pb
(<0.45 pm) fluctuated between 0.04 and 0.52 nm over the period
of study. These concentrations were closed to the ones observed
in 2001, with values in the range 0.04-0.62 nm (Waeles et al.
2007). Concentrations were always decreasing along the salinity
gradient. They were generally >0.20 nm at salinity 0, whereas
concentrations at salinity 34 were <0.07 nm. Along the seasonal
cycle, the highest concentrations were observed in February and
November, corresponding to the period of higher discharge.

According to our results, Pb occurred mainly in the colloidal
fractions and, thus, truly dissolved concentrations were very low
(i.e. in the range 2—16 pm). Colloidal forms of Pb represented
94 + 4% (n =42) of the <0.45-um pool, whereas truly dissolved
Pb contributed only 6 & 5% (n =42). Interestingly, the contri-
bution of the truly dissolved fraction increased from 3 4-2%
(n=14) at low salinities (0<S<3) to 11+5% (n=7) at
salinities >33.

A further examination of the metal distribution showed that
Pb was mainly associated with large colloids. The 300-kDa—
0.22-pm fraction generally dominated the Pb speciation, with a
third of the <0.45-pum pool being found in this fraction and a fifth
in the 0.22—-0.45-pm fraction. However, the metal distribution in
colloids was different in November. At this time, Pb occurred as
smaller colloids and was principally observed in the range of
30-300 kDa.

Concentrations of Fe varied similarly to that of Pb (Fig. 3).
In February and May, Fe concentrations in the total dissolved
fraction were in the range of 200—1500 nm and concentrations
decreased seaward. In July, concentrations were low, generally
<400 nm for total dissolved metal, whereas in November, they
were at their highest, with values close to 2000nm at low
salinities. Fe—Pb covariations are also illustrated by the very
strong correlations found between the two particulate fractions
of' both metals and between their total dissolved fractions (Fig. 4,
Table 4). Fe colloidal distribution in the Penzé estuary also
followed that of Pb, as shown by the correlations found between
the two metals in the various size fractions (Fig. 4, Table 4).
Fe was mainly found (approximately a half) in the 300-kDa—
0.22-um fraction in February and May. As for Pb, Fe was
observed in smaller fractions in July and November, but some
differences could be noted; Fe was also significantly present in
smaller colloids.

Concentrations of HS in the total dissolved fraction varied
within the range 0.09—4.8mgCL ™" (Fig. 3). They were rela-
tively low in May and July (<2 mg C L™"), whereas much higher
concentrations were detected in November. At this time, HS
concentrations were >4mgCL ™" in the upstream part of the
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Fig.3. Distribution oflead (Pb, white background), iron (Fe, light-grey background) and humic substances (HS, grey background) in
the various colloidal fractions. Pb was analysed in the seven fractions under 0.45 pm (filtrates), Fe was analysed in the five fractions
between 0.22 pm and 5 kDa (retentates) and HS were analysed in the six fractions under 0.22 pm (filtrates).
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Fig. 3. (Continued)
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Fig.4. Plots of iron (Fe) as a function of lead (Pb), humic substances (HS) as a function of Pb and HS as a function of Fe for the
various size fractions. Results from regression analysis of the various plots are given in Table 4.
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Table 4. Linear regression analysis between lead (Pb) and iron (Fe), Pb and humic substances (HS) and Fe and HS in the various size fractions

(values under the detection limit were not used)

Parameter Fe (um)/Pb (nm) HS (ng CL™")/Pb (nm) HS (ug CL™")/Fe (um)

? Linear reg. n s Linear reg. n ” Linear reg. n
<0.45 pm (total dissolved) 0.87 Fe=3.5Pb+0.2 24 0.66 HS =8.2Pb + 0.4 18 0.58 HS=2.0Fe+0.2 18
<5kDa 0.72 HS =79Pb — 0.3 18
5-10kDa 0.57 Fe=16Pb+0.01 23 0.70 HS =74Pb — 0.3 18 0.76 HS =3.3Fe+0.0 18
10-30kDa 0.54 Fe = 6.8Pb+0.02 23 0.24 HS = 19Pb + 0.1 17 0.47 HS =2.6Fe+0.1 17
30-50kDa 0.95 Fe=3.2Pb+0.02 24 0.88 HS =7.9Pb +0.1 13 0.87 HS=2.3Fe+0.1 13
50-300kDa 0.96 Fe =2.7Pb 4 0.02 20 0.39 HS=3.0Pb +0.1 11 0.48 HS=1.1Fe+0.1 12
300 kDa—0.22 pm 0.79 Fe=3.8Pb — 0.02 23 0.51 HS =3.9Pb + 0.2 14 0.35 HS=0.6Fe+0.2 15
>0.45 um (particulate) 0.99 Fe=2.3Pb — 4.2 42
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estuary (S<6). The colloidal distribution of HS was also
variable. HS were rather found as large colloids in May and
were observed in the whole size spectrum in July and November.
Their occurrence in the truly dissolved fraction was 17 £ 7%
(n = 18) for the three studied situations.

Discussion
Colloidal distribution of Pb: comparison with literature data

The comparison of colloidal distribution of Pb in estuaries with
data from literature is limited because the few studies that have
been conducted in such systems generally consider only one
colloidal fraction (Benoit et al. 1994; Martin et al. 1995;
Kozelka et al. 1997; Jiann et al. 2005). To our knowledge, the
study of Wen et al. (1999) in the Galveston Bay is the only study
that has dealt with two different colloidal fractions. Another
difficulty in comparing the data is due to the nominal cut-off
selected by the authors (1, 5 or 10kDa) for distinguishing
colloidal matter from truly dissolved compounds.

The strong association of Pb with colloids (as opposed to its
low truly dissolved fraction) appears to be a general finding in
estuarine waters. As an example, in the Venice Lagoon, colloi-
dal Pb accounted for most (up to 94%) of the total dissolved
metal (Martin et al. 1995). In the Danshuei estuary, Jiann ef al.
(2005) also observed a high fraction of large colloidal Pb. In
their study, Pb under 0.45pum was mainly associated with
colloids >0.1 um. In the Galveston Bay, Benoit et al. (1994)
observed that the concentration of colloidal Pb was almost the
same as the concentration of Pb in the total dissolved pool. In the
same system, Wen et al. (1999) also observed a high colloidal
fraction for Pb (~65% of the 0.45-um filter passing pool).
Wen et al. (1999) found that colloids >10kDa dominated the
speciation of Pb at very low salinities (S<5). However, and
contrarily to our results, Pb in the remaining part of the estuary
was more associated with small colloids (i.e. in the range
1-10kDa). In the same way, Kozelka et al. (1997) observed in
the South San Francisco Bay that Pb was preferentially associ-
ated with organic ligands of small molecular weight (<10kDa).

Seasonal variations of Pb concentrations
and colloidal distribution

Both concentrations and speciation of dissolved Pb in the
estuary are highly dependent on their input via fluvial waters.
Our data indicated that concentrations of Pb in waters entering
the estuary are first controlled by the meteorological conditions.
The periods with higher dissolved Pb concentrations (February
and November) corresponded to relatively high water dis-
charges (Fig. 2, Table 1). As described in a previous paper
(Waeles et al. 2007), elevation in the concentration of dissolved
Pb in the river should be linked to the mobilisation of the metal
from erosion and leaching of catchments soils. Because Fe
oxides are known to act as the principal adsorbent or carrier
phase for Pb (Luoma and Davis 1983; Luoma 1989; Tessier
1992; Wen et al. 2008), it is not surprising that mobilisation of
Fe also occurs preferentially at the same time as that of Pb, as
displayed in Fig. 5.

