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Ifyou can keep your head when all about you
Are losing theirs and blaming it on you, |
If you can trust yourself when all men doubt you,
But make allowance for their doubting too;
If you can wait and not be tired by waiting,
- or being lied about, don't deal in lies,
" Or being hated, don't give way to hating,
And yet don't look too good, nor talk too wise:
- )
Yours is the Earth and everything that's in it,
And - which is more - ydu Il be a Man, my son!

(R. Kipling)
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Résumé

La formation de mercure volatil dissous (MVD), formé majoritairement de
mercure élémentaire, permet, grice au phénomeéne d’évasion, de réduire le réservoir de
mercure disponible’ pour la méthylation. En milieu naturel, les réactions photochimiques
et biologiques permettent d’expliquer cette formation, mais les acteurs de cette production
(ligands, types de micro-organismes. ..) sont méconnus.

Notre étude prend place au sein du vaste projet METAALICUS (Mercury
Experiment to Assess Atmospheric Loading in Canada and the United-States), visant au
suivi du destin de trois isotopes stables appliqués sur les trois composantes du bassin
versant d’un ‘lac, (la zone humide, la zone séche et le lac lui-méme).

Nous avons tenté de mettre en évidence la participation et I’importance relative
des phénomeénes biologiques et photochimiqueé conduisant a la formation de mercure
volatil dissous a des concentrations naturelles de I’ordre du picomolaire. Pour cela, nous
avons suivi la distribution épatid—temporelle des concentrations en MVD au sein de la
colonne d’eau du Lac 658 de la Région des Lacs Expérimentaux. Ce suivi s’est traduit par
la conduite de profils en pro'fondeur tout au long de notre période d’échantillonnage, entre
mai et octobre 2001, en février et mars 2002, puis finalement, entre juin et aoht 2002.
Afin de caractériser au mieux la cinétique des réactions de sufface et les types de
réactions impliquées plus en profondeur, nous avons conduit g’es expériences
d’incubation in-situ.

En surface, les réactions photochimiques dirigent principalement la formation de
mercure volatil dissous. Ces réactions permettent a3 20% de la charge de mercure
isotopique ajoutée au lac sur une période de 20 semaines de retourner vers I’atmosphére
griice aux processus d’évasion.

bEn profondeur, la production de mercilre volatil dissous est fortement associée aux
organismes phytoplanctoniques typiquement les Chrysophycées et les Dinoflagellés,
populations majoritaires des “ blooms métalimnétiques de la Région des Lacs
Expérimentaux. Cette génération est stoppée lors de I’ajout d’un inhibiteur de la

photosynthése, conduisant- & une diminution des concentrations d’environ 45% par
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rapport aux concentrations initiales. Cette diminution est attribuée aux réactions
d’oxydation. | A , :

A 1a base de I’hypolimnion, les mécanismes responéables de la réduction du Hg
restent incertains. Les brganismes procaryotes, par une voie différente de celle du mer-
opéron classiquement rencontré, pourraient étre les acteurs de cette réduction. Cependant,
les réactions abiotiques impliquant les substances humiques en milieu dépourvu

d’oxygene constituent toujours une hypothese d’intérét.
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1. Introduction

1.1. Cbntexte

Le methyl-mercure (CH;-Hg), forme organique du Hg, a la propriété de traverser les
membranes cellulaires, d’étre retenu par les organismes - trés peu de mécanjsmes
d’excrétion ont en effet été observe - et d’étre ainsi bioamplifi€¢ le long de la chaine
alimentaire. Les concentrations de cette substance neurotoxique peuvent ainsi augmenter
d’un facteur 10° entre les acteurs situésa la base de la chaine alimentaire — les
producteurs primaires — et ceux situés au sommet, les prédateurs; le prédateur
ultime étant I’homme.

L’une des sourcesrmajeures de Hg anthropique dans I’environnement est le Hg émis
par les centrales thermiques utilisant le charbon et des normes visant a contrdler ces
émissions ont récemment été proposées en Ameérique du Nord. L’agence américaine pour '
la prote_ction de I’environnement (U.S. EPA.) a estimé le coiit de ces contrbles a plusieurs

milliards de dollars par an. L’objectif principal vise a diminuer la concentration de Hg
dans les poissons. Au Canada et aux Efats—Um’s, les gouvernements ont déja émis des avis
a la population en vue de restreindre la consommation de poissons en provenance de
nombreux lacs en raison de niveaux de inethyl-mercure trop élevés. Durant les deux
derniéres années, Santé Canada a réduit le niveau acceptable d’exposition au Hg par la
consommation de poissons pour les femmes enceintes et les enfants dy; 047 a 0.2 pg
Hgekg'+sjour’. La mise en place de controles des émissions de Hg permetirait
logiquement de réduire les niveaux de mercure dans les poissons, mais le lien entre les
} dépositions atmosphériques de Hg et les teneurs en Hg dans les poissons reste encore mal
connu. ‘

Méme dans les zones trés éloignées des sources de mercure, les concentratibns dans

les poissons peuvent atteindre des niveaux inquiétants. Quelles sont les raisons d’une telle

omniprésence du mercure ?




1.2. Omniprésence du Hg dans les écosystémes

Une des démonstrations les plus dramatique de I’impact du mercure sur les humains
est la catastrophe de Minamata dans les années 50. Des centaines d’individus ont souffert
de troubles neurologiques suite 4 une consommation de poissons issus de la baie de
Minamata contaminée par une forme organique de Hg émis par une industrie chinﬁque.
Généfalement, les sources de mercure sont soit anthropiques soit naturelles (Swain, et al
1992, Schroeder et Munthe 1998, Schuster, et al. 2002). Les sources naturelles de
mercure incluent les feux de forét, les émissions volcaniques et les émissions des dépots
géologiques mercuriferes. Les émissions anthropiques de mercure sont majoritairement
dues aux pquessus de combustion. Mentionnons 1’impact des incinérateurs municipaux,
des centrales thermiques utilisant des combustibles fossiles, des décharges industrielles,

des industries miniéres de I'or et de l'argent et plus généralement des industries

- . chimiques litilisant des processus d’oxydoréduction de synthése.

Les deux principéuk états d’oxydation du mercure sont le Hg(Il), forme ionique
divalente et le mercure sous sa forme ¢lémentaire, le Hg(0). 10 est important dé noter
I’existence de la forme ionique monovalente; le Hg(I). Cependant, en raison de son
instabilité, cet état d’oxydation est difficile a étudier et son implication dans les proc_essus
~ régissant le cycle du Hg est encore mal connue. Le Hg(Il) est fortement associé aux '
aérosols, telles les particules de suies, et ne voyage pas sur de trés longues distances mais
A tendance & se déposer a proximité des zones d’émission. En revanche, leymercure
élémentaire, forme volatil, peut voyager pendant 6 & 12 mois dans I’atmosphére (Swain,
et al. 1992, Schroeder et Munthe, 1998) en couvrant de trés grandes distances. Le Hg(0)
représente plus de 95% du Hg présent dans I’atmosphére et est lentement ré-oxydé en
Hg(II) lors de son transport. La plus grande part de cette oxydation se produit soit aux
interfaces solide/liquide dans les goutelettes d’eau constitutives des nuages ou aux
interfaces gaz/liquide (Iverfeldt et Lindqvist 1986). L’agent principal de ces réactions est
I’0zone, mais 'intervention de radicaux tels OHe, 6u de composés tels HCIO, HSOs™ ou
Cl, peut étre signiﬁéative ‘(Seigneur, et al | 1994) Dans les régions arcﬁques ou

subarctiques, les radicaux issus de brome (Bre et BrO) prennent une place importante

dans ces processus d’oxydoréduction. (Lindberg, et al. 2002).




Une fois oxydé, le Hg(Il) possédant une forte affinité pour les surfaces, se retrouve
associé aux particules présentes dans 1’atmospheére, tels les aérosols. Les deux voies
majeures s’offrant alors au mercure pour rejoindre la surface de la terre sont soit les
dépositions seéches ou les dépositions humides. On entend par dépositions humides, tous
les phénomenes de précipitations telles les averses de pluie ou de neige qui peuvent
entrainer le Hg” dissous ou le Hg(II) nouvellement oxydé vers la surface de la terre. Les’
dépositions séches font référence a la déposition des aérosols.

Une fois le mercure entré dans la colonne d’eau, trois grandes réactions peuvent contréler
son devenir :

e [’association aux particules et leur subséquente sédimentation.

e Laréduction du Hg(Il).

e Les processus de méthylation du Hg(II).

Les deux premieres réactions permettent aux mercure de quitter la colonne d’eau soit
par sédimentation ou par évasion. Les processus de sédimentation devraient permettre au
Hg de réintégrer la crofite terrestre le rendant ainsi beaucoup moins disponible, mais
certains des processus diagénétiques pourraient entrainer une remobilisation du mercure
vers la colonne d’eau.

Les processus de méthylation du Hg(II) conduisent a la formation de CH;-Hg, forme
neurotoxique et ayant la propriété de traverser la barriére naturelle imposée par les
membranes biologiques.

Les processus de méthylation supposent le transfert d’un groupement methyl (-CHs)
d’un composé organique vers le Hg. De grandes quantités d’énergie doivent entrer en jeu,
la réaction n’étant pas aisée en milieu aqueux. Les réactions photochimiques ou la
catalyse par les microorganismes peuvent &tre invoquées pour franchir ces barriéres
énergétiques.

La production photochimique, seulement observée en laboratoire, impliquerait la
participation de composés organiques simples, tel 1’acétate ou plus complexes telles les
substances humiques. Il faut cependant garder a I’esprit qu’une des voies de dégradation
du methylmercure est photochimique telle que montrée sur le terrain (Sellers, et al. 1996)

Les acteurs biologiques éventuellement impliqués dans la formation de methylmercure

seraient les bactéries sulfato-réductrices (Gilmour et al. 1997). En laboratoire des taux




nets de méthylation ont été corrélés avec I’activité sulfato-réductrice des micro-
organismes. Cependant, malgré de grands avancements dans la connaissance des
processus conduisant & la formation du méthylmercure, la nature des agents biochimiques
et les conditions dans lesquelles cette méthylation intervient reste & étre étudiée de
manicre plus précise dans les conditions naturelles.

Le cycle du mercure implique, comme nous venons de le développer, de
nombreuses réactions dans les différents compartiments constitutifs d’un écosystéme
(hydrosphere, lithosphére et atmosphére). Ses propriétés trés réactives lui conferent donc

les caractéristiques d’un polluant global, omniprésent (Figure 1).

Hg(0)—wHg?+

Hg 2+

Dry deposition
- Hg2+

microorganisms
particles
aerosols

Figure 1 : Représentation schématique du cycle du Hg dans I’ environnement.




1.3. Le projet METAALICUS

En raison de cette omniprésence dans I’environnement, il est difficile de
déterminer d’une maniére précise 1’origine du Hg conduisant 3 1a contamination des
poissons de nos lacs. En fait, la quantité de mercure stockée dans les écoéystémes estun
million de fois plus élevée que les dépositivons‘ annuelles. L’effet des mesures correctrices
visant la baisse des dépositions atmosphériques est donc incertain. Sur cette base, si le
mercure provenant de I’atmosphére est plus susceptible d’étre bioamplifi¢ dans leé
chaines alimentaires que le mercure déja présent dans I’environnement, la réponse des
poissons aux normes imposées devrait étre proportionnelle 3 la baisse des émissions et ce,
sur une échelle de temps trés courte (1 a 2 aﬁs). Cependant, si I’origine du mercure ne fait
pas de différence, le temps de‘réponse sera plus long et la diminution des niVeaux de
mercure dans les poissons ne sera que minime. Il importe donc de pouvoir quantifier le
temps de réponse et I’amplitude de cette réponse afin'de pouvoir évaluer l’efﬁcacité des
programmes contrdlant les émissions.

Des études antérieures ont permis de préciser I'impact des dépositibns
atrnosphériQues de Hg sur les écosystémes (Watras, et al. 2000), mais n’ont pas permis de

vraiment appréhclider Porigine du Hg présent dans les poissons et la vitesse & laquelle des

normes imposées aux industries pourraient amenuiser la quantité de Hg présent dans ces

poissons. _ , ~
En vue de répondre a cette question, le projet METAALICUS (Mercury

~ Experiment to Assess Atmospheric Loading in Canada and in the United States),

regroupant des €quipes de recherche canadienne et américaine, a été mis en place. Ce
projet propose de conduire une expérience au niveau d’un écosystéme entier dans lequel . -
les concentrations en mercure dans les trois composantes de son bassin versant, le lac, sa
zone humide et la zone séche attenante au lac, seront accrues expérimentalement grace a
I’ajout de trois différents isotopes stables & des concentrations nanomolaires. Cette -
addition et la subséquente détection des isotopes sont maintenant possibles en raison des
avancées technologiques réalisées en mati¢re analytique et plus particuliérement en

spectrométrie de masse.

Le projet peut se résumer en trois grandes questions :




1. Déterminer la relation entre le taux de déposition atmosphérique de Hg et le taux
d’accumulation du mercure dans les poissons. .

2. Déterminer le tenips de réponse du vmercurc dans les poissons a des changements dans
la charge de mercure présente dans les dépositions atmosphériques.

3. Déterminer I’importance relative des différentes sources de mercure dans les poissons
— le lac lui méme, sa zone humide ou sa zone séche - grace & I’addition de ces trois
isotopes stables. _ '

Ces données permettront ultimement de calibrer et de paramétrer des niodéles permettant
de prédire et de quantifier la réduction des niveaux de mercure dans les poissons en
réponse a des changements dans les émissions. '

Dans le cadre de cette vaste étude, 1’objectif de notre travail est de quantifier et
d’étudier les mécanismes conduisant 2 la formation de Mercure Volatil Dissous MVD),
majoritairement formé de mercure élémentaire (Hg(0)) } _

, résultant de la réduction chimique du mercure ionique divalent. Cet état de .

spéciation permet au mercure de quitter I’écosystéme et donc de ne pas entrer dans les

processus de méthylation.

