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Article abstract

This laboratory study aimed to compare the biological impact of hexavalent
chromium (Cr (VI)) present in chromium-containing treated cement and in
chromium-free treated cement, by considering two trophic levels: the
indigenous bacteria and macrofauna represented by the clam Ruditapes
decussatus.

In both types of microcosms, one containing only seawater and the other
containing seawater and sediment, European clams Ruditapes decussatus were
introduced at a density of 20 individuals per aquarium. Four types of
aquariums were used: control (T), contaminated with non-dechromated
cement (0.16 mg-L'1 of Cr (VI)), contaminated with dechromated cement

(0.05 mg-L'1 of Cr (VI)), and one contaminated with potassium dichromate
(0.16 mg-L‘1 of Cr (VI)). Two replicates were performed for each type of
microcosm. The Cr (VI) content of the water was determined with a
colorimetric assay at the beginning of the experiment and after 96 h. The
quantification of heterotrophic bacteria was performed by the Most Probable
Number method.

About 80% of the Cr (VI) present in the sediment-water aquarium was trapped
in the sediment. Cement, non-dechromated and dechromated, caused 100%
clam mortality after three days. However, only 40% clam mortality was
observed in aquariums contaminated with K Cr,O.. A decrease in total
bacterial load was observed in the sediment for all treatments.

We conclude that the presence of sediment in the aquariums led to a reduction
of the Cr (VI) concentration in the overlying water, and that despite the
chromium removal treatment effected on one of the cements, both types of
cement had a negative impact on clams and indigenous bacteria, the impact
being stronger for chromium-containing treated cement.
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ETUDE EXPERIMENTALE DE CEVOLUTION EN MICROCOSME
DU CHROME (VI) DANS LEAU DE MER ET DE SES EFFETS
SUR LA MACROFAUNE ET LES BACTERIES INDIGENES DE LA
LAGUNE DE BIZERTE (TUNISIE)

Excperimentation on chromium (V'1): Evolution in sea water and impact on a clam and indigenous bacteria of Bizerte Lagoon (Tunisia)
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RESUME

La présente étude vise & comparer au laboratoire I'impact
biologique du chrome hexavalent (Cr (VI)) présent dans le
ciment non déchromé, et celui du chrome présent dans le
ciment déchromé en considérant deux échelons trophiques de
la lagune de Bizerte : les bactéries indigénes et la macrofaune
représentée par la palourde Ruditapes decussatus.

Dans deux types de microcosmes, I'un contenant de I'eau
de mer seulement et l'autre contenant de I'eau de mer et du
sédiment, la palourde européenne Ruditapes decussatus a été
introduite a raison de 20 individus par aquarium. Quatre types
d’aquarium ont été mis en place : un témoin (T), un aquarium
contaminé par du ciment non déchromé (0,16 mgeL"’ de
Cr (VI)), un contaminé par du ciment déchromé (0,05 mgeL"
de Cr (VI)) et un contaminé par le dichromate de potassium
(0,16 mgeL" de Cr (VI)). Deux replicats ont été réalisés pour
chaque type de microcosme.

La concentration du Cr (VI) dans 'eau a été mesurée
par un dosage colorimétrique au début et aprés 96 heures
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d’expérimentation. La  quantification  des  bactéries

hétérotrophes a été évaluée par la méthode du Nombre le Plus

Probable.

Environ 80 % de la quantité du Cr (VI) présente dans le
milieu ont été piégés dansles sédiments. Les ciments déchromés
et non déchromés ont provoqué 100 % de mortalité chez les
palourdes au bout de trois jours. Cependant, il n’a été observé
que 40 % de mortalité dans le microcosme contaminé par le
K.Cr,0.. Une diminution de la charge bactérienne totale a été
observée au niveau des sédiments pour tous les traitements.

On peut dire que la présence du sédiment a entrainé la
diminution de la teneur du Cr (VI) dans I'eau et que malgré
le déchromage du ciment, les deux types de ciment présentent
un effet négatif sur les palourdes et les bactéries indigenes qui
est plus marqué pour le ciment non déchromé.