The fact that the mobilisation of Fe and Pb and their
occurrence in the total dissolved phase (<0.45 um) were at their
highest in November can be explained by two complementary
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Fig. 5. Concentrations of total dissolved lead (Pb), iron (Fe) and humic
substances (HS) at salinity 0, as a function of freshwater discharge.

phenomena. First, precipitations were particularly important
the day and the day before our sampling campaign of the
13 November (22 and 21 mm, respectively, which represent
the maximum amounts recorded in the summer—autumn period
of 2009), resulting in a strong elevation of the water discharge
(Fig. 2), passing in 24 h from 1.58 to 6.36m>s ™', and also in a
hard weathering of the soils. Second, the leached soils were
probably enriched in plant debris at this time of year. This
debris, which consists mainly on HS (fulvic acids and humic
acids), has been accumulated for several weeks before the
above-mentioned precipitations, which were the most important
of the autumn. The weathering of the soils in autumn is thus of
the reason for the high concentrations of dissolved HS in the
riverine waters. Many studies have shown that HS from soils and
fluvial waters form organomineral complexes of high resiliency
with various mineral surfaces, including Fe oxides (e.g. Tipping
1981; Myneni et al. 1999). Their role in the mobility of Fe and
Pb is probably of high importance. Our results also showed that
HS can determine to a great extent the colloidal distribution of
both metals entering the estuarine system. As displayed in Fig. 3,
the distribution of Pb, and particularly Fe, in the various size
fractions is closely related to that of HS. This is also demon-
strated by the strong correlations obtained in the various size
fractions between HS and each metal (Fig. 4, Table 4).

Behaviour of Pb and its various size fractions
along the salinity gradient

Figure 6 displays the behaviour of the various size fractions of
Pb along the salinity gradient. PPb (>0.45 um) concentrations
were high at very low salinities (in the range 45-430nwm at
salinity 0), mainly because of the presence of a maximum tur-
bidity zone (MTZ), which is a common feature of temperate,
well mixed, tidal estuaries (Herman and Heip 1999). Con-
centrations of PPb normalised to SPM poorly varied along the
salinity gradient and across the year (70 4+ 10pugg™"; n=42).
Thus, a strong correlation was observed between PPb and
SPM concentrations (SPM = 3.25 PPb (nm) — 5.82, #* =0.994,
n=42). Fromthe MTZ, PPb concentrations rapidly decreased in
waters with lower particle charge.

Total dissolved Pb (<0.45um) had, in all cases, a non-
conservative behaviour, with strong negative deviations from
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Fig. 6. Metal-salinity distributions over the Year 2009 for particulate lead (PPb), total dissolved lead (TDPb) and the
various fractions under 0.45 pm.

linearity. Such deviations have been observed for several ele- of the elements of concern from the dissolved fraction. These
ments in estuaries, including Fe (Coonley et al. 1971), boron (B) elements, which are generally particle reactives, are redistrib-
(Liss and Pointon 1973), aluminium (Al) (Hosokawa et al. 1970) uted to the particulate phase (Church e al. 1986). In our case,
and Pb (Danielsson et al. 1983). They are indicative of'a removal the removal of Pb from the <0.45-um fraction is particularly
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Fig. 7. Total dissolved lead (Pb)-, iron (Fe)- and humic substances (HS)—
salinity distributions in May, July and November.

obvious in the salinity range 0—10. At salinity 10, an estimation
of'the removal factor as described in Escoube et al. (2009) for Fe
gave a value of 68 £ 13% (n = 7). Examination of the behaviour
of'the colloidal fractions under 0.45 pm clearly indicated that Pb
is removed from its dominant fraction (300 kDa—0.22 pm), with
the removal factor for this fraction being 79 £ 15% (n="7). In
the lower fractions, Pb is removed only when it is found at
significant concentrations (i.e. at concentrations above 50 pm).
In the 50-300 kDa fraction, the removal of the metal is obvious
for 4 months (June, July, September and November), whereas
it is observed only in November in the case of the 5-50-kDa
fraction. In the truly dissolved fraction, the behaviour of Pb
is not clear because of its very low concentrations. It is worth
noting that behaviour of Pb in the range 0.22-0.45 um differs

Marine and Freshwater Research 339

from other fractions; the metal is occasionally added to or
removed from this size fraction. In March, May and July, some
redistributions were observed in the salinity range 0—10, with
removal factors in the range of ~50-80%. In November and
February, additions occurred at very low salinities (S <5) and
seemed to be shortly followed by removals.

The total dissolved Fe (<0.22 um) and total dissolved HS
(<0.22 um) behaviours along the salinity gradient are displayed in
Fig. 7. Fe exhibited negative deviations indicative of a removal.
This removal was well correlated with that of total dissolved Pb
and its intensity was linked, as it was for Pb, to the initial
concentration at salinity 0. The behaviour of total dissolved HS
was more variable. In May and July, concentrations of HS were
more conservative than were those of Pb and Fe. In November,
although an addition occurred at low salinity, dissolved HS were
removed over the remaining part of the estuary.

The behaviour of Fe in estuaries has been resolved since
by the work by Boyle, Sholkovitz and co-workers (Boyle et al.
1977; Sholkovitz et al. 1978). These authors showed that the
removal of dissolved Fe in estuaries occurs because the seawater
cations neutralise the negatively charged Fe-bearing colloids,
allowing flocculation. This was also confirmed by experiments
of Wen et al. (1997), which indicated that Fe is removed through
colloidal pumping rather than by direct uptake from solution. It
has been suggested by some authors that Pb is removed from the
dissolved fraction by the same mechanism (Dai and Martin
1995). Our data, which showed a very close link between Fe and
Pb concentrations on one hand, and between Pb and Fe colloidal
distribution on the other hand, strongly confirm the co-removal
of Pb with Fe oxides.

Our results also indicated that almost all Pb colloidal frac-
tions (from SkDa to 0.22 um) are concerned by this removal.
However, Pb seems not to be removed from the truly dissolved
fraction. About the 0.22—0.45-pum fraction, two competitive
phenomena could explain why concentrations in this fraction
not always display negative deviation from linearity. Pb could
be probably removed from this fraction through colloidal
pumping and can also be added by coagulation of the smaller-
sized fractions.

In the Ob and Yenisey estuary, Dai and Martin (1995)
observed a removal of colloidal Pb, but not of the truly dissolved
metal, which is in agreement with our finding. Conversely, in the
Venice Lagoon estuary, Martin et al. (1995) found a Pb removal
only of the truly dissolved forms, despite the importance of the
colloidal fraction (58%). According to these authors, the non-
flocculation of colloids in this system ensues from the fact that
organic matter is produced in the estuary itself rather than being
derived from terrestrial sources.

A question remains about the behaviour of dissolved HS
that did not strictly follow that of dissolved Pb and Fe. HS are
roughly composed of two types of refractory organic acids,
namely humic acids (HA) and fulvic acids (FA). HA represent a
small proportion of HS in fluvial and estuarine waters; however,
this fraction is the one that flocculates during estuarine mixing
(Sholkovitz et al. 1978; Hunter and Liss 1979; Pempkowiak
and Kupryszewski 1980; Mantoura and Woodward 1983; Fox
1984; Ertel et al. 1986). According to Sholkovitz et al. (1978),
the flocculation process removes ~60-80% of the dissolved
humic-acid compounds. FA represent ~90% of the HS pool in
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fluvial waters (Thurman 1985; Aiken 1986; Nagao et al. 2003)
and are probably dominant in estuarine waters. FA compounds
should be less subject to flocculation and also be less associated
with Fe and Pb than are HA.

Conclusion

Over the present study, the colloidal fractionation of Pb has
highlighted several points regarding the input and behaviour
of this metal in the Penzé estuary. First, dissolved-Pb inputs by
fluvial waters occurred preferentially in periods of high pre-
cipitation. A key period that corresponds to the first strong
autumnal precipitation was revealed. At this time, the mobili-
sation of Pb is enhanced by the mobilisation of HS that have
been accumulated in the soils. Our data also showed that Pb is
generally found as large colloids of size >300kDa. However,
association of the metal with smaller colloids (30—300 kDa) was
observed in autumn. In the mixing zone, the redistribution of
dissolved Pb was systematic and occurred in the salinity range
0-10. Because of the strong association of Pb with organo-
mineral complexes (probably Fe oxides coated with HS),
the removal of the metal occurs under flocculation of these
complexes.
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independently from the Cu level in the sample. The method was successfully used to study the behaviour
of dissolved Sb(III) in the Penzé estuary, NW France.
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1. Introduction

Non-biodegradable and potentially toxic elements are perma-
nently supplied to seawater. Antimony and its compounds are one
of the priority contaminants listed by the Environmental Protection
Agency of the United States [1] and the Council of the European
Communities [2]. Natural sources of Sb to seawater consist of rock
weathering, soil runoff and atmospheric deposition. Anthropogenic
sources are linked to glass, ceramic and painting manufacturing
[3,4]. Sb compounds are also used in flame retardant mixtures for
textiles, plastics or paper. Because of their uses in brake linings and
tires [5], road traffic is also a major source of Sb to the environment.