1.4. La réduction du Hg

Les processﬁs de réduction permettent donc au Hg de quitter la colonne d’eau et
d’étre ainsi moins disponible pour la méthylation. Généralement, les prqciéssus de
U réduction impliquent P’acceptation d’un ou plusieurs électrons par le composé d’intérét,
qui se voit réduit au détriment du compbsé donneur, qui est alors oxydé. On paﬂe alors de
réactions couplées d’oxydo-réduction. Le mercure possédant un potentiel
d’oxydoréduction relativement élevé, il est difficile pour lui d’€tre réduit naturellement en

milieu aqueux. Comme pour la méthylation, des réactions mettant en jeu des quantités

d’énergie suffisantes, doivent intervenir.




- 1.4.1. Lé réduction abiotique du mercure
On parle de réaction abiotique lorsque les organismes vivants n’interviennent pas.
On trouve deux grandes classes de réactions abiotiques qui permettent cie produire la
forme réduite et volatil du mercure, Hg(0). -
Les réactions photochimiques

‘Les réactions au noir, non dépendante de la lumiére.

1.4.1.1.  Les réactions photochimiques

On peut distinguer les réactions entrainant la photoréduction directe et indirecte du |
mercui*e. Les réactions indirectes nécessitent un intermédiaire excité sous 1’action de la
lumiére. Cette derniére étape requiért un composé pouvant supporter une délocalisation
de ses électrons afin de pouvoir ultimement le(s) transmettre au mercure. De tels
compbsés existent en milieu naturel et constituent la plus grande part de la maticre
organique naturelle (MON). |

La photoréduction (Brosset et al., 1987 ; Munthe and McElroy, 1992 ; Xiao et al.,
1994). Plusieurs espéces inorganiques et organiques du mercure peuvent absorber les
radiations solaires dans la gamme du rayonnement UV (270-400 nm). Il est intéressant de
noter que les formes solides, telles les oxydes, hydroxydes, et sulfures de methylmercure
peuvent aussi absorber les radiations UV et étre subséquemment réduits (Fujita, et al.
1973). Le role des particules semble étre significatif dans le phénoméne de
photoréduction. mebreuées sont les particules qui contiennent une phadé minérale avec
des propriétés semi-conductrices. Lorsque des radiations sont d’une longueur d’onde
suffisamment énergétique, des minéraux tels HgO et HgS peuvent voir délocaliser
certains des électrons de leurs couches externes (Lindqvist et al. 199.1) pouvant ainsi
réduire le mercure. Sur le terrain et en milieu naturel, la photoréduction du Hg(Il) a été -
clairement mise en évidence dans les eaux de surface (Amyot, et al. 1994) conduisant 4 la
génération de mercure dissous gazeux, composé majorifairement de mercure élémentaire.

D’une mani¢re générale, la matiére organique naturelle présente dans les lacs
posséde la capacité de céder des électrons a la solution dans laquelle elle est excitée. Cette
excitation de la couche électronique externe se fait grace au rayonnement solaire. Il a été
montré qu’une part du rayonnement UV-B, hautement énergétique, semblait étre

~ responsable de la réduction du mercure (Amyot, ef al. 1997). Le fer(IIl), pouvant lui aussi
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| étre photochimiquement réduit en fer(I) semble étre impliqué dans le processus de
réduction du Hg, comme mis en €vidence par les travaux de Zhang et Lindberg (2001).
La cdmposition du milieu, en terme de concentrations en carbone organique dissous, et en
fer(IIl), et la qualité du rayonnement solaire semblent fortement influencer les réactions
photochimiques responsables de la réduction du Hg. Il faut cependant garder en mémoire
le role ambigu du COD. En effet, ce dernier, 3 des concentrations trop élevées, peut agir
comme un «écran » en atténuant I’énergie solaire pénétrant dans les couches supérieures

de la colonne d’eau.

1.4.1.2. Les réactions a l’obscurité

La mati¢re organique naturelle est composée de nombreux acides organiques de
complexité variable. La thermodynamique nous permet de savoir que les substances
humiques ont la capacité de réduire le mercure (Allard et Arsenie, 1991). En tenant
-compte des séries de Irving-Williams, parmi tous les métaux, le mercure forme les
complexes les plus stables avec les substances humiques. Ceci peut étre aisément
éxpliqué par la présence de groupements soufiés dans les molécules humiques,
groupements pour lesquels le mercure posséde une trés forte affinité. Les travaux de
Allard et Arsenie; (1991) ont montré que la production de mercure élémentaire, Hg(0),
était augmentée dans un milieu riche en substances humiqueé, dépourvu d’oxygeéne et de
chlorure et a un pH autour de 4.5. Il est intéressant de noter que les ions %hlorure
semblent entrer en compétition avec les substances humiques en vue de complexer le
mercure. De plus, cette réduction semble accrue en présence de lumiére. Alberts, ef al.
(1974), ont montré que le mercure élémentaire est formé par réduction, dépendante du
pH, des ions mercuriques (Hg®"), et en présence d’acides humiques. La réaction
impliquerait donc Iinteraction entre la forme ionique du mercure et les électrons libres

des acides humiques.

14.2.La réduction biologique du mercure

Les acteurs les plus probables impliqués dans la réduction biologique du mercure

sont les bactéries et les algues. Une des voies leur permettant de diminuer les effets du

mercure est de le réduire en sa forme élémentaire, le Hg’, moins toxique.




1.42.1. Réduction du Hg par les algues et les organismes
photosynthétiques ' V |

Certaines algues et cyanobactéries semblent avoir la capacité de réduire le
mercure. Ben-Bassat et Mayer (197:8)70nt conclut que la production de Hg(0) était
accélérée lorsque des cellules de Chlorella étaient exposées a la lumiére. Cette production
semble diminuer lorsque des inhibiteurs de la photosynthése (e.g. DCMU) sont ajoutés au
milieu d’exposition. Les auteurs suggérent que les acteurs de cette réduction soient des
métabolites issus de la photosynthése subséquemment relargués dans le milieu extra-
cellulaire. Cependant, les concentrations observées lors de cette étude (umolsL™) ne sont
pas représentatives d’environnements naturels (pmol=L™"). Mason, et al. (1995) concluent
que la production de Hg(0), dans des conditions naturelles, peut étre conduite par‘ les
miéro-organismes. Leurs résultats suggérent que ce soient les micro-organismes dont la
taille est inférieure & 3A pum qui sont impliqués. Les organismes phytoplanctoniques
eucaryotes, telles les algues, ont la capacité de réduire le mercure, mais les taux de
réduction associés & ces organismes semblent trop faibles pour expliquer a eux seuls les
résultats observés lors des incubations (Mason, et al. 1995). En milieu marin les
cyanobactéries, telles Synecococcus, semblent étre impliquées d’une manicre significative
dans le processus de réduction alors qu’en milieu lentique eutrophe, les micro-organismes
procaryotes hétérotrophes seraien'; les acteurs principaux de cette réaction (Mason, et dl.
~ 1995). Afin d’appuyer I'hypothése de ’implication des organismes photgsynthétiques en
milieu marin, les travaux de Baeyens et Leermakers, (1998)dans la Mer du Nord ont
montré que la production de mercure ¢lémentaire pouvait: étre corrélée avec la
concentration en chlorophylle a. |

De nombreuses études ont été conduites en vue de connaitre la capacité réductrice
du phytoplancton. Jones, et al. (1987) mettent en évidence que la surface des cellules de
Thalassiosira weissflogii peut réduire le cuivre(Il) et le fer(IIl). Cette activité impliquerait - '
une oﬁ plusieurs enzymes, possédant une activité oxydoréductrice, situées au niveau du
plasmalemne. Les complexes de métaux traces. seraient directement réduits par ces
enzymes, I’activité du métal libre ne semblant avoir aucun effet sur la régulation &e cette
réaction. Les compiexes métaux-ligands étudiés ne sont cependant pas les accepteurs |

principaux d’électrons de ces réactions. D’aprés les auteurs, le complexe enzymatique




impliqué dans ces réactions serait caractéristique des réductases des nitrates, nitrites et
sulfates, les métaux acceptant les €lectrons de maniéreaccidentellé. Jones et Morel (1988)
montrent que la nitrate réductase serait effectivement impliquée dans l’activifé
oxydoréductrice du plasmalemhe. Un modéle tenant compte de ces découvertes a été
proposé dans lequel la réductase des nitrates liée au plasmalemne, réduit des accepteurs
d’électrons extra-cellulaires ainsi que le nitrate intraceltulaire tout en jouant le rdle de

“pompe a protons trans-plasmalemne (Figure 2).

Métal red
Métal ox |-|+ NAD(P)H : Diaphorase
| Site\ de réduction

Plasmalemne

- y A it

NAD(P)H ' - Nos NO»
+H 2¢- -+ 2H* '

NAD(P)* < N

Figure 2 : Modéle décrivant la réduction des métaux & la surface de la membrane d'une cellule

de phytoplancton. Adapté du modéle proposé par (Jones‘ét Morel 1988)
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Price et Morel (1990), proposent 5 grandes classes de réaction enzymatiques et non-

enzymatiques localisées au niveau de la membrane des organismes photosynthétiques

(Figure 3)

Ox2
+
‘ Red1 — Red 1 ‘ b)
\Red2+0x1

Ox Réactifs
‘ l . Produits
Red 1 :

Red 1
+

Ox2

Red 2 +Ox 1

Red1+0x2 | S ox
° sH(
Red2+0x1 S Rad

Figure 3 : Exemples de réactions initiées par les micro-organismes aquatiques. Reproduit
d’aprés Price et Morel (1990). Voir le texte ci-aprés pour commentaires. . - >
1. Excrétion de réducteurs issus du métabolisme photosynthétique.
2. Transport enzymatique d’électrons au travers du plasmalemne.
3. Réactions d’oxydoréduction enzymatique impliqﬁant :

a. des solutés extra-cellulaires

b. les réducteurs excrétés par la cellule.
4. les réactions d’hydrolyse.

5.1es reactlons d’oxydoréduction non- enzymathue

Les mécanismes d’oxydoreductlon nous intéressant dans le cadre de cette étude
1mp11quent : i) le relargage de solutés issus de la photosynthese, 11) la présence de

réducteurs non-enzymatiques "associés a la membrane, iii) la présence d’enzymes
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réductrices, les réductases, elles aussi associéesa la membrane et iv) DP’excrétion
d’enzymes vers le milieu extracellulaire, les exoenzymes. Ces derniéres ne possédant pas
toutes une activité oxydoréductrice directe, elles peuvent cependant influencer de maniére
significative le cycles des métaux traces dans I’environnement.

Le Tableau 1 ci-aprés en résume les principales caractéristiques des exoenzymes présent

" en milieu naturel.

Tableau 1 : Synthése des exoenzymes connues en milieu naturel. (D'aprés (Price and Morel

1990))
Enzyme Fonction y Remarques
Déaniinases Prise en charge de ’azote O, réduit en H,O,
Phosphatases Prise en chargé du phosphore. Présentes chez les algues et les
Lyse des phosphates organiques. bactéries aprés carence en P
enzymes du réduction des métaux Réle physiologique
‘plasmalemne
Réductases Prise en charge du fer ? Réle incertain
Protéases Dégradation des protéines, prise Présentes chez les bactéries
en charge du carbone et de
: . I’azote . _
Uréases Prise en charge de I’azote Exoenzymes chez  certaines
' bactéries et certaines diatomées.
H

12




1.42.2.  Réduction du Hg par les bacteries.

La réduction du Hg par les bactéries est catalysée par un complexe enzymatique,
la réductase du mercure, dépendante du NADPH intracellulaire. Ce complexe
enzym_aﬁque est codé par les génes de résistance au mercure, le mer-operon (Barkay, et
al. 1989). La transcription de cet ensemble de génes est régulée par inhibition sur une
partie de cet opéron. Lorsque le mercure pénétre dans la cellule, il peut se fixer sur un
groupement cystéine du mer-R (portion régulatrice du géne). Dans le cas ou la
concentration en Hg et en substrat organique est suffisante pour dépasser le seuil
d’induction (Nazaret, et al. 1994), 'inhibition est alors levée et la transcription peut
commencer. La traduction de L’ARNm servira alors a la synthése du complexe
enzymathue la réductase du mercure '

Nazaret, et al. (1994) ont établit, in situ en milieu contaminé, I’importance du mer
dans les processus de volatilisation du mercure. Les niveaux de mer-A spécifiques a
1’ARNm et la volatilisation du Hg(II)' semblent étre influencés par Pactivité métabolique
des bactéries, plus que par la concentration en Hg(II) du milieu. Plus tard, Barkay, et al.

(1997) ont mis en évidence que la production enzymatique de mercure élémentaire
semble dépendre de nombreux  facteurs environnementaux tels la concentration en
carbone organique dissous (DOC) ou encore la teneur en chlorure dans le milieu. Nazaret
et al. (1994.)‘ ont montré, de plus, que les transripts mer-A détectés dans les échantillons,

" ne conduisaient pas tous a une production de Hg’, suggéranf que les taux<de volatilisation
du mercure dans des échantillons environnementaux puissent ne pas toujoﬁrs étre
proportionnels & I’expression du mer-A. 1l semblerait que la composition de la séquence
génétique codant pour le complexe enzymatique varie beaucoup et que d’autres voies
metabohqucs que celle du mer soient unphquees dans les processus de réduction.
(Barkay, et al. 1989).

' En laboratoire, Iwahori, etal. (2000) ont montré que la réduction du mercure, chez
~ Thiobacillus ferrooxidans, est accrue de 62% lorsque du Fez+ est ajouté au milieu
d’exposition. Les membranes plasmiques de ces microorganismes réduisent 48% du

‘ “mercure ajouté au cours des 5 jours de traitement. Cependant, la membrane de T.

ferrooxidans, ne posséde par la mercure reductase dépendanfe du NADPH, qui est en

revanche présente dans son cytosol. Il existerait alors une activité membranaire
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dépendante du Fe*' et qui permettrait de réduire le Hg(Il). Le Fe** joue, dans ce cas, le
role de donneur d’électrons. Les auteurs proposent que la cytochrome ¢ oxydase,

dépendante du Fe**, soit un acteur non négligeable de cette réaction.