Mots clés : Chrome hexavalent, macrofaune, bactéries
indigénes, ciment déchromé, ciment non déchromé.
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ABSTRACT

This laboratory study aimed to compare the biological
impact of hexavalent chromium (Cr (VI)) present in
chromium-containing treated cement and in chromium-
free treated cement, by considering two trophic levels: the
indigenous bacteria and macrofauna represented by the clam
Ruditapes decussatus.

In both types of microcosms, one containing only seawater
and the other containing seawater and sediment, European
clams Ruditapes decussatus were introduced at a density of
20 individuals per aquarium. Four types of aquariums were
used: control (T), contaminated with non-dechromated cement
(0.16 mgeL" of Cr (VI)), contaminated with dechromated
cement (0.05 mgeL" of Cr (VI)), and one contaminated with
potassium dichromate (0.16 mgeL" of Cr (VI)). Two replicates
were performed for each type of microcosm. The Cr (VI)
content of the water was determined with a colorimetric
assay at the beginning of the experiment and after 96 h. The
quantification of heterotrophic bacteria was performed by the
Most Probable Number method.

About 80% of the Cr (VI) present in the sediment-
water aquarium was trapped in the sediment. Cement, non-
dechromated and dechromated, caused 100% clam mortality
after three days. However, only 40% clam mortality was
observed in aquariums contaminated with K,Cr,O.. A decrease
in total bacterial load was observed in the sediment for all
treatments.

We conclude that the presence of sediment in the aquariums
led to a reduction of the Cr (VI) concentration in the overlying
water, and that despite the chromium removal treatment
effected on one of the cements, both types of cement had a
negative impact on clams and indigenous bacteria, the impact
being stronger for chromium-containing treated cement.

Keywords: Hexavalent chromium, macrofauna, indigenous
bacteria, dechromated cement, non-dechromated cement.

1. INTRODUCTION

Le développement industriel et l'urbanisation sont
en croissance presque exponentielle dans le nord-est de la
Tunisie (BARRO, 2010). Cette derniere a permis des progres
considérables pour I'humanité mais a aussi engendré de
nombreuses conséquences néfastes pour I'environnement
et pour 'Homme (BARRO, 2010). Certains problemes
notamment de lindustrie

environnementaux relévent

cimentiére, étroitement lide a l'activité du secteur de la
construction. Le ciment est essentiellement un mélange
obtenu apres cuisson de 80 % de calcaire et de 20 % d’argile
(GUILLON, 2004). Sous 'effet de la chaleur, ses constituants,
principalement des composés de silicate d’aluminium et
d’oxyde de fer, se combinent a la chaux provenant du calcaire
pour donner des silicates et des aluminates de calcium (Silicate
tricalcique (C,S) de 50 % a 70 %; Silicate dicalcique (C,S)
de 15 % a 30 %; Aluminate tricalcique (C3A) de 5 % a
15 % et Aluminoferritetétracalcique (C,AF) de 5 % a 15 %)
(GUILLON, 2004). En outre, le ciment contient divers
composés métalliques (Mercure, Baryum, Chrome, Arsenic,
Nickel, Cuivre, Argent, Cadmium, Plomb, Sélénium, Zinc,
Potassium, etc. (COMMISSION EUROPEENNE, 2010).