Total dissolved antimony concentrations in coastal and oceanic
waters varied between 1.5 and 8 nM [3,6-9]. As for most trace met-
als and metalloids, the potential toxicity of Sb highly depends on its
chemical formsin solution. In seawater, inorganic Sb(V)is the major
species whereas Sb(IIl), although in minor amounts, is considered
to be the most toxic fraction [9]. The toxicity of Sb in seawater is not
certain but some recent studies have shown oxidative DNA damage
in workers exposed to Sb,03 and SbCl3 [10,11].
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The most used techniques for analysis of Sb species are
based on hydride generation coupled with different spectro-
metric techniques, i.e. atomic absorption spectrometry (AAS),
atomic emission spectrometry (AES), atomic fluorescence spec-
trometry (AFS) or mass spectrometry (MS) [12-18]. Because of
their low-cost and compactness, electrochemical stripping analysis
represents an interesting alternative to them. Moreover, the sea-
water matrix, which causes severe difficulties with spectrometric
techniques, is a good electrolyte. Voltammetric methods, i.e. differ-
ential pulse anodic stripping voltammetry (DPASV) and differential
pulse adsorptive stripping voltammetry (DPAdSV), are the most
developed and have been associated with several different elec-
trodes[7,19-25]. Another analytical possibility consists of stripping
chronopotentiometry (SCP) [26-29]. In these techniques, the pre-
concentration step is like the one used in voltammetric procedures,
whereas stripping is performed through the application of a low
constant current (constant current stripping chronopotentiometry)
or by chemical oxidation instead of potential sweeping. SCP gave
rise to low-detection methods for metals and metalloids determi-
nation in seawater [30-35]. These methods are poorly affected by
organic matter and are relatively easy to implement. In the case
of antimony, there are only two reported SCP methods for seawa-
ter analyses [26,36]. The method by Adeloju and Young [26] has a
detection limit (7.5 nM) that is not sufficient for determining typical
Sb concentrations in seawater. Despite a relatively good detection
limit (0.3 nM for 10-min deposition time), the method by Huiliang
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et al. [36], which uses a gold fibre electrode, is inconvenient in
some respects: it is necessary to change the media before the strip-
ping step and the stripping media are highly acidic (4 M HCI). These
constraints can prevent the routine use of this procedure.

In this study, we evaluate the possibility of using a mercury film
electrode in conjunction with constant current stripping chronopo-
tentiometry for determining Sb(IIl) in seawater, keeping in mind
that copper is the main problem to solve on a mercury electrode
because its potential overlaps from the Sb stripping peak [7,19,36].
The objective is to develop a simple, sensitive and reliable method.
Our aim was also to use the developed method to assess the dis-
tribution of Sb(III) species along the salinity gradient of the Penzé
estuary (Morlaix Bay, NW France).

2. Experiments
2.1. Chemicals

All solutions were prepared with ultrapure water (>18 M2)
from a Milli-Q Element system (Millipore®, Billerica, MA, USA) and
the HCI stock solution used was a 30% Suprapur from Merck. The
1000 ppm Sb(III) solution was made up by dissolving an appropri-
ate amount of SbCl3 in 20% HCI. From this stock solution, diluting
standards (2.5 ppm and 50 ppb) were prepared in 20% HCL. All these
Sb(III) solutions were stable for at least 3 weeks. The 0.5M NaCl
solution was created with SigmaUltra NaCl(s) from Sigma and then
acidified to pH ~2. In order to stabilise the Sb(IIl) form and avoid
its oxidation to Sb(V), a 2 M stock solution of hydrazine was daily
made up by using NoH,4-2HCI (s) from Fluka (puriss. p.a.). The Hg2*
solution used to perform mercury film plating was prepared by
dissolving hexadistilled mercury in concentrated HNO3 (Suprapur,
Fluka) and was adjusted to a concentration of 0.01 M. All sample
manipulations and reagent preparations were carried out in a class-
100 laminar flow hood-equipped laboratory to avoid any risk of
pollution.

2.2. Instrumentation

The chronopotentiograms were obtained with a TraceLab PSU
22 potentiometric stripping unit (Radiometer, Copenhagen, Den-
mark) interfaced with a personal computer and controlled by the
TAP2 Trace Talk program (Radiometer). The system operates on a
three-electrode basis. The working electrode was a rotating glassy
carbon electrode (EDI101T, 2.5mm in diameter) coated with a
thin mercury film and connected to a CTV101 unit that provides
a constant rotation rate. A lab-made Ag/AgCl (KCI 3 M, Suprapur)
electrode and a platinum electrode were used as the reference and
the auxiliary electrodes, respectively. The Pt auxiliary electrode was
isolated from the sample with a 0.5 M KNOj3 solution-filled saline
bridge. This prevents chlorine formation at the auxiliary electrode
when working in a chloride-rich matrix. Indeed, the existence of
chlorine near the working electrode can induce the oxidation of
Sb(IIl) into electroinactive Sb(V), causing speciation changes and
signal loss.

2.3. Mercury film electrode

Because exchange of electrons occurs at the surface of the work-
ing electrode, physical conditioning of the glassy carbon is critically
important for obtaining a high-quality mercury film electrode.
Before the beginning of the experiments the electrode was polished
with diamond paste of gradually decreasing grain size (6, 3, 1, and
0.25 pm) until a mirror-like surface was obtained. Ethanol wash
and an ultrasonic cleaning were then conducted to remove residual
particles. Such an electrode can be used for several years without
additional polishing. The mercury film was plated by applying a

—1200mV potential for 10 min from Hg2* ions added at a concen-
tration of 50 puMina 0.5 M NaCl solution acidified to pH ~2 with HCI.
The film thus prepared is stable for approximately 6 h. Before any
adsorption-stripping cycle the electrode was conditioned for 20 s at
apotential of —50 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 M). During the plating of the
mercury film, the electrode conditioning and the pre-concentration
step, the angular velocity of the rotating working electrode was
kept constant at 3000 rpm. It was set to the lowest possible value
(9rpm) throughout the stripping step.

2.4. Sampling

Twelve samples were collected along the Penzé estuary (Brit-
tany, NW France) in December 2008. The sampling locations were
selected with the aim to cover the whole freshwater-seawater
mixing area. Sampling was performed from a Zodiac inflatable
boat with HDPE-Nalgene® bottles. Water was sampled by hand
at ca. 0.5m below the surface with the arm fully covered with
a plastic glove (92 cm, Polysem®). 125-mL aliquots, intended for
Sb(III) analysis, were immediately filtered on 0.45-.m membrane
filters (Millex-HA, Millipore®), spiked with 0.1 M of hydrazine dihy-
drochloride to avoid the oxidation of Sb(Ill) into Sb(V) species
[26,27], acidified to pH ~2 and stored at 4°C until analysis. Salin-
ity (S) was measured with a WTW (Weilheim, Germany) ProfiLine
LF197 probe (precision +0.1).

Other aliquots were dedicated to the measurement of total dis-
solved organic carbon (DOC) and refractory organic matter (often
referred to as humic substances). DOC was analysed by the dry oxi-
dation method [37]. Precision on quantification was ca. 10% and
blanks filters concentrations were lower than 1ngCL~!. Humic
substances were determined by adsorptive cathodic voltamme-
try [38], using a pAutolab potentiostat (Ecochemie, Netherlands)
connected to a hanging mercury drop electrode (HMDE, Metrohm
model 663VA), with a 2.5 wgCL~! precision.

2.5. Method principle

Constant current stripping chronopotentiometry consists of 2
steps: electrolysis and stripping. During electrolysis, Sb(IIl) — the
only electroactive species of antimony at the mercury film elec-
trode - is reduced to Sb(0) as an amalgam with Hg (way 1). This first
step is carried out by applying under mixing a sufficient reducing
potential. After a short rest period without mixing, Sb is stripped
through the application of an oxidative constant current (way 2).

1
Sb3* + 3e~ + Hg(s)=2Sh(Hg)
2

The amount of Sb(Ill) is measured from the signal corresponding
to the oxidation of Sb(0) to Sb(IIl) by recording the variation of
the potential (E) of the working electrode as a function of time (t),
at the maximum rate of 90 kHz. From this chronopotentiogram,
data analysis establishes a derivative curve (i.e. dt/dE vs E) and the
amount of stripped material can be determined from the peak size
or peak area. The metal concentrations were evaluated by repeat-
ing the analysis three times, with each replicate being spiked with
increasing amount of standard antimony.