1.5. Synthése des connaissances sur la réduction biologique du Hg

Comme nous ’avons vu précédemment, peu d’études existent sur' le role des
micro-organismes dans les processus de réduction du mercure en milieu naturel. Les
différents axes de recherche impliqués dans 1’étude de cette bioréduction ont permis
jusqu’a maintenant d’émettre plusieurs hypothéses. Le Tableau 2 ci-aprés nous permet de

synthétiser les connaissances acquises.

Tableau 2 : Synthése des connaissances sur les phénoménes de réduction biologique.

Type d'étude
Laboratoire Gamme des
: (L) - concentrations
Métal Milicu Naturel observées ou Etat des
" Activité d'intérét étudié Voie de réduction {MN) utilisées connaissances Organismes Références
Thalassiosira
Membranes weissflogii, et
’ phytoplanctonique Dunaliella Jones et al.
Phytoréduction Cu/Fe s L umot+L-1 observé tertiolecta 1987
’ ’ Thalassiosira  Price et al,
Phytoréduction Cu/Fe Exoenzymes L pmolsL-1+jour-1 hypothétique  weissflogii 1980
: . ) Ben-bassat et
Phytoréduction Hg phytoplancton . L umolsL-1 observé Chiorella ‘Mayer, 1978
Baeyens et
) . phytoplancton  Leermakers,
Phytoréduction . Hg phytoplancton MN pmotel-1 observé marin 1998
Réduction pas de Ngzaret et al,
Bactérienne Hg mer-A MN ugel-1 observé discrimination 1994
Réduction pas de Siciliano et al.
Bactérienne Hg mercuric-réductase MN pgeL-1 observé discrimination 2002,
Réduction . ) Thiobacillus wahori et al,
Bactérienne - Hg cytochromec MN umol-L-1 observé ferrooxidans 2000
Réduction - pas de Mason et al.
Biologique Hg MN pgeL-1 ] observé discrimination 1995

Lors des expériences réalisées en laboratoire, les concentrations employées sont
trés élevées et non représentatives des concentrations retrouvées dans 1’environnement, -
baﬁn vraisemblablement d’induire une réponse interprétable de la part des micro-
organismes en terme de product_:ion de Hg(0). Certaines études menées soit en milieux
lentiques (Siciliano, et al. 2002) soit en milieux marins (Baeyens et Leermakers, 1998)
apportent cependant des informations importantes sur le réle des micro-organismes et

ceci a des concentrations naturellés. 1.’étude de Siciliano, et al. (2002) corréle 1’activité
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. enzymatique a la productlon de MVD dans différents lacs canadiens et ceci selon un cycle
journalier. Quant i I’étude de Baeyens et Leermakers (1998), elle corréle les
concentrations en MVD 3 la concentration en chlorophylle a enregistrée dans la Mer du
Nord. Cependant, aucune étude publiée & ce jour n’a clairement corrélé, en milieu
lentique, les concentrations en MVD 3 celle du phytoplancton ou a son activité, a des

concentrations naturelles de 1’ordre du picomolaire.

2. Objectifs

Dans le cadre de cette étude nous avons tenté d’établir un lien entre la production

“de Mercure Volatil Dissous, I"activité des micro-organismes et la photochimie en milieu

naturel. Ces travaux ont eut pour site d’étude un lac additionné d’un isotope stable

(ZOZHg), afin de mettre en évidence I'impact de ces micro-organismes sur le mercure
~nouvellement déposé en provenance de l’atﬁ-losphére (caractérisé par le 202Hg). |

Ces travaux ont été séparés en deux volets. Le premier évalue I'impact des micro-
organismes, en milieu lentique, sur les phénomeénes régissant la réduction du Hg. Le
-second traite du bsuivi des concentrations en Mercure Volatil Dissous (MVD) a la surface
du lac. Le MVD.est la fraction volatil du réservoir de Hg présent dans un écosystéme et

* est majoritairement composée de mercure élémentaire, Hg(0). Ce suivi des concentrations
au cours de la saison d’échantillonnage, de juin a octobre 2001, nous pellnettra d’estimer
le flux de Hg(0) a P'interface air/eau et ainsi de quantifier 1’évasion du Hg nouvellement
déposé en provenance du lac.:

Comme nous ’avons vu précédemment, plusieurs hypothéses peuvent étre
invoquées dans les processus régissant la réduction du Hg. Nous nous intéresserons plus
particuliérement aux processus biologiques pouvant conduire a cette réduction.” Tout
d’abord, grice & des profils en préfondeur, nous tenterons de déterminer quelles sont les
zones, au sein de la colonne d’eau, ou les concentrations en MVD sont les plus
importantes. Ceci nous permettra de connaitre les zones de production autres que la
surface ol la photochimie dirige majoritairement les processué de réduction. Afin de
caractériser ces zones de producﬁon et de savoir laquelle ou lesquelles des hypothéses

impliquant i) les organismes photosynthétiques, ii) les organismes procaryotes non
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photosynhtétiques, ou iii) directement la photochimie est/sont responsable(s) de la

réduction du Hg, nous tenterons de déterminer : A

1. La présence ou non de la séquence génétique (mer-A) permettant aux 'o'rganismes de
réduire le Hg grice a ’intervention de la réductase du mercure. '

2. Les paramétres physiques tels la pénétration de la lumiére au sein de la colonne d’eau
afin de savoir jusqu’a quel point la lumiére peut étre respohsable de la production de
Hg(0) en profondeur. ' A

3. Les organismes impliqués, des expériences d’incubation in-situ vont €tre réalisées .
afin de pouvoir calculer des taux de production de MVD. L’ajout d’inhibiteurs
spécifiques, tels le DCMU, I’ajout-de formaldéhyde et la filtration des échantillons

~ avant incubation nous seront utiles afin de discriminer les organismes potenti¢llement

impliqués.

Ceci nous permettra finalement i) de comparer en terme de production de mercure
élémentaire, les phénoménes de réduction du Hg en surface et ceux se produisant plus en
profondeur ; ii) de mettre en évidence la réduction biologique du mercure a des niveaux
naturels ; iii) de discriminer les acteurs de cette réduction biologique, si elle a lieu ; iv) de
mettre en évidence les facteurs 'inﬂuengaht cette réaction ; et v) de quantifier I’évasion de

mercure par volatilisation.
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3. Matériel et Méthodes

3.1. Les lacs d’intérét

Le systéme d’intérét dans le cadre du projet METAALICUS devait comporter les trois
composantes majeures d’un bassin versant : le lac lui-méme, une zone séche et une zone
humide. 11 devait aussi avoir le potentiel d’étre « méthylateur » c’est-a-dire de générer du
methylmercure (zone anoxique, qualit¢ adéquate des sédiments, et présence des

‘ | ~ organismes responsables de cette réaction). Le lac devait de plus étre relativement facile
d’acces, étre proche d’une station scientifique afin de pouvoir disposer d’un minimum
! : d’équipement. Afin de conduire au mieux ce projet, le Lac 658, de la Région des Lacs
‘ Expérimentaux (propriété de Péche et Océans Canada) a été choisi. Ses caractéristiques

sont résumés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 3 : Tableau représentant les caractéristiques du Lac 658.

Localisation

Surface dulac ~ 83ha

: Silrface de l_a zone seche 42 ha

Profondeur maximum - 13m

Poissons prédateurs Brochet
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Le lac est considéré comme mésotrophe et sa concentration en matiére organique dissoute
se situe autour de 9 mg/L, ce qui lui confére une eau de couleur brune. La pénétration du
rayonnement ultraviolet est faible et disparait presque totalement pour des profondeurs
inférieures a 1 meétre. On retrouve 1% du rayonnement lumineux de surface a des
profondeurs comprises entre 3.5 et 5 métres (pour I’année 2001), ce qui constituera la
limite inférieure de la zone photique.

Le tableau ci-aprés représente les caractéristiques du Lac 240, considéré comme contrdle

dans le cadre du projet METAALICUS.

- Tableau 4 : Tableau représentant les caraétéristiques du Lac 240.

_ Surface du lac | -

Profondeur maximum 13m

Poissons prédateurs Brochet et truite

Certaines des expériences d’incubations ont été conduites dans la zonéghumide,
ceci afin de pouvoir caractériser au mieux le bassin versant en terme de production de
MVD. Deux sites ont été¢ choisis. Le premier site d’échantillonnage, était au milieu de la
zone herbeuse du marais, caractérisée par une végétation basse et dense composée de
macrophytes émergents de quelques centimétres au-dessus de la surface. L’eau était de
‘couleur orange. Le second site d’échantillonnage était caractérisé par un ruisseau de trés
faible débit, et situé sous un couvert d’arbres denses et ne laissant que peu de passage 4 la
lumiére. L’eau était de couleur rouge presque brune. La carte ci-jointe (Figure 4), nous
présente la distribution des différentes stations d’échantillonnage. L’épilimnion étant bien
mélangé (R. Harris, commun. pers.), les profils ont été réalisés a la bouée centrale du
bassin ouest ainsi que le prélévement des échantillons d’eau en vue d’effectuer le suivi

des concentrations en MVD isotopique.
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Zone humide

. Bouée centrale, zone la
Zone humide avec @ | cond !
. . -plus profonde
| couvert végétal dense plusp

Zone humide découverte,
végétation partiellement Station d'amarrage

o

Figure 4 : Représentation schématique et photo aérienne du bassin versant du lac 658.
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~ 3.2. Ajout des isotopes au lac 658

Afin de conduire au mieux I’ajout de Hg 3 I’écosystéme entier, des expériences en
-milieux contrdlés et de tailles réduites, qualifiés de mésocosmes, ont été conduites au
éours de la saison 2000. Au regard des résultats obtenus (Amyot et al. 2002, soumis), et
afin d’éviter toute volatilisation excessive dﬁ Hg nouvellement ajouté, les ajouts ont été

réalisés a la tombée de la nuit et & une profondeur de 70 cm.

Tableau 5 : Caractéristique de I'ajout (pour la méthode, voir le texte ci-aprés)

Taux d’application 24.1 gg/m“/an

ﬁnté injctée lors de chaque 02 g 22H

“ajout

Date d’application 19 juin/ 3 & 17 juillet/ 1, 15 & 28 aott/ 11 & 25

~ septembre / 9 octobre

Vingt-quatre heures avant chaque ajout, deux contenants de 20L (FLPE) ont été
| remplis avec de I’eau du lac 658 et placés au noir. Les isotopes ont €té ajoutés le soir de
chaque ajout et afin de permettre a la solution d’étre bien homogene, laissés a équilibrer
pendant une heure. L’hypothése de la production de CH3-Hg dans chacun des contenants
a été réfutée apfés analyse de la solution. |
Les ajouts ont débutés & la tombée de la nuit. La solution a été injectée a 70 cm de
profondéur, grice 4 une pompe péristaltique, au niveau de I’hélice des moteurs électriques
utilisés aux fins de propul_sion des embarcations. Deux bateaux ont été utilisés pour
conduire ces ajouts. L’un était destiné au bassin Est, I’autre au bassin Ouest. La 'durée de

chaque ajout était d’environ une heure et demie.
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3.3. Suivi des concentrations en Mercure Volatil Dissous.a la surface

du lac 658

Dans le but d’étudier la distribution temporelle du MVD, nous avons
échantillonné le lac sur une période hebdoma_daire (du 17 juin au 13 octobre 2001). Les
échanﬁllons ont été ensuite envoyés pour analyse isotopique dans le but de quantifier la -
quantité de mercure volatil dissous isotopique (*”MVD) produit suite a P’addition
progressive du 22Hg. En complément des analyses isotopiques, des échantillons ont €té
récoltés sur une base réguliére afin de conduire les analyses_bde mercure volatil dissous

_total (MVD) (natif + isotopique) sur le terrain. AL’échantillonnége a ¢été effectué en
duplicat voire triplicat dans la majorité des cas. Les prélévements ont été réalisés a 1’aide
de bouteille de Teflon (FEP) d’un volume de 1L. L’espace de téte, «headspace», dans
chacune des bouteilles d’échantillonnage a été soigneusement évité afin de minimiser
I’évasion du meréuré volatil dissous et de ne pas sous-estimer les résultats.
L’échantillonnage en surface s’est fait & Ia main et juste sous la surface a une profondeur
comprise entre 5 et 10 cm. Des gants en latex sans poudre ont été portés en tout temps
lorsque du matériel d’échaﬁtillonnage devait étre manipulé. Aprés chacun des
prélévements, les échantillons ont été conservés au frais et au noir dans le but d’éviter
tout phénoméne de photoréduction avant Ie bullage.

Ed

3.4. Suivi de la distribution spatiale des concentrations en MVD

En vue d’étudier la distribution du MVD au sein de la colonne d’eau, nous avons
 conduit plusieurs profils en profondeur durant la saison d’échantillonnage. Les
prélévements ont été effectués a I’aide d’une ligne de Téflon (PFA) de 14 m de longueur
(1/4 in. OD) et d’une pompe péristalﬁque (v =250 mL/min). La ligne était, avant chaqﬁe
échantillonndge, soigneusement rincée a ’acide (HCl 20% HNO; 5%). Une fois encoré
afin d’éviter tout phénomeéne de photoréduction, la lig11e de pompage en Téflon était
gainée de néopréne noir (1/4 ID) et les bouteilles de Téflon de 1L étaient remplies dans

une glaciére et gardées dans des conditions d’obscurité et de fraicheur maximales.
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Afin d’éliminer tout artefact lié & I’ajout, sur la distribution spatiale des concentrations en

profondeur, un profil a été effectué dans le lac de référence du projet, le lac 240.

L4

22




3.5. Expérience d’incubation

Nous avons conduit - des expériences de réduction en incubant des échantilions '
d’eau. Lors des incubations au sein de la colonne d’eau, les bouteilles ont été gardées a la
profondeur d’intérét en utilisant un support en plexiglas (Figure 5) relié a la surface par

une fine corde en polypropyléne. Chaque support pouvait contenir jusqu’a 3 bouteilles.