Le chrome qui figure parmi les métaux les plus toxiques
engendre des réactions allergiques par contacts prolongés
et répétés avec la peau, apres adjonction d’eau (OPPBTDR,
1990). Le chrome hexavalent, la forme la plus problématique,
est trés toxique et trés soluble dans I'eau (MAKDISI, 1992).
Cette solubilité lui confére une grande mobilité dans les
écosystemes si bien qu'une pollution au chrome (VI), d’abord
tres localisée, peut ensuite intéresser une zone beaucoup
plus vaste (AFRI-MEHENNAOUI ez 4l., 2009). Le chrome
hexavalent, présent dans le ciment a faible concentration, est
un allergeéne trés puissant qui déclenche I'apparition d’eczémas,
d’asthme et de rhinites (INERIS, 2005), et de plus il peut, dans
eau, étre mutageéne et cancérigene. La directive européenne
2003/53/CE a exigé que le ciment commercialisé sur le marché
européen ait des teneurs en Chrome (VI) inférieures 2 2 ppm
(0,0002 %) (COMMISSION EUROPEENNE, 2003). En
milieu aquatique, les organismes inférieurs sont plus sensibles
que les poissons. De plus, le chrome hexavalent, toxique
pour la faune aquatique d'eau douce a une concentration
relativement élevée (inhibition de croissance du phytoplancton
d’eau douce vers 10 pgeL?), est peu toxique dans l'eau salée
(CHIFFOLEAU, 2001). Si certaines études comme celles de
GUILLON (2004), LOOTENS (2004) et MOUDILOU
(2000) se sont intéressé aux caractéristiques physico-
chimiques et mécaniques du ciment, d’autres comme celles
de DESJARDIN (2002), JOUANY et al (1982), etc. ont
évalué I'impact du chrome (VI), seul, sur I'environnement.
Cependant, aucune d’entre elles n'a déterminé I'impact du
chrome (VI) présent dans le ciment sur 'environnement.
Lobjectif de la présente étude est de comparer au laboratoire
I'impact biologique des substances contenues (globalement)
dans deux ciments différents : le ciment non déchromé et le
ciment déchromé, plus ou moins dilués, jusqu'a obtention
de suspensions contenant en solution des concentrations de
chrome (VI) de 0,16 mgeL! pour le ciment non déchromé
et de 0,05 mgeL! pour le ciment déchromé, en considérant
deux échelons trophiques de la lagune de Bizerte : les bactéries
indigénes et la macrofaune.
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Présentation de l'espéce

Lespéce macrobenthique retenue est la  palourde
européenne Ruditapes decussatus. Cet excellent bioindicateur de
la pollution marine (CHOUBA ez 4l., 2008) a déja été uilisé
avec la moule pour évaluer I'état de contamination du littoral
tunisien et notamment celui de la lagune de Bizerte (DELLALI
etal., 2001).

2.2 Echantillonnage

Trois stations d’échantillonnage localisées prés du rivage ont
été choisies. La collecte de I'espéce macrobenthique Ruditapes
decussatus et le prélevement du sédiment ont été réalisés dans la
lagune de Bizerte (nord-est de la Tunisie); exactement au niveau
de la station Faroua, une station relativement propre (DELLALI
et al., 2001) située a I'Ouest (Figure 1), pour le premier et au

B Faroua

niveau de la station Echaira, une station chimiquement propre
(BEN SAID ez al., 2010a) localisée au Nord-Ouest, pour le
second. Cependant, le préléevement des échantillons d’eau de
mer a été réalisé au niveau de la Méditerranée a la station La
Grotte, loin de toute contamination industrielle (Figure 1).

La collecte d’échantillons d’eaux et de sédiments a été
réalisée d’une facon stérile (OMS, 1995). Les sédiments ont
été extraits a l'aide de carottiers en plexiglas de 10 cm de
section (LOUATT ez 4l., 2012) introduits a une profondeur de
10 cm, tamisés sur place sur un tamis de 63 pm pour enlever les
grosses particules puis transférés dans des boites préalablement
stérilisées. Alors que pour 'eau, le prélevement a été réalisé par
plongées autonomes dans des bidons stériles. Dés le retour au
laboratoire, le sédiment a été manuellement homogénéisé avec
une large spatule et réparti dans des boites stériles et conservé
a 4° C avant d’étre utilisé pour le remplissage des différents
microcosmes. Les échantillons d’eaux ont été filtrés 2 0,20 pm
puis stérilisés pendant 20 min a 121 °C et 1 bar puis conservés
aussi a 4° C.