3. Results and discussion

Chemical and electrochemical parameters have been optimized
by studying their influence on the method sensitivity. The various
tests were performed on a coastal seawater sample collected in the
Bay of Brest, filtered on a 0.45-pm filter (Millipore®-HA 47 mm),
spiked with a low amount of Sb(IIl) and degassed with nitrogen for
10 min.
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Fig. 1. Influence of N;H,4 concentration on Sb(III) stripping signal. Seawater sam-
ple with [HCI]=0.15M, [Hg?*"]=50 uM, [Sb**]=85ngL~"!, E. =—450mV, t.=600s,
is =3.5 pA, [N2Hs]= (a) 0.02 M, (b) 0.04 M, (c) 0.06 M, (d) 0.08 M and (e) 0.1 M.

3.1. Chemical parameters

Preliminary experiments have been carried out for testing the
stability of Sb(Ill). In an acidified seawater sample (0.5M HCI)
spiked with 0.5 ppb, a rapid signal loss is observed (~30% after
10min and ~80% after 1h). In order to avoid oxidation of Sb(III)
to Sb(V), the stabilisation of Sb(III) is thus required when sampling
seawater. The most common used agents are ascorbic acid [7] and
hydrazine [26,27]. Because a lack of linearity was always observed
during preliminary tests with ascorbic acid, hydrazine was selected
as the stabilising agent. The influence of hydrazine concentration
on Sb(III) signal was thus explored (Fig. 1). From 0.02 to 0.06 M, the
sensitivity increased (from 175 to 250msL pg~1), then remained
relatively constant at concentrations higher than 0.06 M. Conse-
quently, a NpHy4 concentration of 0.1 M was chosen for subsequent
experiments. This concentration was sufficient to prevent the ill-
defined signal on the anodic side as shown in Fig. 1a and b. As
reported by Waller and Pickering [39], hydrazine at 0.1 M does not
promote chemical reduction of Sb(V) to Sb(III); hydrazine probably
acting as a depolarising agent, rather than a chemical reductant.

The choice of the electrolytic solution is essential, not only for
obtaining well-defined signals, but also to control the Sb speciation.
Acidic electrolytes are employed in order to avoid the hydrolysis of
Sb(III) and Sb(V) into Sb(OH)3 and Sb(OH)g~. Because chloride ions
stabilise Sb via formation of chlorocomplexes, hydrochloric acid is
usually preferred [26,40]. Moreover, Quentel and Fillela [7], using
a DPASV technique and a mercury drop electrode, have shown that
it is possible to determine either Sb(III) or total inorganic Sb(Ill +V)
by adjusting the HCI concentration.

Examination of HCl concentration on our Sb stripping signal has
been investigated (Fig. 2). As expected, HCI concentration has an
important influence. An increase of the signal is observed from
0.01 to 0.2 M. At concentrations higher than 0.2 M, the sensitivity
declined and the signals were no longer resolved for HCI concen-
trations over 1 M. A HCl concentration of 0.15M was, therefore,
selected for subsequent experiments. The look of the obtained
curve was similar to the one reported by Adeloju and Young [26].
These authors also used a mercury film electrode and a chronopo-
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Fig. 2. Influence of HCl concentration on Sb(IIl) stripping signal. Seawater sam-
ple with [NoH4]=0.1 M, [Hg?*]=50 uM, [Sb3*]=175ngL ", Ec = —-450mV, t. =300,
is=3.5 pA.

tentiometric technique that consisted of a chemical oxidation.
However, their optimal HCI concentration was 1 M. This difference
inoptimal HCI concentration can be related to the way of plating the
mercury film. Adeloju and Young used a concentrated Hg2* solu-
tion (4 x 10-3 M) and a short electrolysis time (1 min). In our study,
the Hg plating was realised by using a diluted Hg2* concentration
(~5 x 10~> M) and a long electrolysis time (10 min). According with
previously experiments on film electrodes [30,31,41], this latter
approach gives a better analytical efficiency. In the case of anti-
mony, our way of plating probably prevents the use of highly acidic
media whereas the former approach allows the use of HCI concen-
trations until 5M [26,27].

3.2. Electrochemical parameters

At a mercury electrode and under the chemical conditions
retained (HCI 0.15 M), the Sb(IIl) peak is located at approximately
—150 mV vs Ag/AgCl (KCl, 3 M) (Fig. 6). Thus, the electrolysis poten-
tial (Ee) should be sufficiently cathodic from —150mV to reduce
Sb(III) at the working electrode. As illustrated in Fig. 3, the peak area
increased as the electrolysis potential was varied from —300 mV to
—450mV. At lower potentials the signal slowly decreased. Taking
this evolution into account, an electrolysis potential of —450 mV
was chosen for subsequent analysis.

The stripping current (is) is one of the most influent parameter
on the method sensitivity. As described by Eq. (1), the stripping
signal (ts) that corresponds to the time needed to strip Sb from the
electrode, should inversely vary with the stripping current.
ts = kw (1)

Is —1g

where kis a constant that incorporates D (the diffusion coefficient of
the element, cm? s—1), 8¢ (the thickness of the diffusion layer, cm),
is the magnitude of the applied current and iy the amount of this
current lost through side reactions due to the diffusion of oxidable
species to the electrode and reactions at the electrode substrate
surface. Assuming that the condition is > ig is fulfilled, small varia-
tions in the diffusion layer will not noticeably affect t; in this respect
[42].

For this study, the influence of is was examined between 6 and
2 A (0.17 and 0.50 A1) As described in Fig. 4, the linear relation-
ship between is~! and the stripping signal was verified. Although
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Fig. 3. Influence of electrolysis potential on Sb(IIl) stripping signal. Seawater sam-
ple with [NaH4]=0.1 M, [HCI]=0.15 M, [Hg?*] =50 wM, [Sb3**]=175ng L', te =300,
is=3.5 pA.

the response was most prominent for stripping currents of less than
2.5 wA (0.40 pA~1), high residual currents rendered the analytical
signal noisy and irreproducible. An oxidation current of 3.5 A was
therefore selected for Sb(IIl) quantification.

The influence of electrolysis time (or deposition time) on the
signal area was also studied. In accordance with theory, Fig. 5 shows
alinear between 30 s and 20 min. The electrolysis time to be chosen
would, therefore, be a function of the quantity of antimony present
in the sample.

3.3. Validation of the method

Validation of the method was carried out under the optimum
conditions retained: [HCI]=0.15M; [NyH4]=0.1 M; E. =—450mV
and is = +3.5 pA. Reproducibility was tested through five repetitive
analysis of a coastal seawater sample. This sample was filtered on
a 0.45-pm filter and spiked with Sb(Ill) at 170 ng L~1. The obtained
mean=+s.d. value was 176+18ngL-! (1.4+0.2nM) that gives
a 6% reproducibility. Repeatability, estimated over six repeated

70

60 R? =0.9976
50

40

peak area (ms)

30

20

10 T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

is (AT

Fig. 4. Influence of stripping current on Sb(Ill) stripping signal. Seawater
sample with [NyH4]=0.1M, [HCI]=0.15M, [Hg*|=50punM, [Sb**]=175ngL",
E.=-450mV, t. =300s.
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Fig.5. Influence of electrolysis time on Sb(IIl) stripping signal. Seawater sample with
[NaHg]=0.1M, [HCI]=0.15M, [Hg?*]=50 uM, [Sb**]=175ngL~!, E.=-450mV,
is=3.5 pA.

electrolysis-stripping cycles conducted on the same sample, was
8%. The method sensitivity was given by the slope of the standard
addition calibration plot. It was evaluated on a coastal sweater
sample containing approximately 17 ngL-! Sb(IIl). The obtained
sensitivity was 360 ms L wg~! using an electrolysis time of 15 min
(Fig. 6). Assessment of the detection limit at the 3o level was con-
ducted from six consecutive electrolysis-stripping cycles [43], for a
seawater sample containing about 17 ng L~!. Using the method sen-
sitivity (360msLg~1), the achieved detection limit was 8ngL~!
(70 pM) for a 15-min electrolysis time.