Figure S : Photos représentant les supports en piexiglas

| Lors des incubations réalisées en surface, les bouteilles ont été placées dans des
bacs en plastique transparents remplis d’eau de lac. Les bouteilles ont été incubées
horizontalement avec le goulot pointant vers le nord comme mentionnée dans (Leifer,
1988). Nous avons pris soin de conserver la température dans les bacs d’incubation aussi
constante que possible .en renouvelant régulicrement 1’eau. Dans tous les cas, soit‘ lorsqu_e‘
. nous incubions des bouteilles pour une période
prédéterminée de plusieurs hcures,. soit dans le
cas - des séries temporellés (une bouteille 4
prélevées chaqué heure), des bouteilles en
Téflon noir remplies de maniére similaire au
traitement d’intérét étaient incubées

- simultanément afin d’obtenir un contrble sans

lumi¢re (Figure 6).

Figure 6 : Photos représentant les bouteilles en Téflon noires et claires
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Lors du prélévement et du transport des bouteilles en fin d’incubation, un grand soin a
été apporté a la conservation de ces bouteilles au noir et au frais juste avant analyse. Dans
tous les cas, les échantillons ont été analysés immédiatement aprés retour au laboratoire,
les délais d’analyse limitant n’étant attribuables qu’au nombre d’échantillon 2 traiter. En
vue d’étudier I’impact de la_ photosynthése sur la production du Hg(0), nous avons
préparé une solution mére de DCMU (C; = 0.01 mol- L") en dissolvant dans une fiole
jaugée de 1L, 1.25 g de DCMU dans 200 mL d’éthanol et 800 mL d’eau ultra-pure (milli-
Q®). Afin d’atteindre une concentration finale de 25 pmol - L™ nous avons ajouté 2.5 mL -

" de la solution mére dans chacun de nos traitements (boute'ille de Téflon de 1L). La
solution de DCMU a été bullée pendant 4 heures avant son utilisation, afin de prévenir

I’ajout accidentel de Hg(0) dans la solution réceptrice (dans notre cas, I’eau de lac)

3.6. Analyse du Mercure Volatil Dissous
Dans le but de collecter le MVD présent dans 1’eau, chaque échantillon (500 mL)

a été soigneusement versé dans un bulleur de 1L en verre ambré et a €té dégazé pendant

~ 20 minutes avec de I’argon ultra pur (UHP 5.0) (cf. Figure 7)

Figure 7 : Photos des bulleurs ambrés. Figure 8 : Photo d'une trappe en fil d'or. '

Nous avons placé une trappe en or, qualifiée de trappe de prévention, juste avant
Parrivée du gaz dans le bulleur afin d’assurer la pureté de l’érgon utilisé. Deux
échantillons étaient bullés simultanément. Il est a noter qu’en plus d’avoir des bulleurs

ambrés, cette séparation de phase se faisait au noir dans la piéce. Ainsi, jusqu’au moment
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de la collecte du MVD sur les trappes en or, I’échantillon n’a pas ét€é expos€ a un
quelconque rayonnement lumineux.

Le MVD était ensuite piégé sur une trappe en or (Figure 7 et 8), qualifiée de
trappe d’échantillonnage. (Brooks Rand Ltd, Seattle, U.S.A. / préparées au laboratoire).
Cette trappe en or était ensuite connectée  la ligne analytique et désorbée par pyrolyse a
une température de 500°C pour les trappes en fil d’or et 2 300°C pour les trappes en sable
d’or. Le produit de cette premiére désorption était ensuite collecté sur une seconde trappe
‘en or, qualifiée de trappe analytique. Cette trappe était aussi désorbée et le MVD,
majoritairement Hg(0), libéré puis quantifié. Cette technique de double amalgamation
permet d’obtenir un signal plus fin et de limiter les interférences dues par exemple a un
trop grand degré d’humidité dans la trappe. Le flux d’argon utilisé dans la ligne
analytique a été fixé a 70 _mi.min‘l. Le MVD a ét¢ quantifié par spectrométrie atomique
- de fluorescence a vapeur froide (SAFVF) grice & un Tekran™ (modéle 2500). La limite
de détéctionvde ce systéme d’analyse a été établit a 0.0045 pM ou 0.9 pg/L, correspondant
a 3 fois ’écart type de 10 échantillons naturels de trés faibles concentrations. Le 202I\/_IVD

collecté sur des trappes en or a été analysé par ICP-MS.

3.7. Analyse et identification du phytoplancton

Les analyses et I’identification du phytoplancton ont été réalisé par D.L. Findlay
de Freshwater Institute, Péches et Océans Canada, situ¢ a Winnipeg. Les prélévements
ont été soit réalisés a I’aide de bouteilles munies de bouchon a fermeture & distance afin
de prélever les échantillons & la profondeur voulue, soit a I’aide d’une pompe
péristaltique. La méthode est décrite dans Findlay, et al. (2001). Les cellules ont été
comptées et identifiées par la méme personne. Les techniques de Utermohl comme
modifi¢ par Nauwerck (Nauwerck 1963), et DAPI (Pomroy, 1984) ont été utiiisées afin
de, respectivement, connaitre le .biovovlume algale, et mettre en éﬁdence et compter les
cellules. Les comptes cellulaires ont été convertis en poids humide de biomasse en
approximant le volume cellulaire. L’estimation de ce volume cellulaire s’est fait pour
chaque espéce en utilisant jusqu’a 50 cellules de cette espécé et en éppliquant la formule
- mathématique décrivant le mieux la forme de la cellule. (Rott, 1981, Vollenweider 1968).

- La gravité spécifique pour la masse cellulaire a été fix¢ a 1.
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Aprés prélévement, les échantillons ont ét€ préservés grace a I’ajout de lugol. Les
échantillons sont ensuite titrés avec du thiosulfate de sodium afin d’éliminer le lugol des
échantillons puis teints en utilisant du 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAPL, Pomeroy,

1984) puis analysés en utilisant la microscopie a épifluorescence.

3.8. Analyse du mer-A

Les analyses et ’identification des séquences génétiques ont été réalisées par T.
Barkay, (Rutgers University, NJ). Les échantillons d’eau ont ét¢ filtrés au travers de
filtres-cartouches de 0.22 pm. (Sterivex-GS; Millipore Corp., Bedford, Mass.) immergés
dans un bain de glace. Aprés que les filtres aient été vidés de tout liquide, ils ont été
conservés sur de la glace séche ou 8 —70C jusqu’a extraction. Les échantillons traités dans
le cadre dev cette étude ont €té filtrés sur le terrain et envoyés pour analyse au laboratoire.
Les cellules collectées sur les filtres ont été détruites, leur ARN purifié et sa concentration
déterminée a I’aide de la polymerase chain reaction (PCR). Cette méthode est basée sur
" ’amplification d’un géne cible en utilisant des sondes ADN (« DNA primers ») et de
I’ADN polymérase. L’ARN est d’abord converti en ADNc (ADN 6yclique) grice a une
- ADN polymérase ARN dépendante (ou transcriptase inverse), puis le géne cible situé sur
cet ADNc nouvellement formé est amplifié en utilisant l]a PCR.

" Tout d’abord les génes codant pour I’ARN ribosomal 16s (ARNr 16s) ont été
amplifiés puisqu’ils sont les plus communs. Cette premiére étape permet de savoir si la
méthode fonctionne et si effectivement de PARN bactérien est présent fans les
échantillons. La seconde étape consiste a amplifier un gene trés commun, codant pour la ‘
glutamine synthétase (glnA). Cette étape permet de savoir si de I’ARN messager (ARNm)
est réellement présent dans I’échantillon. Cette étape est cruciale car ’ARNm est
beaucoup moins stable que I’ARN ribosomal (ARNr) et une perte est toujours possible.

Si et seulement si glnA est trouvé dans I’échantillon, la quantification du mer-A
débute. Lbrsque du mer-A est trouvé en utilisant uné PCR qualitative, un protocol basé
sur une PCR quantitative est conduit. Cette derniére étape nous permet alors de savoir |

combien de transcripts merA sont effectivement présents dans 1’extrait original d’ARN.
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4, Distribution Spatiale des concentrations en Mercure

Volatil Dissous (MVD)

4.1. Phénoméne régissant la production de MVD en surface

41.1. Photoproductlon de MVD 2a la surface du lac 658, et dans la zone

humlde

Afin de confirmer Iinfluence du rayonnement solaire sur la producﬁon de
Mercure Volatil Dissous, nous avons incubé de I’eau de surface du lac 658 dans des
bouteilles en Téflon claires, permettant le passage de la lumicre (97.5 % du rayonnement
incident, Amyot et al 1994) et noires, mettant les échantillons a 1’abris de toutes
radiations solaires. Cette section présente les résultats des incubations réalisées dans le lac

‘et-dans la zone humide attenante au lac 658.

a). Calcul du taux de réduction v
Les taux de réduction, caractérisés par une cinétique de premier ordre peuvent étre
calculés grice a l’equatlon suivante :
d[Hg")/dt = -k[HgP] (1 "
- Apres intégration, nous obtenons :
a) Ln[HgP]=Ln[HgP]o-
avec
b) Ln[HgP] = [HgPlo-(MVD}
ou [HgPly est la concentration initiale de Hg photoréductible définie lorsque les

concentrations en MVD atteignent un plateau (d[Hg")/dt = 0),
[HgP] est la concentration de Hg photoréductible au temps t, définie par la différence
 entre la concentration initiale en Hg photoréductible ([HgP]o) et la concentration en

 Mercure Volatil Dissous au temps t, [MVD];,. (Figure 9)
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[MVD]
ou
[HgP]

Figure 9: Représentation schémétique des termes utilisés lors du calcul des taux de réduction _

b). Calcul du taux de photoproduction

Contrairement au taux de réduction qui nous donne_une information cinétique, i.e.
sur la vitesse a laquelle une réaction peut se produire, le taux de photoproduction ho‘ué
donne une idée de la capacité photoproductrice d’un milieu. Bien que les deuxksoit tres
fortement 1ié, le taux de photoproduction est parfois plus aisé 3 interpréter. - |

Le calcul des taux de production est calculé comme indiqué ci-apres,
[MVDJprod = ([MVD], - [MVD]s)/t )

ol .

[MVD];rq est le taux de photoproduction (fmol-L+h™),

[MVD], est la concentration en MVD dans les bouteilles transparentes (fM),
[MVD] est la concentration en MVD dans les bouteilles noires (fM). .
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Figure 10: Séries temporelles des concentrations en MVD dans F'eau de surface du lac 658 (A, le

08/08/01 incubation mixte mélange eau du 658/eau du winnange 50/50 et B, le 28/09/01, eau du lac 658
seule). Séries temporelles des concentrations en MVD dans F'eau de surface de fa zone humide (C, zone
ouverte, et D zone couverte, végétation trés dense, le 0708/01). E, incubation réalisée dans le lac 658, le 25
mai 2001. Dans tous les cas, les points blancs représentent les incubations réalisées dans les bouteilles en
Téflon claires et les points noirs représentent les bouteilles noires. Le point gris correspond a un blanc de
terrain. Ce point représente la valeur donnée par une bouteille de Téflon remplie d’eau milliQ, apportée sur
le terrain, ouverte et manipulée comrhe les échantillons puis analysée. Elle représente la contamination
potentielle apportée par le transport, la manipulation et le stockage des échantillons. La ligne droite continue
représente bpe régression non linéaire de la forme [y = yo + ain(x-xo)] appliquée sur les données.

Tableau 6 : Synfhése des taux de production de MVD dans I'eau de surface et dans la zone

humide du lac 658 ainsi que quelques données trouvées dans la littérature. Les incubations ont
été réalisées entre 10 :00 et 14 :00 h. La valeur de PAR représente une moyenne des données

obtenues toutes les 10 minutes.

Description Taux de Taux de réduction 'PAR
| photoproductiqn (h) (WE/m?/sec?)
(fMh’")

Lac 658 (25/05/01) surface 275 2 .
Lac 658 (28/09/01) 193 . 044 +0.09 1083.3 £ 60
Mélange 50/50 Winnange/L.658 \ 249 062+012  1466.6:71
(08/08/01) ;
Zone humide ouverte | , 87 '0.92+0.17 1483.3 £ 98
(07/08/01)
Zone hufnide couverte _ _ 113 } 0.93+0.03  1483.3198
(07/08/01)

- Lac tempéré (Ranger Lake) | Aot : 182 - .
(Amyot et al. 1994) Septembre : 77
Lac arctique (North Lake) - Juiliet : 314 2 396 - -
(Amyot et al. 1997) | |
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Dans tous les cas, les échantillons incubés dans les bouteilles claires ont vu leurs
concentrations- en MVD augmenter et tendre vers un plateau, en fonction du temps
d’exposition 2 la lumiére, contrairement au traitement dans lequel I’eau était incubée dans
des bouteillés noires (Figure 10). La diminution des taux de réduction et de
photoproduction entre mai et septembre (respectivement de 2h" 3044 +0.09 b et de
275 fMeh! 3 193 fM+h") est vraisemblablement le reflet d’une diminution de I’intensité
de lumineuse. Ces données sont comparables a ce que ’on peut retrouver dans la
littérature. Cépendant les valeurs de PAR pour le mois de mai ne sont pas disponibles ce
qui ne nous permet pas de conclure sur le role de la lumiére d’une maniére quantitative.
Cdmfne des études antérieures ont put le montrer (Amyot, et al. 1994, Amyot, et al.
1997) pour d’autres environnements, la génération de MVD en surface (dans le cas du lac

658 et de sa zone humide) est de nature photochimique.
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4.1.2. Atténuation du phénoméne de photoproduction avec la pi'ofondeur.

Afin de savoir si la photoréduction du mercure n’était un phénomene observé que
dans les premiers centimétres sous la surface, nous avons conduit une expérience

. d’incubation en surface (20 cm) et 4 1 métre de profondeur avec de I’eau prélevée a 1

meétre.

3,00
2,75 O Incubation en surface

@ Incubation a 1m o
2,50 ~ ® - Contrdle noir

2,25 -
2,00 4
1,75 4
1,50
1,25 J;
1,00
0,75

0,50 . — —
0 1 2 3 4

[MVD] (pM)

i@

Temps d'incubation (h)
Figure 11: Incubation d'eau prélevée a 1 métre de profondeur et incubée en surface ou a 1
métre de profondéur.