N

I

Mer méditerranéenne

3%E La Grotte

Echaara

Lagune de Bizerte

Figure 1. Localisation des stations d’échantillonnage dans la lagune de Bizerte et au
niveau de la Méditerranée a proximité de la ville de Bizerte (prés du rivage).
Location of sampling stations in the Bizerte lagoon and in the Mediterranean
Sea near the town of Bizerte (not far from the shore).
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2.3 Installation des microcosmes « aquariums »

Pour atteindre les objectifs de cette étude, on a mis en place
deux types de microcosmes, 'un contenant seulement de I'eau
de mer et lautre contenant de 'eau de mer et du sédiment.
Lutilisation de ces deux types de microcosmes doit permettre
de suivre le devenir du chrome et de mettre en évidence le réle

réducteur du sédiment (FENDORE, 1995).

2.3.1 Définition d’un microcosme

Un microcosme est un systeme artificiel clos de laboratoire,
constitué des composantes abiotiques de I'écosysteme simulé
et de plusieurs especes représentatives de différents niveaux
trophiques, le plus souvent sous conditions environnementales

contrdlées (TRIFFAULT-BOUCHET et MARTEL, 2005).

2.3.2 Microcosmes utilisés

Dans des microcosmes couverts [30 cm x 40 cm]
préalablement stérilisés, contenant un volume final de 6 litres
d’eau de mer filtrée (0,2 pm) et stérilisée, avec ou sans ajout de
sédiment (3 L/1 kg), U'espece Ruditapes decussatus a été introduite
a raison de 20 palourdes (3,5 + 0,4 cm) par microcosme.

Pour chaque type de microcosme (contenant seulement
de 'eau de mer et contenant de I'eau de mer et du sédiment)
quatre types d’aquariums ont été mis en place : le premier est un
témoin (T) sans aucun polluant ajouté, le second est contaminé
par du ciment non déchromé (0,16 mgeL! de Cr (VI)), le
troisi¢me est contaminé par du ciment déchromé (0,05 mgeL"!
de Cr (VI)) et le quatrieme est contaminé seulement par du
dichromate de potassium, K,Cr,O_, servant de témoin positif
de la contamination par le chrome (0,16 mgeL" de Cr (VI))

(Tableau 1). Deux replicats ont été considérés pour chaque
type de microcosme (Figure 2).

2.4 Contamination de la colonne d'eau

2.4.1 Types 1 et 2 : contamination par le ciment (déchromé ou non
déchromé)

Les concentrations en chrome (VI) des deux types de ciment
étudiées dans la présente étude éraient imposées par la quantité
de ciment soluble dans le volume d’eau de mer utilisé pour
la préparation de la solution mére (NF EN 196-10, 2009) :
Pour chaque type de ciment (déchromé et non déchromé) un
mélange ciment/eau (2/3 / 1/3) préalablement homogénéisé
avec un malaxeur a4 deux vitesses (NF EN 196-10, 2009),
a été filtré sous vide, le filtrat obtenu constitue la solution
mere. Cette solution a été utilisée pour la contamination de
la colonne d’eau de mer des aquariums a raison de 1/5 V/V.
Apres homogénéisation du volume total (6 litres), un volume
de 5 mL a été prélevé pour déterminer la concentration en

chrome (VI) dans chaque aquarium (NF EN 196-10, 2009).

2.4.2 Type 3 : contamination avec le dichromate de potassium

Une solution de 0,16 mgeL" de Cr (VI) a été préparée
a partir du dichromate de potassium en poudre. Ce test est
considéré comme un témoin positif de la contamination par le
chrome hexavalent.