3.4. Analysis in the presence of copper

A problem in determining antimony with mercury electrodes
is the potential overlap from the copper stripping peak [19,36].
This interference is particularly serious for coastal seawater sam-
ples because copper levels are 20- to 50-fold higher than that of
Sb. In order to solve this problem, a double electrolysis poten-
tial (—450 mV and —250 mV) has been tested. It consists of several
21-s cycles so that Sb and Cu are both concentrated at the work-
ing electrode during electrolysis at —450 mV (20-s duration), then,
at —250mV (1-s duration) Sb is still concentrated whereas Cu
is oxidised and leaves the mercury film electrode. According to
our experience on double electrolysis potentials [31], a frequent
removal (short cycles) of the interferent is necessary. Otherwise, a
rapid saturation of the electrodes would occur. For a 15-min depo-
sition step, 43 cycles of 21 s are programmed. Fig. 7 illustrates the
analysis of an estuarine sample with (i) the application of a classic
single electrolysis potential and (ii) the use of a double electroly-
sis potential. Under the second option, the copper signal is clearly
removed and the antimony signal is better defined. This solution
allows determining antimony independently from the Cu level in
the sample.

3.5. A comparative study with other electrochemical methods for
Sb measurement in seawater

Table 1 summarizes the characteristics and performances of
the electrochemical methods for Sb(Ill) determination in seawater.
Five voltammetric techniques and one chronopotentiometric tech-
nique have been previously reported. In some of them (e.g.[19,25]),
detection limits are too high to measure with precision the concen-
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Fig. 6. Sb(Ill) measurement in a coastal seawater sample ([N2H4]=0.1 M, [HCl]=0.15 M, [Hg?*] =50 uM, te = 15 min, Ee = —450 mV, is = 3.5 pA).

Table 1

Data on electrochemical stripping-based methods that provide Sb(IIl) measurements in seawater.

Reference Stripping technique/working Chemical media Electrolysis time (s) Detection Limit
electrode (nM)
Gilbert and Hume [44] DPASV/MFE 4M HCl 600 0.1
Gillain et al. [19] DPASV/HMDE 0.1 M HCI, 2 M NacCl 900 0.4
Capodoglio et al. [20] AdCSV/HMDE 2 mM cathecol, pH 6 180 0.2
Quentel and Fillela [7] DPASV/HMDE 0.5M HCl, 0.5M Nacl 600 0.09
Dominguez et al. [25] DPASV/SPMFE 3MHCI 720 12
Zong and Nagaosa [45] SWCSV/BFE 0.1M HCI, 10gL-" KCI 30 0.02
Adeloju and Young [26] SCP/MFE 1M HCI 600 7.5
Huiliang et al. [36] SCP/GFE Electrolysis: 0.1 M HCI, 600 0.3
0.01 M Fe(Il), stripping:
4M HCl
This study SCP/MFE 0.15M HCI, 0.1 M NHy 900 0.07

DPASV: differential pulse anodic stripping voltammetry, AACSV: adsorptive cathodic stripping voltammetry, SWCSV: square wave cathodic stripping voltammetry, SCP:
stripping chronopotentiometry, MFE: mercury film electrode, HMDE: hanging mercury drop electrode, BFE: bismuth film electrode, GFE: gold film electrode, SPMFE: screen

printed mercury film electrode.

trations encountered in marine ecosystems whereas in others (e.g.
[44]), the HCI concentration used is particularly high which can
prevent the routine use of these techniques. The most performing
voltammetric methods are the ones developed by Capodoglio et al.
[20] and Quentel and Fillela [7]. Recently, Zong and Nagaosa [45]
developed a very sensitive method with a bismuth film electrode.
This latter method is of particular interest in the context of the
problematic use of mercury.

By comparison with Adeloju and Young [26] and Huilang et al.
[36] procedures, which are the only chronopotentiometric methods
reported for Sb determination in seawater, our method is preferable
in some respects: it is more sensitive and does not need to use a
medium exchange procedure before the stripping step.

3.6. Application study

The developed method was applied in order to study the dis-
tribution of Sb(III) in the Penzé estuary (Morlaix Bay, NW France).
Sb(III) varied from 0.07 to 0.99 nM in the salinity range 13-35 and
was not detected at lower salinities (Table 2). Thus, Sb(III) exhibits a
non-conservative behaviour with a strong positive deviation from
linearity indicative of an important enrichment that occurred in the
downstream part of the estuary.

Sb(III) levels in the Penzé estuary are close to those previously
found for various marine systems. As examples, Sb(IIl) was mea-
sured at values in the range 0.04-0.32 nM for the North Sea [46],
0.03-0.18 nM for the Atlantic Ocean [47] and 0.8-1.6nM for the
Kua Bay [48]. By comparison with the pristine Ochlockonee estu-
ary [49,50], which is, to our knowledge, the only estuarine system

Table 2
Sb(IIl), DOC and refractory organic carbon concentrations in the Penzé estuary.

Salinity Sb(III) (nM) DOC (mgL1) Refractory organic
carbon (mgL-1)
0.0 nd 24 2.07
1.1 nd 1.03
23 nd 24 1.24
2.9 nd 1.14
5.3 nd 1.7 0.95
7.5 nd 1.05
10.5 nd 1.6 1.61
12.9 0.65 0.81
17.6 0.70 14 0.84
20.5 0.77 0.67
27.0 0.99 13 0.43
34.6 0.07 0.9 0.17
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Fig. 7. Sb(Ill) measurement under application of (i) a single electrolysis potential
(=450 mV) and (ii) a double electrolysis potential (—450 mV and —250 mV). Other
parameters are the same as for Fig. 6.

where Sb(IIl) was previously measured (concentrations in the range
0.02-0.09 nM and a conservative behaviour), our system exhibited
higher values.

Apart from the Andreae study [50] on the Ochlockonee estu-
ary, the few studies that have dealt with Sb behaviour in estuaries
[21,51-54] only reported total dissolved Sb concentrations. Sb
behaviours in these estuaries were either conservative (e.g. St.
Mary’s and Satilla systems [53]) or non-conservative with Sb inputs
to the water column. In the Tejo [51] and Tama [53] estuaries,
anthropogenic inputs were at the origin of the positive deviation
observed. In others systems (e. g. Geum, Savannah [53], Bravona
[54]), inputs from sediment were responsible for Sb deviations.
Because mineralisation of Sb in sediments can lead to a large release
of Sb(Ill) in interstitial waters [50,55], this process and the remo-
bilisation of this species to the water column should explain the
Sb(III) deviation in the Penzé estuary.

The non-detection of Sb(Ill) in low-salinity estuarine samples
should ensue from the complexation of Sb with organics. Organics
could be present at levels sufficiently high to complex all Sb(III).
The shape of the curves obtained in the standard addition of Sb(III)
in these samples (e.g. at S=7, Fig. 8) could support this hypothesis.
These organic compounds could correspond to species that are not
affected by acidification at pH 1 (i.e. fulvic substances). As a mat-
ter of fact, refractory organic carbon in these samples was above
1.0mgCL-! and represented more than 50% of the DOC (Table 2).
Sb-organic complexes are assumed to be present in natural waters
but have never been detected before because of the lack of sensi-
tivity of the current techniques [9].

AREA vs CONC.
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Fig. 8. Sb(Ill) standard additions in a sample from the Penzé estuary (Salin-
ity=7, [N2Hs4]=0.1 M, [HCl]=0.15M, [Hg?**] =50 w.M, te =20 min, Ec =—450 mV and
—250mV, is = 3.5 pA).

4. Conclusion

We have established a stripping chronopotentiometric (SCP)
method with a rotating mercury film electrode for the determi-
nation of antimony(Ill) in seawater. The accomplished detection
limit is 0.07nM (8ngL-1) for a 15-min deposition time. These
characteristics are better than those obtained with the other
chronopotentiometric methods available for natural waters; they
are similar to those obtained by the most sensitive voltammetric
methods. Moreover, the described procedure involves a supporting
electrolyte less rich/acidic than most of the electrochemical meth-
ods reported for Sb measurement in seawater. By using a double
electrolysis potential, low amounts of Sb(Ill) can be determined
independently from sample Cu levels. This method had been suc-
cessfully applied to the study of dissolved Sb(IIl) in an macrotidal
estuary.
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The frontal cascade ultrafiltration (UF) technique in conjunction with stripping chronopotentiometry
(SCP) has been evaluated for determining the colloidal distribution of Cu, Pb and Cd in estuarine waters.
Metallic concentrations in seven size fractions (0.45 pum-0.22 um; 0.22 um-300 kDa; 300-50 kDa;
50-30 kDa; 30-10 kDa; 10-5 kDa; <5 kDa) were determined with the aim to investigate their changes
along the salinity gradient of the Penzé system (NW France). These data, completed by analysis of the
total dissolved metals at 10 stations over the whole freshwater-seawater mixing zone, provided some
insights in the removal and addition processes that affect Cu, Pb and Cd in estuaries.