Tableau 7 : Taux de photoproduction de MVD dans des échantillons incubés, soit e surface

(20 cm) soit a 1 metre de profondeur.

surface (20 cm) | 0,43 -

Les concentrations et les taux de photoproduction en MVD sont plus faibles
lorsque les échantillons sont incubés & 1 métre de profondeur (Figure 11 et Tableau 7),
comparativement & ceux incubé€s sous la surface (I’eau €tant de méme qualité dans les

deux cas puisque prélevée 3 1 métre).
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Figure 12: Evolution de Firradiance entre la surface et 1 métre de profondeur, L.658, Juin 2001.

Il est possible de comparer d’une maniére quantitative les données de MVD et
I’intensité du rayonnement lumineux. Pour ce faire, on effectue le ratio entre les quantités
d’énergie présehtent aux deux profondeurs d’incubation que I’on compare avec le ratio

des taux de photoproduction a ces deux profondeurs.

Tableau 8: Comparaison quantitative de la baisse de lintensité lumineuse (irradiance) vs la

diminution de photoproduction.

20 cm sous la surface 2.89451E-05 043

0.21 021

Les ratios sont similaires, passant de 0.21 pour la lumiére a 0.27 pour la

photoproduction. '(Tableau 8). La baisse de photoproduction de MVD avec la profondeur
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est fortement liée a la diminution de la quantité de lumiére. Dans la zone compﬁse entre 0
et 1 m la lumiére est donc le paramétre majeur conduisant & la formation de MVD. La.
diminution de la luﬁliére avec la profondeur suit uhe décroissance logarithmique, comme _
nous I’indique la loi de Beer. Une simple extrapolation nous permet de dire que 1’on
retrouvera a4 3 m de profondeur, moins de 1% de I’énergie lumineuse présente en surface.
Sur le terrain, les mesures prises sur une base bimensuelle nous indique qu’effectivement,

le 1% de I’énergie lumineuse fluctue entre 4 et 5 m de profondeur pour le Lac 658 (M.
Lyng, commun. pers.).
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4.2. Production de Mercure Volatil Dissous a I’'interface métalimnion
/ hypolimnion |
Cette partie présente les résultats de deux saisons d’échantillonnage (de mai a octobre

2001, puis de juin & aoGt 2002).

4.2.1. Saison d’échantillonnage 2001

Comme nous I’avons vu précédemment, la production de MVD dans le premier
meétre de la colonne d’eau est majorita-il;ement dirigée par le phénoméne de
photoréduction dépendant de l’intensitév lumineuse peénétrant au sein de cette méme
colonne d’eau. Afin de savoir si d’autres zones de production pouvaient exister au sein du
lac 658, nous avons conduit plusieurs profils en profondeur.

Afin d’appréhender I’évolution du 'proﬁl en profondeur en fonction du temps, 4
profils ont été effectués au cours des mois de juin, aoiit, septembre et octobre (Figure 13).
On peut discerner au mois d’aofit (Figure 13 B) trois zones au sein desquelles la
production de MVD semble irhportante. Tout d’abord, La surface, dont nous avons déja
parlé précédemment, ensuite, la limite inférieure du métalimnion, 3 5.5 m de profohdeur
et enfin la zone située juste au-dessus des sédiments, eﬁtre 12 et 13.9 m de profondeur.
Dans le cadre de cette partiec nous nous intéresserons aux phénomenes se produisanf sous
la zone de photoproduction de MVD, i.e. la zone inférieure 2 4 m. |

La production métalimnétique de Mercure Volatil Dissous est maximale i 5.5
metres de profondeur. En aoiit celle ci correspond a4 un pic métalirnnétiqﬁe de
concentration en chlorophylle a (Figure 14 A). Ces pics metalimnétiques de chlorophylle
" a ont déja été observé par Fee dans différents lacs de la région des lacs expérimentaux
" (Fee, 1976). Les concentrations en MVD diminuent tout comme les concentrations en

chlbrophylle a suivant un rythme saisonnier entre aofit (MVD] = 1.27 pmol-L’! (F‘igure
13B)as.s5s métre de profondeur, [Chl a] = 14.52 pgeL (Figure 14 A) et septembre puis
octobre ((MVD] = 0.32 pmolz'L'1 (Figure 13 C et D) 4 5.5 métres de profondeur, [Chl a]
=32 pgeL” (Figure 14 B).VNous observons de plus, une diminution des concentrations
en Mercure Volatil Dissous (de 1.27 pmol-L™ 2 :00 pm & 0.27 pmol-L™ 2 :00 am (Figure

- 13 B), pendant la nuit lorsque I’activité autotrophe des organismes
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Figure 13 : Profils au sein de la colonne d’eau du Lac 658 pour les mois de juin (A), aodt (B),
septembre (C) et octobre (D). Ce dernier profil représente les données isotopiques (*MVD) et

non isotopiques (MVD-tot).
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photosynthétiques est nulle. Cette diminution des concentrations nocturnes peut

cependant €tre la conséquence de trois phénomeénes : '

1. Diminution de la production de MVD a 5.5 métres de profondeur.

2. Augmentation durant la nuit du phénoméne d’oxydation.

3. Diffusion du MVD produit durant le jour de part et d’autre de la zone de production,
le phénomeéne de mélange étant négligeable en raison du gradient trop fort de
température régnant dans cette zone.

Cette zone d’intérét située 2 la limite inférieure de la thermocline est riche en
éléments dissous et particulaires (Figure 14 C) et notamment en matiére organique ayant
~ pour origine la dégradation bactérienne des ‘organismes morts et des débris végétaux
sédimentant a cet endroit en raison du fort gradient de températuré. V

L’obéervation microscopique des cellules phytoplanctoniques responsables de ce
pic de chlorophylle a en aoiit (Figure 14 A) révéle que ces cellules sont en bon état et
x;ivante (Findlay commun. pers.). L’étude du suivi de la biomasse phytoplanctonique du
métalimnion du lac 658 durant les mois de juin, juillet, aofit (Figilre 14 C) et septembre
(Findlay, commun. pers.) montre que les Chrysophycées sont le groupe dominant (jusqu’a
90% de la biomasse totale), notamment les genres Synura et Dinobryon.

Les Chrysophycées sont des algues unicellulaires souvent organisées en colonie
dans-le cas de plusieurs espéces. Certaines possédent la particularité d’étre mixotrophes
(cas de Dinobryon), c’est-a-dire qu’elles peuvent utiliser la maticre or’ganiquq comme
source alternative de carbone. Ceci se fait soit par broutage des bactéries fsoit par.
I"utilisation du carbone organique dissous. De plus, ces algues aiment les environnements
caractérisés par une faible intensité lumineuse et riches en matiére organique (Findlay, et
al. 2001) et sont souvent responsable des blooms métalimnétiques et hypolimnétiques
" (Findlay, et al. 2001). |

La présence de ces algues sous le 1% de ’énergie lumineuse recue en surface et
dans la zone d’accumulation de la theercline, dans notre cas & 5.5 métres de profondeur
est consistante avec leur écologie. Il semble que les concentrations en Mercure Volatil
‘Dissous enregistrées 3 5.5 métres de profondeur, varient en fonction de la présence
(similitude entre les pics de [MVD] et de [Chl a]) et de Pactivité des Chrysophycées
(diminution des [MVD] la nuit, lorsque I’activité photosynthétique des organismes

autotrophes est réduite voire nulle). Cette production de MVD est associée a une baisse
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Figure 14 : Evolution de la concentration en chiorophylle a en fonction de la profondeur entre
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colonne d’eau du lac 658, aolt 2001 (D).
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du Hg total entre 5 et 7 métres (Figure 15 A et B). 1l est possible que la production
biologique de MVD a ces profondeurs cause cette baisse.

- Les isotopes nouvellement ajoutés, sont eux aussi réduits a 5.5 m, comme le
montré la présence de concentrations en *>MVD proches de celles trouvées a la surface
(" MVDs smoct = 0.13 pM et M VDiyeroct = 0.15 pM) (Figure 15 C).

Dans le cadre de notre étude, I’analyse des échantillons collectés en vue de mettre
en évidence la présence de I’opéron mercure codant pour la réductase du mercure ne s’est
pas avérée positive. Le mer-A n’a pu étre identifié ni en surface ni 3 5.5 méttes de
profondeur alors que le seuil d’induction (5‘O'pM) est dépassé. L’absence du mer-A est
cependant & nuancer. Ces résultats signifient soif que le mer-A n’est vraiment pas présent
chez les organismes situés & ces profondeurs, soit que les sondes utilisées dans le
processus de PCR ne sont pas assez spécifiques et ne permettent pas _de détecter les
transcripts issus des organismes de lac 658. Cependant, les sondes employées sont celles
qui sont utilisées d’une maniére réguliére dans le cas des études menées par 1’équipe de T.
Barkay sur les sites contaminés du New-Jersey et semble constituer un bon exemple de ce

que ’on peut retrouver dans I’environnement.
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4.2.2. Saison d’échantillonnage 2002

Au cours de la saison 2002, nous soubaitions confirmer le role du phytoplancton
dans les mécanismes conduisant 4 la production de MVD. Les caractéristiques du Lac 658
étaient cependant différentes de la saison 2001 en raison d’une fonte des glaces trés
tardive. Le premier bloom observé début juillet était situé entre 3.5 métres et 4 meétres de
profondeur. (Findlay, com. pers.). Ces données ont été confortées sur le terrain en
observant directement en piongée, la présence d’une couche trouble d’une trentaine de
centimétres a environ 3.5 métres de profondeur. L’observation microscopique sommaire
des échantillons a révélé qu 11 s’agissait de cellules blologlques L’1dent1ﬁcat10n et
’analyse compléte des échantillons effectuées par D. Findlay a permis de les classifier
comme des Dlnoﬂagelles mixotrophes avec la présence notable de Nanoflagellés de la

~ famille des Chrysophycées du genre Synura. 4

Le premler profil de MVD réalisé le 01/07/02 nous mdlque une production de -

MVD mattendue entre 3 et 4 métres de profondeur (

Figure 16).
[MVDIpM - Température (C)
00 02 04 06 08 10 0 5 10 15 20 25 30
- 1 0 1 1 1 1 _d‘ 3 N
° * 2
21 @ AAA A ¥
$ "

E g o
3 5 6 £
[} [ X hd
2 e 4
S 5 -8+ A
o 2 A
a o 40 A A
' —e— [MVD] jour ) a

242 4 ) y . P A Température (C)

@ - [MVD] nuit 12 ® Intensité lumineuse
-14 - ) -14 T T T T T ¥ 1

0 100 200 300 400 500 600 700
. Intensité lumineuse (uM photon/m?)

Figure 16 : Profils réalisés au sein du Lac 658. 1% juillet 2002. Le point enregistré a 8 métre de
profondeur peut constituer un artefact ou une erreur analytique et n'est pas pris en considération

dans la discussion.
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Les concentrations en MVD dans la zone métalimnétique (0.68 pmol-L™)
atteigneﬁt des valeurs proches de celles observées en surface (0.84 pmolsL™). Ces-
concentrations ne peuvent pas étre le résultat du mélange des couches épilimnétiques et
métalimnétiques en raison du gradient de température trop fort' régnant au sein du
metalimnion. De plus, cette zone est située au niveau du 1% de l’érietgie lumineuse regue
en surface, tous les processus photochimiques sont donc fortement atténués. Ces
concentrations sont donc le résultat d’une production in-situ au sein du métalimnion.

Deux semaineé apres le premier profil, nous avons tenté uﬁe nouvelle fois de connalire la

distribution spatiale du MVD au sein de la colonne d’eau (Figure 17).
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Figure 17: Profil réalisé au sein de la colonne d’eau du lac 658. 17 juillet 2002.

Les concentrations, bien que trés similaires a ce que ’on a pu observer deux
semaines plus t6t pour I’ensemble de la colonne d’eau, sont presque nulles dans la zone

comprise entre 3 et 4.5 métres. La quantification du phytoplancton métalimnétique nous
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révele que la biomasse a décru de plus de 60% entre le 17 juillet et le 15 juillet 2002
(Figure 18). Cette décroissance rapide de la Biomasse nous indique que le bloom de:
Dinoflagellés a été de courte durée. Les concentrations métalimnétiques en MVD suivent
cette décroissance. Le bloom de ‘Dinoﬂagellés, lorsqu’il disparait, semble €tre associé a

une diminution des concentrations en MVD.

Biomasse (mg/L)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400

Profondeur (m)

— 1* juillet 2002
-6 ez 15 juillet 2002

Figure 18 : Evolution des biomasses phytoplanctoniquesiépilimnétiques et métalimnétiques
entre le 1 jumet et le 15 juillet 2002. L. 658. ‘ ‘
» >

Dans le cas des profils réalisés en 2002, la décroissance nocturne n’est pas
signiﬁcativé (Figure 16). Ceci pourrait peut-étre s’expliquer paf la présénce:majoritaire
d’organismes mixotrophes qui ont pu réduire le Hg alors qu’ils opéraient en mode
hétérotrophe. Les conditions du milieu en termes de nutriments, les ont peut étre entrainé
a fonctionner selon ce mode. A-

Afin de mieux caractériser les organismes impliqués dans cette production’ de
~MVD, nous avons conduit une expérience d’incubation a 3.5 métres de profondeur avec
de I’eau prélevée a 3.5 métres. L’eau a été filtrée et/ou additionnée de DCMU, un
inhibiteur du photosystéme II (PSII). Aprés trois jours d’incubation in-situ a35mde
profondeur, la seule augmentation en MVD a été observée dans le traitement non filtré-

(UF) conduisant 4 une augmentation des concentrations de 33% (Tableau 9). Dans le cas
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du traitement filtré, nous n’observons pas de différence significative entre le jour 0 et le
jour 3. Dans les deux cas (UF et F), I’ajout de DCMU, entraine une diminution
significative des concentrations en MVD de I’ordre de 46 % (Tableau 9).