Lexpérimentation a été réalisée a température ambiante
et en utilisant la lumiére du jour. Au démarrage de la

manipulation, une goutte de phytoplancton (Liquizelle),

Tableau 1.  Tests et types de microcosmes utilisés.
Table 1. Tests and types of microcosms.
) ] Types de microcosmes Teneur en Cr (VI)
Code Identification 4
Eau Eau et sédiment en mgeL
. Eau propre et sédiment
T Témoin Eau propre prop -
naturel
Cnd Contaminé Contaminé par le ciment non déchromé 0,16
K2Cr207 Témoin positif Contaminé par le dichromate de potassium 0,16
Cd Contaminé Contaminé par le ciment déchromé 0,05
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Contaminant 1

Filtre |

Eaude mer filtrée

.AAALLLAAjPahu--da

Eaude mer filtrée

Sediment

Palourdes

Ciment déchromeé

Agquarium témoin

(0,05 mgsL de Cr (VI))

Contaminant 2 Contaminant 3

S |

Ciment non déchromeé
(0,16 mgeL de Cr (VI))

Dichromate de potassinum
(0,16 mgeL ! de Cr (V)

Figure 2. Schémas des deux types de microcosmes étudiés. A : Microcosmes « E » contenant seulement de 'eau de mer; B : Microcosmes « ES »

contenant de 'eau de mer et du sédiment.

Diagrams of two types of studied microcosms. A: Microcosms «E» containing only seawater; B: Microcosms «ES» containing seawater

and sediment.

servant comme nourriture pour les palourdes, a été ajoutée
dans chaque aquarium.

2.5 Dosage du Chrome (V1) dans ['eau

Les teneurs en chrome (V1) des solutions ont été déterminées
par un dosage colorimétrique grace a un spectrophotometre
(Jenway 6300) en utilisant le diphénylcarbohydrazide 2
540 nm de longueur d’onde (NF EN 196-10, 2009). La limite
de détection de cette méthode était de 0,10 mgeL"! (CEAEQ,
2008).

2.6 Détermination du pourcentage de mortalité chez les palourdes

Un suivi journalier (trois jours seulement a cause de
I'obtention de 100 % de mortalité dans quelques aquariums)
de la mortalité a été réalisé; les individus morts ont été éliminés
au fur et 2 mesure.

2.7 Quantification des bactéries indigénes totales

La quantification des bactéries indigénes totales dans le
sédiment a été faite par la méthode NPP (Nombre le Plus

Probable) a trois tubes (HEIKE ez al, 2009). De chaque
microcosme, 1 g de sédiment a été prélevé en utilisant du
matériel stérilisé et dans des conditions stériles (en présence
de flamme), puis dilué et mis en suspension dans 9 mL d’eau
physiologique (0,9 % de chlorure de sodium) stérile. Apres
homogénéisation au vortex, des dilutions décimales successives
ont été préparées. 1 mL de chacune des dilutions 102, 10 et
10* a été inoculé dans 9 mL d’un milieu de culture déshydraté
utilisé pour la culture des bactéries hétérotrophes marines
« Marine 2216 — Bouillon » préalablement stérilisé et réparti
dans trois tubes a essai pour chaque dilution. Apres 48 h
d’incubation a 30 °C, la charge bactérienne a été déterminée
selon la table de Mac Grady (CUQ, 2008).

2.8 Analyses statistiques

Les comparaisons entre moyennes ont été réalisées avec le
logiciel Statistica 8.0. Chomogénéité des variances a été testée
a l'aide du test "Cochran C, Hartley, Bartlett". La comparaison
des moyennes a été effectuée avec ’Anova a un seul facteur et
I’Anova a deux facteurs. Une fois qu'une différence significative
a été détectée avec ’Anova, un test Post-hoc "Tukey HSD" a été
appliqué. La différence significative a été considérée a p<0,05.
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3. RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1 Devenir du chrome hexavalent présent dans les deux types
de ciment : ciment déchromé et ciment non déchromé et son
impact sur Ruditapes decussarus

On observe sur la figure 3 que la teneur en Cr (VI) dans
les microcosmes de type E contenant seulement de I'eau de
mer varie peu en fonction du temps : La teneur en Cr (VI)
a diminué d’environ 18 % dans les aquariums contaminés
par le ciment déchromé et d’environ 6 % dans les aquariums
contaminés par le ciment non déchromé. Lutilisation du test
Anova 2 deux facteurs : type de contamination (T, Cnd, Cd;
ddl = 2) et temps d’expérimentation (0 h, 96 h ; ddl = 1) ne
montre pas une différence temporelle significative de la teneur
en Cr (VI) dans 'eau pour un méme type de contamination

(ddl = 2; F = 0,717; p = 0,525).