© 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Estuaries are transition zones between freshwaters and
seawater where large amounts of trace metals are discharged.
Because these areas are characterized by strong hydrodynamic and
physico-chemical gradients, metal distributions and fluxes to the
marine environment are strongly affected. For example, it has been
shown that many elements such as Pb, Fe or Mn are particle reac-
tive (Turner et al., 1992) whereas some others such as Cd undergo
desorption from particles (Comans and van Dijk, 1988).

Most of the studies that were conducted in estuarine systems
usually dealt with the particulate-dissolved fractionation (0.45 or
0.2 pm) and thus, did not take into account the colloidal fraction.
This fraction which is conventionally defined as having, at least, one
dimension in the size range 1 nm-1 pum, consists of small particles
that are not subject to gravitational forces (Everett, 1988; Buffle and
van Leeuwen, 1992). Colloids can be classified in two groups (Filella,
2007): inorganic colloids are composed of clays, metal oxides,
metal hydroxides and metal carbonates whereas organic colloids
consist of detrital matter (e.g. fulvic and humic acids) and living
organisms (algae, bacteria, viruses). Because of their large specific
area which exposes a high number of reactive functional groups,
colloids can adsorb considerable amounts of trace metals

* Corresponding author.
E-mail address: waeles@univ-brest.fr (M. Waeles).

0272-7714/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ecss.2008.09.010

(Gustafsson and Gschwend, 1997; Lead et al., 1997; Vignati and
Dominik, 2003). Thus, they are thought to play a very important
role in controlling the speciation and the cycling of many elements
in natural waters (Salomons and Forstner, 1984; Buffle and van
Leeuwen, 1992). In particular, they may be responsible for the
chemical fractionation which occurs during estuarine mixing and
for the downward transport of trace metal in coastal waters
(Sanudo-Wilhelmy et al., 1996). Colloids in natural waters can be
isolated by a broad range of physico-chemical techniques including
ultrafiltration (Tanizaki et al., 1992; Moran and Buesseler, 1993),
dialysis (Borg and Andersson, 1984; Holm et al., 1995), gel tech-
niques (Davlson and Zhang, 1994), centrifugation (Perret et al.,
1994), field flow fractionation (Giddings, 1993) and capillary elec-
trophoresis (Rigol et al., 1994). Among them, ultrafiltration (UF),
conducted by frontal or tangential modes, has been widely per-
formed for studying trace metals in freshwaters (Benoit and Rozan,
1999; Dupré et al., 1999), seawater (Sempéré et al., 1994; Ingri et al.,
2004; Wen et al., 2006) and estuarine waters (Swarzenski et al.,
1995; Muller, 1996). Despite suffering potential artefacts during
concentration procedure (Suzumura et al, 1998) that can be
reduced by using appropriate filters and filtration conditions (Lead
et al., 1997), this low-cost technique is easy to implement and is one
of the few separation methods functioning without auxiliary
reagents (Burba et al., 1998).

In this study, we report the distributions of colloidal Cu, Pb and
Cd in the mixing zone of the Penzé estuary (NW France). This



M. Waeles et al. / Estuarine, Coastal and Shelf Science 80 (2008) 538-544 539

estuary was selected because it is a low-contaminated system that
can be considered as a classical “natural” temperate macrotidal
estuary and also considering our knowledge on trace metal
behaviours in this system (Waeles et al., 2005a, 2005b; Waeles
et al.,, 2007). An originality of this work resides on examining seven
colloidal/dissolved fractions whereas previous studies on estuaries
generally considered two or three fractions. The first objective was
to evaluate the possibility of using the frontal cascade ultrafiltration
technique in conjunction with stripping chronopotentiometry
(SCP) for isolating and measuring trace metals in a large number of
colloidal fractions. Our aim was also to investigate the changes of
the colloidal metal distribution along the salinity gradient.

2. Material and methods
2.1. Sampling

The sampling cruise was conducted along the Penzé estuary at
neap tide between the stand of tide and the first flood. The tidal
range and the water discharge at the date of sampling (March 3,
2008) were 2.6 m and 2.7 m> s~ !, respectively. The water samples
were collected from a Zodiac inflatable boat at 10 stations between
the village of Penzé and a marine station in Morlaix Bay (Fig. 1). The
sampling locations were selected with the aim of covering the
whole freshwater-seawater mixing zone. Salinity (S) was measured
with a WTW ProfiLine LF 197 probe. Sampling was performed at
~0.5 m below the water surface by hand covered with plastic
gloves (92 cm, Polysem®) and 500-ml-HDPE-Nalgene® bottles.
Within 1 h of sampling, the water samples were brought back to
the laboratory and immediately processed by pre-filtration and
ultrafiltration.

2.2. Pre-filtration

The water samples were sequentially passed through 0.45-um
Milex-HA (Millipore) and 0.22-um Nalgene-SFACE syringe filters.
After each filtration, an aliquot of 50 ml was acidified at pH 2 (HCI
Suprapur, Merck) and stored till further analysis of the <0.45 and

<0.22 pm fractions. The remaining aliquot of the 0.22-um filtration
(~350ml) was stored in the dark at 6 °C till application of the
ultrafiltration method within 3 days (Filella and Buffle, 1993; Chen
and Buffle, 1996).

2.3. Ultrdfiltration

2.3.1. Method principle

Isolation of colloidal matter by ultrafiltration can be conducted
either using cross-flow or frontal filtration (Buffle and Leppard,
1995). Since cross-flow requires large-volume samples (10-1000 L,
Guéguen et al., 2002), we selected frontal filtration for its easy
handling. Frontal filtration was carried out in cascade (sequential)
way as recommended by Lead et al. (1997) and Buffle and van
Leeuwen (1992) because this method, contrarily to the parallel one,
minimizes aggregation of colloids at the membrane surface. We
also used the concentration mode rather than the diafiltration
mode (Buffle, 1988). According to Wen et al. (1996), the washing
process required in diafiltration for maintaining a constant volume
in the filtration cell can cause losses for many trace elements and
DOC, which are associated with macromolecules of molecular
weights equal to or smaller than the nominal molecular weight cut-
off of the membrane. By using the concentration mode, a pressure
is applied to push the sample to be filtered through the membrane.
In order to minimize artefacts caused by coagulation of colloids at
the membrane surface (Perret et al.,, 1994), small concentration
factors (3-13), and flow rates (1.5-4.5 ml min~') were used for this
study. In addition, a stirring over the membrane was also applied
for reducing concentration polarization effect due to the densifi-
cation of macromolecules at the membrane surface (Burba et al.,
1998).

2.3.2. Sequential ultrafiltration processing

Sequential ultrafiltration from the <0.22-pum fraction was con-
ducted using a 8200-Amicon®-stirred cell with 5 types of
membrane. Nominal sizes of the membranes were 300, 50, 30, 10
(polyether sulphone, Biomax PB, Millipore) and 5 kDa (regenerated
cellulose, Ultracel PL, Millipore). Samples were pushed through
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Fig. 1. Study area and location of the sampling stations. Squares indicate stations where analyses of the various colloidal fractions were carried out. Crosses correspond to stations
where only total dissolved metals were measured.
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membranes using N, at a pressure varying from 0.4 to 1.8 bar
according to filter nominal size and sample salinity. From each
permeate acidified at pH 2 with HCI, trace metals were analysed by
electrochemical methods. Fig. 2 summarizes the whole filtration/
ultrafiltration protocol. Metal concentrations in the various size
fractions were obtained by difference from analyses of the various
permeates and by applying concentration factors. The concentra-
tion factors were calculated from each filtration by dividing the
total volume processed by the retentate volume. It is worth noting
that few permeates contained metal at levels lower than the
detection limits of the analytical methods.