Le phytoplancton aurait potentiellement la capacité de réduire le mercure soit
directement par des mécanismes membranaires ou cytosoliques soit indirectement grice
au rélargage de produits réducteurs, dans tous les cas, ces mécanismes dépeﬁdent de son
métabolisme. Lors de I’ajout de DCMU, nous freinons 1’activité photosynthétique en
stoppant le transport d’électrons du photosystéme II au niveau du site de fixation des
plastoquinones. Dans les traitements avec le DCMU, la diminution des concentrations
(Figure 19) en MVD provient de la consommation du Hg(0) par les réactions
d’oxydation. En I’absence de ’élément réducteur (i.e. le métabolisme du phytoplancton),
I’équilibre d’oxydoréduction du mercure & I’intérieur de nos bouteilles d’incubation a été
rompu et tend alors vers la formation de Hg(II) au détriment du Hg(0). Les concentrations
un peu plus élevées & t = 0 proviennent vraisemblablement de la solution d¢ DCMU
induisant une légére contamination.. Dans le cas du traitement non filtré (UF + DCMU),
la diminution (Figure 19) est le reflet de I’arrét de 1’activité photosynthétique du-
phytoplancton,: permettant aux réactions d’oxydation de devenir majoritaire. Dans le cas
du traitement filtré (F. + DCMU), cette diminution est le reflet de ’enlévement de
1’élément réducteur et/ou de 1’inhibition métabolique d’organismes de taﬂle inférieure 2 1
Mm. Dans les deux cas, soit par inhibition directe du métabolisme, soit par élimination des

- . . - - kb -
organismes par filtration, les concentrations en MVD diminuent en raison de la

prépondérance des réactions d’oxydation.

45




0,5 - 04
N t=0
| z C3t=3j
0,4

03 -
Z 03 2
0,1 - 0.11
0.0 00

UF UFDCMU  FDCMU

Figure 19: Incubation réalisée in-situ, & 3.5 métres de profondeur dans le lac 658,
entre Ie 5 et le 8 aoiit 2002. Les traitements sont repérés a 1’aide des lettres sur I’axe des
abscisses. UF = non filtré, F = filtré & 1um, UFDCMU = non filtré et ajout de DCMU
(25|JM), FDCMU = filtré & 1UM et ajout de DCMU (25uM).

Dans le traitement filiré (F), nous observons, 13 encore, une diminution des
concentrations en MVD (Figure 19) Toutefois, cette diminution (environ 20%) est
différente de celle observée dans le traitement avec DCMU (environ 45%). La filtration &
1 Ym, enléve théoriquement la majorité des colonies phytoplanctoniques. Cependant, 11
n’est pas exclu que certaines cellules de plus petites tailles et non colonialeszaient pu
traverser la barridre créée par le filtre, enrichissant ainsi 1égérement le traitement F avec
des orgainismes capable de photosynthése et donc potentiellement capable de réduire le
Hg, limitant ainsi les réactions d’oxydation. » ”

Bien que I’hypothése de bioreduction soit confirmée grace aux expériences avec
les traitements filtrés et non-filtrés, il est important de garder a Pesprit que th cette
expérience nous n’avons malheureusement pas test¢é I’impact du DCMU sur la
vdlatilisatiqn du DCMU en milieu stérile. L'étude de ’impact du solvant utilisé (¢thanol)
pour préparer la solution de DCMU n’a pas été entreprise. Des expériences

‘complémentaires devront étre conduites dans le futur afin d’établir d’'une maniére plus

~ précise le role de la photosynthése sur la production de Hg(0).
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Tableau 9 : Synthése de I'expérience d'incubation et expression des résultats en terme de

pourcentage d'augmentation (+) ou de diminution (-) des concentrations en MVD.

Site Temps Traitement [MVD] % valeur

_ d’incubation pmolL™ initiale
L.658 0 UF . 0,246 + 0.018
UF + DCMU 0,361+ 0.003
F - 0,18110.013
F + DCMU 0,334 £ 0.034 :
| 3 jours” UF 0,327 + 0.06 +33
| ' UF + DCMU 0,196 + 0.002 46
F ’ 0,146 + 0.027 -19
F + DCMU 0,181 £0.003 46
3 jburs aunoir  UF 0,163
UF + DCMU 0,082
F + DCMU ' 0,153

' ' F 0,096
|
|
|

L’augmentation des concentrations a t=0 dans le cas des traitements avec ajout de DCMU
est vraisemblablement le résultats d’un effet du DCMU. V'Ceci peuf étre le résﬂltat, soit de
I’ajout de réducteurs présents dans la solution, entrainant une 1égére augmentation des
conceﬁtrations en Hg(0) soit une légere contamination en Hg(0) dans la solution elle-

méme, ceci malgré le bullage effectué avant I'utilisation de la solution de DCMU.

P
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4.3. Production de mercure volatil dissous sous un couvert de glace

Les températures en dessous du point de congélation conduisant & la formation
d‘une épaisse couche de glace a la surface des lacs du bouclier constitue une composante
importante du climat canadien. Afin de saisir la distribution des concentrations en MVD
sous la glace nous avons effectué plusieurs profils en profondeur entre le 28 février et le 4
mars 2002. Contrairement & ce & quoi on pouvait s’attendre sous un couvert de glace
Ihiver, la grande majorité du MVD ne se retrouve pas juste sous la surface suite  un -
effet d’accumulation ou « build-up ». Nous distinguons deux zones, au sein de la colonne
d’cau, dans lesquelles les concentrations en MVD sont les plus importantes.
Premiérement, la zone comprise entre la surface et 3 m de profondeur puis la zone
comprise entre 8 et 9 metres (Figure 20). Juste sous la surface, les concentrations en
MVD sont comprises entre 0.035 et 0.15 pmol-L™ et dans la zone comprise entre 8§ et 9
"métres les concentrations se répartissent -entre 0.025 et 0.125 pmol-L. Ces
concentrations représentent environ 10 % des éoncentrations estivales. Dans le reste de la
colonne d’eau les concentrations sont trés faibles et majoritairement inférieure & 0.02

pmolsL™. (limite de détection & 0.0045 pmol - L™).

Mercure Volatile Dissous (pg/L)

—©— 1er Mars 2002
—A— 4 Mars 2002
B 28 fevrier 2002

Profondeur (m)

Figure 20 : Distribution des concentrations en MVD sous un couvert de glace, hiver 2002,
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Figure 21: Distribution des concentrations en DGM et de la biomasse Chrysophytique sous un

couvert de glace (hiver 2002).

‘La Figure 21 montre la distribution des Chrysophycées au sein de la colonne
d’eau. Les populations les plus nombreuses se tiennent sous la surface, (entre 1 et 3

métres de profondeur) et & 9 métres ou la pb.pulation est maximum 3 157 mgem>. Les -

" maxima dans les concentrations en MVD correspondent aux maxima enregistrés dans la

biomasse Chrysophytique sous la surface et a 9 metres de profondeur. Ces résultats sont
représentatifs de la composition hivernale des autres lacs de la Région des Lacs
Expérimentaux, la biomasse atteignant 10% de ce que ’on peut retrouver en été. I est
donc possible que, été comme hiver, les Chrysophycées égissent sur I’état d’oxydation du

Hg.
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4.4. Production de Mercure leatil Dissous au-dessus des sédiments

La troisiéme zone au sein du lac 658, dans laquelle on peut observer une

production de MVD est située juste au-dessus des sédiments.

Mercure Volatile Dissous (pM)
000 025 05 075 100 125 150 175

DPN

Proféndeur (m)
4

—O— MVD total jour
- —@— MVD total nuit
-11 4@- . A Temperature

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Température (C)

Figure 22 : Distribution des concentrations en MVD au sein de la colonne d'eau du lac 658. |

Aot 2001.
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Figure 23 : Distribution des concentrations en MVD dans la partie inférieure de Phypolimnion du
lac 658, septembre 2001. Les points entre 12.6 et 13 m ont été échantillonné a I'aide de la ligne
et pompage et du CIS « Close Interval Sampling ».
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Les concentrations en MVD total au dessus des sédiments atteignent des
concentrations plus élevées que les concentrations enregistrées dans la partie supérieure
de I’hypolimnion (Figure 22 et Figure 23). Les phénoménes photochimiques conduisant

3 la formation de MVD sont dans ce cas exclus en raison de ’absence de lumiére 2 ces

- profondeurs.

L’absence de MVD isotopique est & noter juste au-dessus des sédiments, alors que
le 2*Hg(II) est présent (Figure 15 C) Deux hypothéses pourraient expliquer ceci :
1. Au-dessus des sédiments, les micro-organismes établissent une discrimination entre le
20vzHg(II) et le Hg(Il) en vue de le réduire; peut-étre un processus de transport
membranaire est impliqué. | A
ou
2. La production de MVD se fait majoritairement dans les sédiments. Ces derniers
relarguant le MVD nouvellement produit; L’absence ou la trop faible concentration en
202Hg(II) dans les sédiments (Hintelmann, commun. pers.) pourrait expliquer le fait. que
I’on n’observe pas de 2MVD & cet endroit. o

La production hypolimnétique de MVD peut étre soit d’origine biotique soit
abiotique. La réduction abiotique implique I’intervention de substances humiques et
fulviques. La réduction biotique nécessite I’intervention des micro-organismes. Les
analyses génétiques permettant de mettre en évidence la présence du transcript merA dans
les échantillons prélevés juste au dessus des sédiments se sont avérées surprenantes. Une
réponse a la PCR (Polymérase Chain Reaction) inattendue et consistanté (duplicat, deux
jours différents) a ét¢ obtenu lors de 1’ana1yse génétique des échantillons. Cependant,
aprés séquencage de ’ADN des organismes présents a cette profondeur, la séquence
initialement d’intérét ne présente que trop peu de ressemblance avec un mer-operon pour
étre réellement ilnpliquée. La production de MVD juste au dessus des sédiments est donc
dirigée sdit par les réactions abiotiques, impliquant les substances humiques soit par les
micro-organismes mais selon une voie différente de celle du mer-operon communément
trouvé. De plus, nous propbsons que la production de MVD juste au-dessus des sédiments
nécessite, soit de trés faibles concentrations en oxygene, soit une anoxie compléfe. En
effet, si 1’on compare les concentrations en MVD dans la région inférieure de
’hypolimnion pour les profils réalisés en 2002, debut juillet celles-ci €taient presque

nulles alors que mi-juillet on peut observer qu’elles ont légérement augmenté. Ceci
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coincide avec I’apparition de sulfures en concentrations trés faibles (M. Tate, com. pers.)

. caractéristiques d’un milieu devenant anoxique.

4.5. Conclusion

Il est possible que la réduction du mercure par les - Chrysophycées et les -
Dinoflagellés soit liée au processus de la photosynthése. Jones, ef al. (1987) ont montré
que des enzymes présentent dans le plasmalemne de D. tertiolecta et T. weissflogii
possédaient la capacité de réduire les métaux traces tels le cuivre et le fer. Peut-&tre en
est-il de méme pour le mercure ? Les auteurs proposent que le donneur d’électron soit le
NADPH intra-cellulaire.

Chez les organismes autotrophes, ce pouvoir réducteur, formé durant la
photosynthése est durant le jour consommé par le cycle de Calvin pour fixer le carboné-
-inorganique.' Durant la nuit, la respiration étant le phénomeéne majeur le NADPH est
consomm¢ mais n’est pas régénéré en raison de 1’absence de lumicre.

A la lumiére de ces études et au regard de nos résultats, nous proposons donc que la
génération de MVD, a 5.5 métres de profondeur, soit liée a I’activité du phytoplancton et
- vraiscmblablement a celle des Chrysophycées et des Dinoflagellés. Les concentrations
diminueraient pendant V la nuit en raison du non-renouvellement du NADPH
intracellulaire, et diminueraient selon un rythme saisonnier, en raison de la disparition
dans la zone d’intérét des organismes. De plus, il est bien connu que les blboms de
phytoplancton sont des phénoménes brefs et que les populations disparaissent lorsque les
conditions environnementales ne sont plus propices a leur développement (diminution de
la température, des éléments nulritifs...). Le fait que durant la seconde saison
d’échantillonnage, la diminution nocturne des concentrations en MVD ne soit pas aussi
marquée que durant la saison 2001, peut-€tre attribuée au caractére mixotrophe des
organismes présents. Les facteurs déclenchant les aptitudes mixotrophes des algues sont
mal connus et ne semblent pas reposer sur un mécanisme du type «tout ou rien». Ils
semble plutdt répondre a des régles plus subtiles (Stoecker,1998) basées alternativement

sur P’irradiance, la disponibilité des nutriments, ou encore la disponibilité des proies.
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5. Estimation du flux de Mercure Vvolat'il' Dissous a

- Pinterface air/eau

" 5.1. Introduction

Suivre les concentrations en mercure volatil dissous en surface et sur une période
de plusiéurs mois, va nous permettre d’en calculer 1’évasion. Cette évasion, quantifiée en
terme de flux, représente une part du réservoir de mercure qui ne sera pas méthylé et qui
ne rentrera pas dans les chaines trophiques, » puisque destiné a retourner dans

I’atmosphere.
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'5.2. Evolution saisonniére des concentrations en MVD

5.2.1. Tendances générales durant la saison d’échantillonnage.
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Figure 24 : A, suivi des concentrations en MVD total (natif + isotopique). B, suivi des
concentrations en MVD isotopique (issu du 20:"Hg ajouté). La ligne continue noire représente le
cumul de la quantite de mercure isotopique ajouté. 9 ajouts on été effectué au cours de la saison

entre le 19/06/01 et le 09/10/01.
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Dans la grande majorité des cas, les concentrations en MVD suivent de maniére
fidéle ce & quoi I’on pouvait s’attendre (Figure 24 A et B) :
- D’un point de vue discret, les concentrations en MVD augmentent aprés chaque

ajout (Tableau 10).

Tableau 10 : Evolution des concentrations en MVD-total avant et aprés un ajout.

Ajout | Avant stdev Aprés stdev

1 0.31 0.01 0.40 0.01
2 0.64 0.04 0.75 0.12
3 0.69 0.1 1.31 0,00
4 0.48 0.00 1.20 0.06
6 0.53 - 0.68 0.01
8 0.65 - 1.09 0.16
9 0.34 0.00 0.64 0.07

Note : Les données isotopiques suivent la méme tendance.
- D’un point de vue plus général, les concentrations sont fonction de la quantité de

Hg ajoutée et des conditions environnementales.