Par contre, la teneur en Cr (VI) adiminué considérablement,
au cours de I'expérimentation, dans les microcosmes de type ES

contenant I'eau de mer plus du sédiment; elle a diminué
d’environ 66 % dans les aquariums contaminés par le ciment
déchromé et d’environ 90 % dans les aquariums contaminés
par le ciment non déchromé. Lutilisation du test Anova a
deux facteurs : type de contamination (T, Cnd, Cd; ddl = 2)
et temps d’expérimentation (0 h, 96 h; ddl = 1), montre une
diminution temporelle hautement significative de la teneur
en Cr (VI) dans 'eau pour un méme type de contamination
(ddl = 2; F = 451,958; p< 0,001).

D’aprés la figure 4, la mortalité des palourdes dans les
microcosmes ES a atteint 100 %, apres seulement 72 h
d’expérimentation, dans les deux types d’aquariums contaminés
par le ciment. Par contre, dans les microcosmes E contenant
seulement de l'eau, elle est de 40 % dans les aquariums
contaminés par le ciment non déchromés et de 5 % seulement
dans les aquariums contaminés par le ciment déchromés. Les
résultats du test statistique Anova a deux facteurs : type de
contamination (T, Cnd, Cd; ddl = 2) et types de microcosmes E
et ES (ddl = 1) montrent une différence hautement significative

96h {Eau)

E0h {Eau + sédiments) ®9%h (Eau + seédiments)

= 0h (E au)
0,18 -
= 0,16 -
=1 0,14 -
o
E 0,12 -
g 0.1 -
E 0,08 -
e 006 -
&
= 0,04 -
0,02 - -
0 1 T B
Témaoin

Ciment déchromé

Ciment non
déchrome

Figure 3. Variation temporelle de la teneur en Cr (VI), libéré par les deux types de ciment, dans
la colonne d’eau de deux types de microcosmes différents « E » (contenant seulement
de ’eau de mer) et « ES » (contenant aussi du sédiment) (Moyenne + Ecarts—types)
au début de 'expérience puis aprés 96 h.

Temporal variation in the content of Cr (VI), released by both types of cement in the
water column of two different types of microcosms «E» (containing only seawater)
and «ES» (also containing sediment) (Mean + SD) at the beginning and after 96 h.
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®Eau
110 -
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90 -
80 -
70 -
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10 -

Meortalité en %

20 -
10 -

Fhk

T

i

'Eau + sediments

HER

Témoin

Ciment déchromé

Ciment non déchromeé

Figure 4. Comparaison de la mortalité des palourdes apres 72 h d’expérimentation dans les deux
types de microcosmes « E » et « ES » (Moyenne # Ecarts-types).
Comparison of clam mortalities after 72 h of experimentation in both types of

microcosms «E» and «ES» (mean + SD).

de la mortalité en fonction de ces deux parametres (ddl = 2;

F = 49,857; p< 0,001).

Au cours des expérimentations, on a observé une
diminution considérable de la teneur de I'’eau en chrome (VI)
dans les microcosmes ES, par comparaison avec la teneur en
chrome des microcosmes E sans sédiment. Cette diminution
importante de la teneur en Cr (VI) peut étre due a la
sédimentation du métal, ou a une adsorption des ions Cr (VI)
sur des particules du sédiment, puis a la réduction de ce
dernier en Cr (III) (DESJARDIN, 2002). Cette réduction peut
avoir lieu en présence de fer ferreux (Fe (II)), et de matieres
organiques (DESJARDIN, 2002). En effet, le fer (II) semble
étre le plus important des réducteurs possibles du Cr (VI) dans
I'environnement (DESJARDIN, 2002).