Prior to use all the membranes were washed and stood in Milli-
Q RG® water for 24 h, then in diluted nitric acid (pH 1, HNO3
Suprapur®, Merck) for 24 h, and finally rinsed several times and
soaked in Milli-Q water during the last 72 h. After being used, they
were immersed in 0.1 M NaOH (Traceselect, Fluka) for 30 min, then
washed and stood in Milli-Q water for 24 h before their storage at
6 °C in ethanol/water (10:90) mixtures. Before sample set pro-
cessing, the Amicon cell was abundantly washed with Milli-Q
water, soaked in Milli-Q water for 2 days and in diluted nitric acid
(pH 3) for 24 h. Then it was rinsed and stood in Milli-Q water for

No filtered
water
0,45 pm filter
‘ Filtrate H

| 0,22um filter

A part of filtrate to
analyze by SCP

‘ Filtrate A part of filtrate to ’

analyze by SCP

| 300kDa membrane

Retentate
0,22um-300kDa

A part of filtrate to

Permeate analyze by SCP

50kDajmembrane

Retentate
300kDa-50kDa

L | A part of filtrate to

Permeate analyze by SCP

30kDa|membrane

Retentate
50kDa-30kDa

A part of filtrate to
analyze by SCP

Permeate —

10kDa|membrane

e e
Retentate Permeate || A part of filtrate to
30kDa-10kDa analyze by SCP
N N
5kDa|membrane
Retentate Permeate || A part of filtrate to
10kDa-5kDa analyze by SCP
N N

Fig. 2. Filtration and ultrafiltration protocol.

3 days. All sample manipulations and analyses were performed
under a class 100 laminar flow hood.

2.4. Trace metal analyses

The various isolated fractions were determined for their content
in trace metals by means of a stripping chronopotentiometric (SCP)
technique, i.e. constant current stripping analysis (CCSA). This
method was selected for its low detection thresholds and because it
is particularly well-suited for saline and organic-rich waters
(Waeles et al., 2005b). Moreover, the reagent requirement is
minimal thus preventing contamination of the sample. Cd and Pb
were analysed by means of a mercury film electrode (Riso et al.,
1997b) whereas Cu was assessed by using a gold disk electrode
(Riso et al., 1997a). Analyses were made by spiking each sample
three times with standards. Table 1 summarizes the experimental
electrochemical conditions together with precisions, reproducibil-
ities and detection limits. Results from certified reference material
analyses are also shown in the table.

3. Results and discussion

According to previous studies (e.g. Dai et al., 1995), we refer to
different size fractions as follows. “Total dissolved (TD) metal”
indicates the fraction that passes through the 0.45-um membrane,
“colloidal metal” corresponds to the 5kDa-0.45um fraction
whereas “truly dissolved metal” refers to the <5 kDa fraction.
Before examining the results, the method recovery was tested by
comparing the sum of concentrations of all fractions under 0.22 pm
to the concentration determined in the <0.22-pm fraction. The
recoveries obtained from the measurements at salinity 0, 10 and 34
were satisfactory with values of 112 + 5% (n = 3),100 + 10% (n = 3)
and 101 +15% (n = 3) for Cu, Pb and Cd respectively.

3.1. Importance of the colloidal fraction

3.1.1. Copper

A preliminary examination of the results was carried out by
comparing the contributions of both the colloidal fractions and the
truly dissolved to that of total dissolved metal. Concentrations of
copper associated with colloids were in the range 2.14-2.86 nM
whereas truly dissolved metal levels varied from 0.13 to 0.27 nM.
Dissolved copper was thus mainly found in the Penzé estuary as
colloidal forms which represented 94 +1% of TDCu. A further
analysis of the metal repartition (Fig. 3) shows that the 0.22 um-
300 kDa fraction dominated the speciation of copper. This fraction
corresponded to 55 4 23% of the total dissolved metal. One should
note that the 0.45-0.22pm and the low-molecular-weight fractions

Table 1
Electrochemical conditions of SCP measurements
Pb cd Cu
Working electrode Mercury film Mercury film Gold disc
(5 mm) (5 mm) (5 mm)
Deposition potential vs. —1200 mV —1200 mV —400 mV
Ag/AgCl
Angular velocity 4130 rpm 4130 rpm 4130 rpm
Deposition time 10-25 min® 10-25 min® 15 min
Stripping current 0.5 pA 0.5 pA 3 A
Reproducibility (n = 9) 5% (at 019 nM) 4% (at 0.12 nM) 2% (at 3.1 nM)

NASS 4 analysis (g L1) 13+£2 19+1 223+10
NASS 4 certified value 13+5 16+3 228+ 11

(gL
Detection limits 2 pM (25 min) 9 pM (25 min) 0.05 nM
(15 min)

2 According to sample concentration.
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Fig. 3. Cu distribution in the various size fractions at salinity 0, 10 and 34.

(<50 kDa) were not negligible within the system of concern but
dissolved copper in the 300-50 kDa fraction was not detected.

Copper is known to be mainly associated with organic ligands in
estuarine waters (Donat et al., 1994; Baeyens et al., 1998; Shank
et al., 2004) and its size distribution should thus result from the
competition between high- and low-molecular-weight ligands (Dai
and Martin, 1995). On one hand, the studies by Wells et al. (1998) in
the Narangasset bay and Muller (1996) in estuarine and coastal
waters of central southern England have shown that most of the Cu
complexation ligands are present in the low-molecular-weight
range of organic matter. On the other hand, the study by Tang et al.
(2001) in the Galveston Bay evidenced a much stronger Cu
complexation with organic colloidal macromolecules compared to
the one with ultrapermeate complexes. When considering the
importance of colloidal copper in various estuarine systems,
disparate results were also obtained. In the Danube estuary (Guieu
et al,, 1998), the colloidal fraction (>10 kDa) accounted for only 10—
40% of the total dissolved metal. In the Ob estuary (Dai and Martin,
1995), Cu occurred mainly as colloids (>10 kDa) with concentra-
tions in this fraction (20-25 nM) twice higher than in the truly
dissolved one (9-11 nM). These differences should thus be related
to the nature of organic matter within the systems of concern. In
the Penzé estuary, our results indicate that Cu was much more
associated with colloidal macromolecules. The macromolecular
ligands in the size range 0.22 um-300 kDa could be refractory
humic aggregates or newly released high-molecular-weight intra-
cellular biomolecules such as proteins and peptidoglycans, or
extracellular polysaccharides (Kaplan et al., 1987; Lee et al., 1996;
Hung et al,, 2001; Lead and Wilkinson, 2006). Colloidal organic
ligands in the <50 kDa fraction could corresponds to humic/fulvic
compounds or newly realised peptides (e.g. phytochelatins)
(Kawakami et al., 2006; Lead and Wilkinson, 2006).

3.1.2. Lead

Colloidal concentrations of lead showed values in the range
0.03-0.27 nM; these values being higher than the ones encoun-
tered in the truly dissolved fraction. As for copper, lead was mainly
found as colloidal compounds (91 + 14%) and the 0.22 um-300 kDa
fraction dominated its distribution in the total dissolved pool
(Fig. 4). This latter observation is particularly evident at zero
salinity where Pb was measured at 0.25nM in the fraction of
concern.

The strong association of Pb with colloids in estuaries (as
opposed to its low truly dissolved fraction) was also observed in
previous studies. As examples, colloidal Pb accounted for most (up
to 94%) of the total dissolved metal in the Venice Lagoon (Martin
et al,, 1995) and the colloidal concentration of Pb in the Galveston
bay was almost the same as the Pb content in the total dissolved
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Fig. 4. Pb distribution in the various size fractions at salinity 0, 10 and 34.

pool (Benoit et al., 1994). Because Fe and Pb are generally well
correlated in estuarine systems it has been suggested that colloidal/
SPM iron oxides (or sulphides) act as the principal adsorbent/
carrier phase for Pb (Luoma and Davis, 1983; Luoma, 1989; Tessier,
1992). Our data in the Penzé estuary are consistent with this
interpretation since Pb appeared in the high molecular weight
fraction where Fe hydroxides are generally observed (Wen et al.,
1999). Moreover, a strong correlation between TDPb and TDFe
(TDFe = 701TDPb + 71, R*=0.33, p<0.01, n=72) has been
previously observed by Waeles et al. (2007) in the Penzé, con-
firming the close relationship between these two metals.