1,50 -

1,25

b

1,004

0,75 -

[MVD] pM

juin juillet aoOt sept oct

Figure 25 Evolution des concentrations en MVD-total au cours de la saison 2001. Les données

représentent une moyenne mensuelle des points pris pendant le jour et la nuit. (Voir le texte pour
détails)
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‘ Les concentrations ont augmenté avec la dose de Hg ajoutée jusqu’en aoit (de
0.49 2 1.04 pmol-L™") (Figure 25) puis ont décrues entre aoiit et octobre passant de 1.04 &
0.62 pmolsL™". .Cette diminution peut étre attribuée de maniére non exclusive aux facteurs
suivant:

| 1. Une diminution de la quantit¢ et de la qualité de lumiére,
réduisant le processus de photoréduction. |
2. Un début de mélange du lac (débﬁtant mi-septembre)
permettant aux concentrations épilimnétiques de se trouver
diluées avec de 1’eau provenant des couches plus profondes.
3. Un changement physico-chimique de 1’eau de surface,
impliquant un vieillissement du COD (le temps de

renouvellement de 1’eau étant de 4 ans)

- Les concentrations en 220V D sont plus basses la nuit que le jour (Figure 24B)
La nuit, les concentrations en MVD diminuent en raison de ’arrét de la production
: photdchimique qui ne renouvelle pas le réservoir de MVD en surface, et du processus

d’évasion Aqui permet au MVD présent de quitter la colonne d’eau.

¥

5.2.2. Autres facteurs influencant les concentrations post-ajout.

Les concentrations en MVD au contraire des concentrations en Hg total sont trés
variables (de 0.37 pmolL™ & 1.12 pmol+L"' (Figure 26) et dépendent beaucoup des
conditions environnementales telles les conditions climatiques comme le pfés‘ente le suivi
du 8™ ajout (Figure 26). 1l est difficile de pouvoir expliquer dans 'tous les cas, les
variations dans la distribution des concentrations en MVD. Quelques hypothéses peuvent
cependant expliquer certaines fluctuations; i) 14 solution utilisée lors de 1’ajout contient du
mercure volatil dissous en équilibre avec le mercure divalent isotopique, ce qui a pour
effet d’augmenter les concentrations en MVD juste aprés un ajout, ii) la réduction
intervient dés le lever du soleil et ce, méme & de trés faibles intensités lumineuses ou, iii)

aprés le coucher du soleil, I’eau de surface posséde la capacité de réduire le mercure.
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Figure 26: Distribution temporelle des concentrations en MVD lors des deux demiers ajouts. Les

ajouts sont représentés par desllignes pointillées verticales.

by

" i). La solution contient du 20IZMVD en équilibre avéc le Mg,

Cette premiére hypothése peut étre étayée par la Figure 27 A, B et C. Les
concentrations éugmentent 4 1 métre sous la surface (Figure 27 A et C). La raison pour
laquelle, méme 2 jours aprés ’ajout, les concentrations sont toujours plus élevées a 1
metre de profondeur nous est donnée par les données météorologiques. La journée et la
nuit précédents le second ajout ont été trés peu venteuses'(Vvem< 3mes™), minimisant le
phénoméne d’évasion et de _mélarige de la couche supérieure de 1’épilimnion. 7 jours
aprés un ajout, cette stratification n’existe plus comnie présenté sur la Figure 27 B, les

concentrations sont uniformes dans le premier métre.
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Figure 27 : A, profil dans le premier métre sous la surface des concentrations en MVD. Jour 1

aprés le premier ajout (20/06/01). B, 7 jours aprés le premier ajout, (05/07/01) et C, 2 jours aprés
le second ajout. Dans les trois cas I'échantillonnage s’est dérouté a 5:00 am, avant le lever du

soleil.

ii). Les premiers rayons solaires matinaux peuvent induire la réduction du

mercure | 4

Lorsque les échantillons sont collectés le lendemaiﬁ d’un ajout et juste apres le
lever du soleil, les concentrations sont élevées. Dans les deux cas, le lac a regu une dose
de mercure isotopique la veille. Le lac est alors riche en mercure nouvellement ajouté et
le peu de lumiére disponible semble avoir la capacité d’induire cette réduction (Figure

28). Les concentrations augmentent dés que les premiers rayons du soleil atteignent la

‘ .
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surface du lac, méme lorsque ce dernier n’a pas recu d’isotopes la veille. Ce phénomeéne a
s Y

déja été observé dans d’autres systémes (Amyot et al 2001).

MVD total (pM)
N

—
1

0+ — —
3:00 5:00 7:00  9:00

Time '
Figure 28: Concentrations en Mercure Volatil Dissous Total avant (5:00 am)b et aprés (6:45ém)

le lever du soleil, bassin ouest, L.658, le 26 juin 2001.

iii). Présence de réducteur peu stable produit photochimiquement pendant le -
jour ‘ : . v
1] eét aussi vraisemblable, au regard des cinéﬁqueé de réaction 'obsgrvées
jusqu’aldrs (Amyot, et al. 2000), que les phénoménes' régissant la photoréduction du
mercure passent par des intermédiaires excitables présents dans le milieu. Il est -
envisageable que certains de ces intermédiaires excités par la lumiére solaire pendant le
jour, acquiérent des propriétés réductrices leur permettant de réduire le mercure au noir,
~ ceci pendant un temps bref. Cette hypothése pourrait s’appliquer aux pomts nocturnes
“(MVD-tot) enregistrés les 25/07/01, 08/08/01 et le 14/08/01 (Figure 24 A). Les deux
premiers points ont été collectés moins d’une heure aprés le coucher du soleil et le dernier
plus de 3 heures aprés. Méme trois heures aprés le coucher du soleil les concentrations
sont toujours €levées mais l;absence_ de vent quasi-totale observé ce jdur,_ a pu permettre

au mercure de ne pas quitter la surface par évasion.
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5f3. Calcul des coefficients de transfert de masse.

Afin de calculer les flux de mercure volatil dissous & 1’interface air/eau, trois
méthodes sont couramment utilisées. La premiére utilise le modéle de la double couche.
La seconde est basée sur une mesure in-situ en utilisant les chambres a flux. La troisiéme
implique que tout le MVD produit'est volatilisé vers I’atmosphére; cette approche est
surtout employée dans les modeles prédictifs et souffre de lacunes en ne tenant pas
compté des phénoménes d’oxydation pouvant exister (Lalonde et al. 2001). La méthode
utilisant le modele de la double couche est pratique mais pas nécessairement précise dans -
tous les cas, car basée sur des formules empiriques caractéristiques d’autres composés
chimiques volatils. Il existe deux conditions principales a I’application du mode¢le de la
double couche : | 4
- Le composé d’intérét ne subit aucune réaction chimique au sein de la couche.

- La concentration du composé d’intérét aux limites de l’interféce (eav/interface et
interface/air) doit étre gardée constante afin d’atteindre un étét d’équilibre.

Dans le cadre de cette étude nous supposons que le Mercure Volatil Dissous suit
ces conditions et que I’échantillonnage dans les 5 premiers centimétres sous la surface est
représentatif de ce qui se passe a I’interface. Il est en effet difficile d’obtenir des mesures
précises de MVD juste & I’interface. '

Cette partie présente le détail des calculs effectués afin de d’obtehir le coefficient
de transfert de maése qui nous permettront finalement de quantifier I’évasion globale du

systéme en terme de MVD.

5.3.1. Utilisation de la vitesse du vent.

Le modéle de la double couche a été appliqué afin d’estimer le flux de Mercure Volatil
Dissous au travers de la surface du lac 658. ' |

Le modele est décrit par l’équation suivante :

Fm = Ko (C-CRT/H) : 3

ou

H est la constante de Henry (Pa-m3 emol™),
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C. est la concentration en MVD dans I’air (ng'm™),

@ est la concentration en MVD dans I’eau (ngem™),

Ka est le coefficient global de transfert de masse (meh™),

R est la constante régissant la loi des gaz parfaits (Pasm™smol*K™?), et
T est la température a I'interface air/eau (K) '

K suit I’équation suivante :

1/Ko = 1/Kw + RT/HK, L@

A

ou

K, est le coefficient de transfert de masse dans D’air, et

K, est le coefficient de transfert de masse dans I’eau.

A ‘Comme la constante de Henry pour le mercure élémentaire est élevée (H = 729
, Pasm’smol*K"! (Poissant, et al. 2000), la plus grande résistance se tient dans la couche
liquide. Ko peut donc étre exprimée seulement eﬁ fonction de K. Le transfert de Hg® au
travers de la double couche peut étre corrélé au transfert de CO; au travers de I’interface
air/eau. Cette relation, (Eq 5) a été développée:é l’a_ide d’expériences utilisant les SFg, un -
composé volatil, possédanf une grande résistance (tout comme le mercure) au transfert au

travers de la couche liquide. La relation a ét€ normalisée avec le nombre de Schmidt

approprié pour le CO; et le mercure dans 1’eau. &
Kw = (0.45U10"**)e[Scu(Hg)/Scu(CO2)1"* - ®
ou '

K est le coefficient de transfert de masse au travers de la couche liquide. (cmeh™),
Uy est la vitesse du vent a 10 métres (mes™),

Scw(Hg) est le nombre de Schmidt relié au mercure dans ’eau, et

Scw(CO2) estle nombre de Schmidt reli¢ au CO; dans I’eau.

Le nombre de Schmidt et la constante de Henry mentionnée plus haut, dépendent de la
température de 1’eau a P’interface. Les formules permettant de les calculer sont décrites

dans (Poissant, et al. 2000).
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Grace 2 une station météorologique flottante basée au milieu du bassin Ouest du lac 658,

nous possédions tous les parameétres nécessaires a ces calculs.
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Figure 29: Distribution dﬁ coefficient de transfert de masse (K,) et de la vitesse du vent au
cours de la saison d'échantillonnage. Chaque point représente une jouméeApen‘dant laquelle des
* échantillons de MVD ont été collecté afin de conduire les analyses isotopiques

Le coefficient de transfert de masse est hautement variable (de 0.2 4 4.5 cm+h™)
(Figure 29) et fortement dépendant de la vitesse du vent (Figure 30). La ligne pointillée
(Figure 29) représente la valeur moyenne des coefficients de-transfert intégrant toutes les
données de la saison. Cette valeur (K n,.;yen = 1.8 cmeh™) est proche de la moyenne
habituellement utilisée lorsque la vitesse du vent est ‘en moyenne proche de 3mes’
((Amyot, et al. 1997)). Une valeur de K proche de 2 semble donc representatlve en
moyenne, de ce qui se passe dans le Lac- 658. Cependant, les valeprs?; de MVD étant

soumises a de grandes variations

5
journaliéres, on se rend compte au regard de
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»

la Figure 29, qu’effectuer les calculs en vue
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Figure 30 Corrélation entre le coefficient de transfert de masse et la vitesse du vent.
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5.3.2. Utilisation des SFg

Une autre méthode in siti permettant de comparer les coefficients de transfert dé
‘masse est I’ajout dans le systéme de SF¢. Ce compose inerte et volatil permet d’obtenir
~ une valeur intégrée du coefficient de transfert de masse. Cette méthode a été utilisée
durant deux périodes. Le tableau ci-aprés rend compte des résultats. Cette étude a été
réalisée par C. Matthews (University of Alberta). Le détail des calculs est présenté '
dans :(Matthews, ef al. 2002). '

Table 1 : Valeurs des coefficients de transfert de masse obtenus aprés 'ajout des SF6 dans le

lac 658.

20au22 a0t 2001  2.55

Table 2 : Valeurs moyennes des coefficients de transfert de masse pour les mois d'aoit et

_septembre 2001. Les nombres entre parenthéses représentent le coefficient de variation de la

valeur calculée (CV = SD/moyenne).

Aot 2,06 (+-0.59)

Comme nous ’avons vu précédemment, le coefficient de transfert de masse est
trés variable d’une journée a ’autre. Cependant les valeurs obtenues 4 ’aide de I’ajout de
SFs et celles obtenues avec la formule empirique et la vitesse du vent sont du méme ordre
de grandeur. Malheureusement I’ajout de SF¢ ne s’étant pas fait sur toute la période

d’échantillonnage, la comparaison des données de flux obtenues avec chacune de ces

valeurs s’avére impossible.




5.4. Calcul des flux

5.4.1. Utilisation du modéle de 1a double couche

Afin de calculer le flux de MVD nous avons utilisé une formule 1égérement

modifiée du modele de la double couche, comme décrit dans (Amyot et al. 1997).

F = -Kwe(CaeH™ — Cy)+10 (6)

ou

F est le flux de MVD vers le lac (-) ou vers I’atmosphére (+) (pmolem™2eh™"),

K,, est le coefficient de transfert de masse dans I’eau (cmeh™),

C, est la concentration en MVD dans I’air (supposée égale a 0.0075 pmoleL™") (Lindberg,
commun. pers.),

Cy est la concentration de MVD dans I’eau (pmoleL™), et

H est la constante de Henry dépendante de la température, sans dimension, calculée

d’aprés Sanemassa (1985).

Nos concentrations étant exprimées en pmoleL™, le facteur 10 présent dans
1’équation 6 permet d’obtenir le flux en pmolsm™h™ 4 partir du coefficient de transfert de
masse exprimé en cmeh’. Afin de pouvoir comparer nos résultats aux études
précédemment réalisées, les flux ont ensuite été convertis en ngem>h".

K étant exprimé en cm-h™' et les concentrations en DGM étant exprimées en pmol - L,
un facteur 10 apparait lors du calcul de flux suivant le développement suivant :

F=k* DGM

F=cm-h'* pmoloL'l

F=102m-h™ * pmol - 10’ m™.