Les études menées sur la réduction du Cr (VI) par le Fe (1)
en solution ont montré que, outre les concentrations respectives
des deux especes (Cr (VI) et Fe (II)), le pH et la température
influencaient la vitesse de réaction. Les pH pour lesquels on
observe des cinétiques de réaction les plus rapides sont proches
de la neutralité, compris entre 6 et 8 selon BUERGE et
HUG (1997) et SEDLAK et CHAN (1997). Lélévation de la
température permet, aussi, d’augmenter la vitesse de réaction

(PETTINE et al. (1998), SEDLAK et CHAN (1997)).

Les mati¢res organiques naturelles (acides humiques ou
fulviques) contenues dans les sols sont également susceptibles

de réduire le chrome (VI) (ALLOWAY (1995), BARTLETT
et KIMBLE (1976), JAMES et BARTLETT (1983)). Grace
a leur pouvoir chélateur et leur propriété d’oxydoréduction,
les mati¢res humiques du sol ou d’un sédiment constituent en
effet un systéme actif d’oxydoréduction donc, le cas échéant,
d’épuration vis-a-vis du chrome (VI).

Les acides fulviques sont de meilleurs réducteurs que les
acides humiques parce qu’ils sont moins sensibles a I'inhibition
par le Cr (III) (PALMER et WITTBRODT, 1991). Il semble
que la vitesse de réduction du Cr (VI) par les acides fulviques et
humiques soit modifiée par la présence de Fe (III). En fait, en
présence de Fe (III), deux phénomenes pourraient se produire :
le premier serait la réduction plus rapide du Fe (III) en Fe (I)
par les acides humiques. Puis le Fe (II) ainsi formé qui réduirait
le Cr (VI). Le second phénomene, toujours selon PALMER
et WITTBRODT (1991), serait la formation du complexe
FeCrO,* qui, notamment a la surface des substances humiques,
permettrait la réduction du chrome (VI).

Malgré la diminution de la teneur en Cr (VI) dans la
colonne d’eau, dans les microcosmes eau-sédiment, la mortalité
des individus a été maximale (100 %) au bout de 72 h. Ceci
pourrait sexpliquer par la bioaccumulation, par voie directe
(bioconcentration), du métal dans les tissus du mollusque
suite a une désorption des éléments métalliques fixés sur les
particules inertes ou vivantes en suspension dans l'eau et qui,
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filerées par les palourdes, leur servent de nourriture (AMIARD
et al., 1991).

3.2 Devenir du chrome hexavalent présent dans deux types de
ciment et dans le dichromate de potassium et impact de ce
chrome sur le Bivalve Ruditapes decussatus

La figure 5 montre une diminution considérable de la teneur
en Cr (VI) en fonction du temps dans les microcosmes ES
contenant de I'eau et du sédiment; elle est d’environ 66 % dans
les aquariums contaminés par le ciment déchromé, d’environ
95 % dans les aquariums contaminés par K,Cr,O, et d’environ
90 % dans les aquariums contaminés par le ciment non
déchromé. Lutilisation du test Anova a deux facteurs : type de
contamination (T, Cnd, K.Cr,0,, Cd; ddl = 3) et temps (0 h,
96 h; ddl = 1) montre une diminution temporelle hautement
significative de la teneur en Cr (VI) dans I'eau pour un méme

type de contamination (ddl = 3; F = 560,996; p< 0,001).

Au contraire, la teneur en chrome varie peu dans les
microcosmes contenant seulement de 'eau de mer; elle est
d’environ 18 % dans les aquariums contaminés par le ciment
déchromé, d’environ 3 % dans les aquariums contaminés
par K,Cr,O, et d’environ 6 % dans les aquariums contenant
le ciment non déchromé. Lutilisation du test Anova a deux

type de contamination (T, Cnd, KzCrZO7, Cd;

facteurs

= Oh (E au)

ddl=3) et temps (0 h, 96 h; ddl = 1) ne montre pas une variation
temporelle significative pour un méme type de contamination

(ddl = 3; F = 0,793; p= 0,531).