3.1.3. Cadmium

Cadmium concentrations in the colloidal fraction varied from
0.07 to 0.30 nM whereas truly dissolved metal were in the range
0.01-0.07 nM. As for Cu and Pb, dissolved Cd was mainly associated
with colloids despite a lower contribution of the colloidal fraction
(82 £9%). The Cd distribution in the various fractions (Fig. 5)
diverged from Cu and Pb ones. This metal was more associated with
low-molecular-weight colloids (i.e. <300 kDa).

When comparing our Cd data to that of other estuarine systems,
lower colloidal Cd contributions were generally observed else-
where. In the Ochlockonne estuary, Powell et al. (1996) reported
a Cd colloidal fraction which accounted for fewer than 50% of the
total dissolved metal. In the Venice Lagoon, a 34% ratio was found
by Martin et al. (1995). One of the lowest colloidal Cd contribution
was detected in the Seine estuary (Chiffoleau et al., 2001) with a 5-
10% ratio along the whole salinity gradient. Such low ratios can be
explained by the speciation of Cd which is generally dominated in
estuaries by stable and soluble chlorocomplexes (Comans and van
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Fig. 5. Cd distribution in the various size fractions at salinity 0, 10 and 34.
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Dijk, 1988; Dai et al., 1995). However, in certain systems, it has been
pointed out that organic metal complexing ligands can exert
a significant control of the Cd speciation as illustrated by the Nar-
agansett bay example (Kozelka and Bruland, 1998; Wells et al.,
1998) where organic complexes constituted roughly 70-80% of the
total dissolved Cd. In the Penzé estuary, the study by Waeles et al.
(2005a), also reported a high contribution of the organic-Cd
complexes, this contribution being particularly important in winter
which corresponds to our period of sampling (early March).
Although being unknown, these binding colloidal ligands can have
a significant impact on the Cd size distribution according to their
nature, source and concentration that may vary substantially
among different coastal waters (Muller, 1996). As an example, these
organic molecules resided predominantly in the soluble phase in
the Narragansett Bay (Wells et al., 1998). On the contrary, our
results indicated that they consist of low-molecular-weight colloids
in the Penzé estuary.

3.2. Size distribution variations along the salinity gradient

3.2.1. Copper

Before examining the distribution variations of the various
fractions, it is instructive to analyse the total dissolved metal
behaviour over the whole salinity gradient. Fig. 6a indicates that
TDCu had a clear non-conservative behaviour, although deviations
from linearity are not very important. At first, a negative deviation
is observed, with a decrease in concentrations from 4.5 to 3.3 nM in
the salinity range 0-3, which highlights a removal of TDCu. Then, it
is followed by a positive deviation, with a rise in concentrations (of
approximately 1 nM) until S = 10, which is indicative of a dissolved
metal addition.

When considering the variations of the Cu size fractionation
over the salinity gradient (Fig. 3), the dominant (300 kDa-0.22 um)
fraction appears to be the one affected by the dissolved metal
removal. The decrease in concentrations observed between salinity
0 and 10 for this colloidal fraction is 1.2 nM and corresponds to the
one detected for the total dissolved pool. The removal of TDCu may
originate from coagulation/flocculation of these large colloids. As
a matter of fact, it has been reported that the concentration of
strong Cu-binding ligands decreased with increasing salinity in
several estuaries (van den Berg et al., 1987; Apte et al., 1990; Tang
et al., 2001); this decrease being the result of the macromolecular
organic matter removal in the low salinity region where coagula-
tion/flocculation processes are most important (Dai et al., 1995;
Powell et al., 1996; Guo and Santschi, 1997; Tang and al., 2001).
According to Xue and Sigg (1999) and Shank et al. (2004), these
organic ligands are terrestrially derived compounds and could
correspond to humic substances.

Two fractions of lower molecular weight (5-10 kDa; 30-50 kDa)
and the 0.45-0.22 pm fraction are, on the contrary, enriched from
salinity O to 10. The enrichment of 0.5 nM for each fraction corre-
sponds approximately to the addition observed for the total dis-
solved metal. This addition of copper could ensue from different
processes: metal desorption from suspended particles (Baeyens
et al,, 1998) or direct porewater infusion from sediment (Petersen
et al.,, 1995). The study by Skrabal et al. (1997) has suggested that
addition of Cu-complexing ligands from the sediment may also
result in a metal addition. According to these authors, such benthic
fluxes could supply 10-50% of the standing stock of ligands in the
water column. Their results using competitive ligand equilibration
have also shown that some of these ligands are very strong (with K’
~10") and thus can affect the speciation of Cu in the overlying
water column. Interestingly, an addition of dissolved Cu with
a sedimentary origin has been observed in the San Simon Inlet
mixing zone (Santos-Echeandia et al., 2008) which is a Galician
system that presents similar characteristics (water flow,
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dimensions) to the Penzé estuary. The release of Cu in this system
was found as strongly complexed forms.

3.3. Lead

The total dissolved lead-salinity distribution in the Penzé
estuary, illustrated in the Fig. 6b, exhibits a non-conservative
behaviour for TDPb. A strong negative deviation from linearity is
observed with levels of total dissolved metal decreasing from 0.30
to 0.08 nM for salinity between 0 and 10. This anomaly indicates
that Pb is intensely removed from the dissolved fraction in the first
part of the mixing zone. Our results show that this removal
occurred in the colloidal pool and, more particularly, in the
0.22 um-300 kDa size fraction (Fig. 4). These results are in accor-
dance with the observations of Dai and Martin (1995) who found
a decreasing of the colloidal Pb proportion along the salinity
gradient of the Ob and Yenisey estuaries. The fact that Pb is mainly
associated with iron oxides in our system indicates, as suggested by
Benoit et al. (1994) and Wen et al. (1999), that lead behaviour is
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controlled to a significant extent, by flocculation of Fe during river—
sea mixing.

3.4. Cadmium

Fig. 6¢ describes the variations of total dissolved Cd along the
salinity gradient. TDCd has a non-conservative behaviour with
a very strong positive deviation from the theoretical dilution line.
The associated rise in concentration is particularly important (from
0.05 to 0.36 nM) and occurred in the salinity range 0-10.

Examination of the Cd-size-fractionation variations with
salinity (Fig. 5), indicates that various fractions were enriched
during river-sea mixing. The truly dissolved Cd levels increased
from 0.01 to 0.08 nM; the low-molecular-colloidal Cd fractions
(<300 kDa) were also significantly enhanced.

The addition of dissolved Cd has been observed in most of the
estuaries that have been studied and have been attributed to the
formation of stable and soluble chlorocomplexes from particle-
desorbed cadmium (Comans and van Dijk, 1988). In the Penzé
estuary, this process was confirmed in a previous study from
measurements of the electrochemical labile metal (Waeles et al.,
2005a) and likely occurs here as illustrated by the increase of the
truly dissolved fraction. However, these data, according to our
previous work on Cd speciation, indicates that low-molecular-Cd-
organic complexes can also be formed. These complexes can orig-
inate from suspended particle desorption or can be introduced in
the system following degradation of particulate organic matter
within the benthic compartment (Gobeil et al., 1987; Gerringa et al.,
1996).

4. Conclusion

Over this study, frontal cascade ultrafiltration and stripping
chronopotentiometry have proved their efficiency to separate and
analyse the various colloidal fractions of trace metals in estuarine
waters. Our results on the Penzé system have shown that dissolved
Cu and Pb were mainly associated with high-molecular-weight
colloids in the size range 0.22 um-300 kDa whereas Cd appeared in
the low-molecular-weight fractions (<300 kDa). Examination of
the size-fractionation variations along the salinity gradient
provided some insights in the processes that affect trace metals
during their transport from river to seawater in this system: (a) the
removal of dissolved Cu in the first part of the mixing zone origi-
nates from coagulation/flocculation of large organic colloids
whereas the addition of this metal at higher salinities is a result of
its association with low molecular weight and probably strong
organic ligands; (b) the removal of dissolved Pb is controlled by
flocculation of Fe hydroxides which act as the principal carrier
phase for this metal; and (c) the strong addition of Cd ensues not
only from the formation of chlorocomplexes but also to the binding
of Cd with low-molecular-weight organic ligands.
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