F=10- pmol-m™-h"
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Les flux de 22MVD et de MVD total durant la saison d’échanﬁllonnage suivent le
méme patron et sont fortement influencé par le coefficient de transfert de masse et la
- vitesse du vent. Nous avons pu observer des variations de 0.1 a 3.8 ngem+h pour le flux
isotopique (moyenne de 1.03 ng'm'z-h'l) (Figure 31) et de 0.3 ngem>h™ 3 7.6 ngem*h’!
pour le flux total (moyenne de 2.6 ng-m'2°h.'1)‘ (Figure 31). Le MVD total est la somme
du MVD issu du mercure isotopique et du MVD issu du mercure natif, déja présent dans
le systéme. Le coefficient de corrélation (r = 0.88 p<0.0001) nous indique que le flux de
202MVD celui de total sont fortement corrélés (Figure 32). Le fait que ce coefficient de
corrélation ne soit pas égal a 1, peut indiquer une différence dans le comportement du
MVD issu du mercure isotopique vis-a-vis du MVD natif. 1l est important de garder a
‘Tesprit que cette variabilité peut étre d’ordre analytique. En effet les techniques d’analyse
des isotopes de Hg a des concentrations ultra-trace étant novatrices, des imprécisions dans
les résultats peuvent apparaitre. Nous tenterons d’apporter des éléments de réponse a ceci

dans la partie «comportement du mercure isotopique vs du mercure natif ».

67




5.4.2. Utilisation des chambres 3 flux

Les expériences visant 3 calculer le flux de mercure isotopique et non isotopique
en provenance du lac en utilisant la méthode des chambres 3. flux ont été réalisées par
Southworth et Lindberg (Oak Ridge National Laboratory, USA). Les résultats présentés
ici (Figure 33) représentent une synthése mensuelle des données obtenues lors de leur
campagne d’échantillonnage. Les valeurs totales se répartissent entre 0.8 et 2 ngem>+h’!
pour le mois de juin et entre 4.2 et 6.2 ng'm>h" pour le mois d’aofit. Les valeurs
isotopiques sont quant a elles comprises entre 0.1 et 0.3 ng-m'z'h'1 en juin et entre 0.8 ét 2

ngem >h™! en aofit.

7 -
6] W Fluxde 202pvD
- B8 Flux de MVD natif
“_ 5. [ Fluxde MVD total
= ,
IE |
o 4-
£
c 3 -
@
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™
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Figure 33: Synthése menéuellg des calculs de flux de MVD isotopique, natif et total par FORNL

en utilisant des chambres a flux (Données de S. Lindberg et G. Southworth).

Les valeurs obtenues a ’aide des chambres a flux et celles basées sur la formule
empirique et I’utilisation du modéle donnent des données intégrées comparables (Figure
34). Cette comparaison possible est certainement liée a I'utilisation - dans la formule

décrivant le coefficient de transfert de masse de paramétres (température de 1’eau et
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vitesse du vent) caréctéristiqucs des conditions précises d’échantillonnage. Ceci nous
permet d’obtenir des données plus fines et pius proches de la réalité que I'utilisation de

valeurs moyennes.

8 - I Chambres a flux
B flux calculé suivant le modéle

Flux (ng.m2.h™"
I

June juillet Aug Sep Oct

Figure 34 : Comparaison des flux obtenus avec les chambres & flux et ceux obtenus en utilisant

le modéle de la double couche & partir des concentrations en MVD.
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5.5. Calcul de ’évasion globale

Ces résultats présentent 1’évasion du MVD isotopique issu du 2°2Hg et du MVD total dans
le cadre du systéme représenté par le L.658.

Table 3 : Synthése des flux de MVD isotopique et non isotopique a la surface du lac 658. Ces
résultats représentent uné moyenne horaire  des valeurs observées durant toute la saison
d'échantillonnagé. NB les valeurs sont-données avec leurs écarts types. Aucun des fiux calculés
n'a été négatif. (flux négatif = flux de 'atmosphére vers le lac). .

Flux (ngem**h™)
22MVD 1,03+ 1.11
MYVD total 2.61+2.24

a) Flux durant la période d’echantlllonnage

Le flux de 292\MVD durant la période d’échantillonnage (20 semaines soit 140 jours) est
de : 3.5 pgem’. . -
Le flux de MVD total durant la période d’échantillonnage est de : 9 pg°in'2.

b) flux annuel :-

Le flux annuel, basé sur une période pendant laquelle les lacs ne sont pas couverts de
glace (7 mois soit 214 jours) est de 5.3 Hgem’ Zeoan™ pour le 202MVD, et de 13% pgem’
Zean™ pour le MVD total.

~¢) Ratio évasion/ajout :

La chargé de mercure isotopigue entre juin et octobre 2001 a été de 19.6 Pgem™. Environ
18% du mercure ajouté a été perdﬁ vers I’atmosphere par évasion durant cette période.
' Sur une base annuelle, cette perte représente 27% de 1’apport initial. Ceci est en accord

- avec les valeurs retrouvées dans la littérature (V. andal ef al. 1991, Fitzgerald et al. 1994) .
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5.6. Comportement du Hg natif vs *Hg

Ajout aprés ajout, le réservoir de mercure isotopique possiblement photoréductible
augmente. La proportion de mercure isotopique dans le réservoir de mercure total devrait
logiquement augmenter, elle aussi. Dans un systtme ne dépendant que des ajouts
isotopiques en terme d’entrée de mercure, la quantité de mercure isotopique devrait donc

tendre ultimement vers celle en mercure natif et le ratio isotopique/natif devrait

augmenter.
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Charge théorique de Hg ajouté au lac
(mg)

Figure 35 : Evolution du ratio *MVD/MVD ambiant en fonction de la quantité de mercure
ajoutée. Les points blancs représentent des données ne suivant pas I'augmentation du ratio en

fonction des ajouts.

Certains ratios, représentés par les points blancs, ne suivent pas cette augmentation.
IIs sont soit trop élevé pour I’ajout 3, soit trop bas pour les ajouts 7 et 9 et sont
certainement le reflet de la variabilité & trés court terme des processué impliqués dans les

phénomeénes de réduction et d’évasion du mercure dans I’eau de surface. Peut-étre ces
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variations sont-elles liées & des phénomeénes de mélange ou de dilution causés par des
périodes trés venteuses ou des fortes pluies. Peut-étre traduisent-elles un comportement
particulier du mercure isotopique vis-a-vis du mercure natif. Se pose alors la question de
la pertinence de cet isotope dans un but de représentativitt des dépositions
atmosphériques. Le mercure isotopique est peut-étre plus facilement réductible que le
mercure natif et dans un état de spéciation tel (avant ou aprés réduction) qu’il pourrait
favoriser sa subséquénte évasion, appauvrissant la surfécé en Mercure Volatil Dissous
isdtopique et provoquant des ratios particulierement élevés (cas de I’ajout 3). Le suivi de
ces ratios, au-dela du mois d‘octobre aurait pu s’avérer trés riche en information. Peut-
étre aurions-nous observé une diminution de consistante de ce ratio en raison du
vieillissement de‘ la matiére organique naturelle photoréactive présente en surface. Peut-
étre aurions-nous observé une diminution consistante de cette valeur avec une importance
grandissante du phénoméne de mélange automnal des lacs (octobre, novembre et
décembre). Ce mélange pourrait avoir comme effet de diminuer la proportion du mercure
isotopique dans le réservoir total de mercure photoréductible en raison d’un
accroissement du volume de 1'épilimnion entrainant une dilution de ces concentrations

isotopiques.

vy
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6. Conclusion

Grace a l’étude de 1’écosysteme représenté par le Lac 658, plusieurs points

peuvent €tre mis en évidence en étroite relation avec la production de MVD.

En surface, les phénoménes de photoréduction dirigent majoritairement la

production de mercure volatil dissous. Cette génération de MVD permet au mercure de

quitter le systéme grace au phénomeéne d’évasion diminuant ainsi le réservoir de mercure

potentiellement «méthylable». Ainsi, sur une base annuelle, environ 27% du mercure

nouvellement déposé (représenté par les isotopes) retourne vers 1’atmosphére. Toutefois,

les mécanismes discrets de cette photoproduction sont encore méconnus. Plusieurs

questions restent encore en suspend :

1.

Le mercure isotopique a-t-il le méme comportement que le mercure natif ? La
différence comportementale observée provient-elle seulement d’un état de spéciation
différent du mercure isotopique lors de son ajout ou observe-t-on le résultat d’un
fractionnement isotopique ?

Comment se comporte le MVD a I’interface air/eau ? Le modéle de la double couche
utilisé est-il fideéle aux mécanismes conduisant a I’évasion du mercure volatil
dissous ? Un effort en vue de développer une méthode d’échantillonnage permettant
d’obtenir un gradient (de 1 ‘ordre du millimetre) des concentrations en MVD juste
sous la surface est nécessaire a une meilleure compréhension des phénoménes
dirigeant 1’évasion.

Quelle est le role de la biologie dans la réduction de surface ? Les études menées
jusqu’a présent n’ont pas permis de mettre en évidence la bioréduction a la surface.
Cela est-il en relation avec la nature des agents biologiques responsable de la
réduction ? La bioréduction contribue-t-elle a I’évasion du mercure ?

Quel est le role exact de la matieére organique naturelle (MON) dans les réactions de
photoréduction ?

De quelle nature est la MON impliquée dans les réactions de réduction ? Est-elle de
nature allochtone, apportée par le bassin versant ou autochtone, étant intimement liée

a la production primaire ?
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Au-dela des phénomenes de surface (Figure 36. 1), nous avons pu déterminer, dans le cas
du systeme représenté par le lac 658, deux autres types de réactions pouvant conduire a la
production de MVD. A la limite métalimnion / hypolimnion cette réduction n’est pas
dirigée directement par la lumiére, en raison d’une intensité lumineuse trop faible, mais
semble en étroite relation avec 'activité des organismes phytoplanctoniques présents

(Figure 36. 2).

P H 2+
ﬁi ? Hg®

DOC photochimiquement
active co, &

et/ou @
\
gdif Substances humiques RCOO"( RCOOH
A et/ou
Y Chrysophycées / Dinoflagellés CO;

@ Bactéries

Epilimnion
Y
A

Métalimnion

Hypolimnion

Figure 36 : Représentation schématique synthétisant les zones de production de MVD au
sein de la colonne d’eau d'un lac ainsi que les principaux paramétres gouvernant cette
production. les numéros encerclés en rouge, font référence aux numéros entre parentheses dans

le texte.
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Juste au-dessus des sédiments, les micro-organismes hétérotrophes et/ou les réactions

abiotiques semblent étre impliquées en milieu déficient en oxygeéne (Figure 36. 3).

Ces résultats suggerent donc plus généralement que :

1. Laréduction du mercure en profondeur est un processus d’importance, ceci au regard
des concentrations obtenues (1,23 pmol-L" a 5.5 métres vs 1.56 pmol-L" en
surface).

2. Les organismes phytoplanctoniques, puissent &tre des acteurs majeurs, été comme
hiver, dans les processus de réduction du mercure et constituent la premiére preuve de
cette activité en milieu naturel lentique.

3. L’activité réductrice des organismes phytoplanctoniques soit liée a leur caractere

| mixotrophe.

4. Dans la région hypolimnétique, si les réactions de méthylation et de réduction peuvent
étre considérées comme antagonistes car étant en compétition pour le méme substrat
(1.e. le Hg(Il) associé aux différents ligands présent dans le milieu), il est alors
envisageable, que la réduction en profondeur ralentisse la méthylation.

Plusieurs hypothéses peuvent étre émises quant a la voie qu’utilise le phytoplancton en

vue de reéduire le Hg.

1. La membrane de ces organismes posséde des propriétés oxydoréductrices, soit par le
biais d’enzymes (Figure 37), soit par I’intermédiaire de groupements réducteurs,
présents sur la membrane.

2. La réduction du Hg passe par I’excrétion, par les organismes phytoplanctoniques, de
composés réducteurs issus de leur métabolisme.

3. Une séquence génétique similaire au mer-operon trouvée chez les organismes
procaryotes est peut-€tre présente chez le phytoplancton eukaryote, permettant de
réduire le mercure grace a la synthése d’un complexe enzymatique similaire a la

réductase du mercure, déja connue.
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Figure 37: Schéma permettant d’expliquer le possible rdle de la membrane du phytoplancton

dans les processus dirigeant la réduction du Hg.

Aussi, peut-étre le lien entre phytoplancton et réduction est-il moins direct ? La
réduction du mercure est peut-étre associée aux communautés bacteriennes, dont peuvent
se nourrir les organismes ayant la capacité de fonctionner en mixotrophie. Dans ce cas les
blooms de phytoplanctons mixotrophes, peuvent étre des «traceurs» permettant de

localiser les zones de réduction au sein de la colonne d’eau.

Des études plus poussées sont nécessaires afin de mieux caractériser les mécanismes
d’oxydoréduction du mercure au sein de la colonne d’eau et les voies permettant d’y
arriver sont multiples :

D’un point de vue géochimique, la réduction du Hg en profondeur, en changeant son état
d’oxydation, modifie ses propriétés de liaison avec les ligands présents ou sa capacité

d’association aux particules, influengant ainsi son cycle au sein de la colonne d’eau.
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¢ La connaissance de la spéciation du Hg(0) au sein de la colonne d’eau est
indispensable afin de connaitre son devenir. Peut-€tre ce mercure est-il trés lentement
re-oxydable, ou encore dans certaines conditions, trés vite re-transform¢é en Hg(II) ?
D’un point de vue écotoxicologique, la réduction du mercure en profondeur, permetirait
de minimiser ou de ralentir les mécanismes de méthylation, en immobilisant le Hg(Il)
sous la forme Hg(0) — sous réserve que le mercure élémentaire n’ait pas la possibilité
d’étre méthylé. '
¢ Des teéts simulant la production de CHs-Hg pourraient étre accompagnés de tests
permettant de qﬁantiﬁer la réduction afin de savoir si cette réduction a un impact sur
les taux nets de méthylation. ‘
D’un point de vue ecologzque le fait que des organismes rmxotrophes puissent avoir un
lien avec les mécanismes de réduction du Hg, permettrait de savoir si ces orgamsmes
caractéristiques des blooms métalimnétiques et hypolimnétiques, sont métaboliquement
actifs et ne constituent pas seulement une biomasse «morte » localisée dans les zones de
plus grande densité d’un lac. Ceci passera par I’étude de la productioh de Hg(0) en milieu
controlé :
. eﬁ ‘maitrisant la mixotrophie des organismes dans des incubateurs simulant les
paramétres physico-chimiques (nutriments, T, O, pH, luminosité...) du métalimnion.
¢ en testant différentes combinaisons de ligands, organiques ou inorganiques, afin de

connaitre I’état de spéciation sous lequel le Hg est réductible.
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