Dans les microcosmes ES, le pourcentage de mortalité est
de 15 %, apres 72 h d’expérimentation, dans les aquariums
contaminés par K, Cr,O, et atteint 100 % dans les aquariums
contaminés par les deux types de ciment (Figure 6). Dans les
microcosmes E, elle est seulement de 5 % dans les aquariums
contaminés par le dichromate et dans ceux contaminés par le
ciment déchromé et de 40 % dans les aquariums contaminés
par le ciment non déchromé.

On note aussi que le pourcentage de mortalité dans les
microcosmes ES est significativement plus élevé que celui qui
sobserve dans les microcosmes E (Figure 6). Les résultats du
test statistique Anova a deux facteurs : type de contamination
(T, Cnd, K,Cr,O,, Cd; ddl = 3) et types de microcosmes E
et ES (ddl = 1) montrent une différence hautement
significative de la mortalité en fonction de ces deux paramétres

(ddl = 3; F = 42,057; p< 0,001).

Le taux de mortalité dans les microcosmes contaminés par
le ciment a toujours été au moins égal (dans les aquariums E
avec le ciment « déchromé »), ou trés supérieur (dans les
aquariums ES, quel que soit le ciment utilisé), au taux de
mortalité observé dansles microcosmes contaminés uniquement

= 96h {Eau)

=0h (Eau + sédiments] ®96h (Eau + sediments)

0,18 -
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0,14 -
0,12

0,08 -
0,06 -
0,04 - F
0,02 -

(CR(VI)) en mgeL™

HEE

Témoin

Ciment
déchromeé

*hk

Hohdr

Ciment non
déchromeé

K:Cr.O;

Figure 5. Variation temporelle de la teneur en Cr (VI) dans la colonne d’eau de deux
types de microcosmes différents (Eau et Eau + sédiments) pour trois types de
contaminations (ciment non déchromé, ciment déchromé et le dichromate de
potassium) (Moyenne + Ecarts-types).

Temporal variation in the Cr (VI) content of the water column of two
different types of microcosms (water and water + sediment) for three types of
contamination (non-dechromated cement, dechromated cement and potassium

dichromate) (mean + D).
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par le dichromate de potassium. La figure 7 montre une tres
faible mortalité des palourdes dans les aquariums contaminés
par le ciment déchromé qui ne dépasse pas les 5 %, tout au
long de l'expérimentation, dans les microcosmes E et une
toxicité relativement aigué du ciment non déchromé (elle passe
de 10 %, apres 24 h d’expérimentation, a 35 %, aprés 48 h
d’expérimentation). Cette figure montre aussi une toxicité
aigué des deux types de ciment en présence de sédiment
(microcosmes ES); la mortalité atteint les 85 % dans les
aquariums contaminés par le ciment déchromé et 67,5 % dans
les aquariums contaminés par le ciment non déchromé, apres
seulement 48 h d’expérimentation et les 100 % dans les deux
types de contaminants apres 72 h d’expérimentation. Cela nous
conduit a supposer que le ciment pourrait contenir d’autres
éléments toxiques, amenés a se déposer et a s'accumuler dans
le sédiment, dont l'association aurait un effet plus toxique que
la seule présence du chrome hexavalent. On met donc ainsi en
évidence d’autres effets toxiques que ceux du chrome lui-méme.
Il s'agit entre autres d’éléments tels que du cuivre, du nickel,
du plomb, du vanadium ou encore du zinc (MOUDILOU,
2000). D’ailleurs, ces cinq éléments font partie des dix métaux
considérés comme les plus préoccupants pour l‘environnement
et les plus toxiques pour les écosystemes aquatiques (ISLAM et
TANAKA, 2004). Ces dix métaux sont, par ordre décroissant
de toxicité : mercure, cadmium, argent, nickel, sélénium,
plomb, cuivre, chrome, arsenic et zinc. Le cuivre et le zinc,
par exemple, sont indispensables au métabolisme des étres
vivants, en participant au déroulement de nombreux processus

biologiques. Ils peuvent aussi devenir particuliérement
toxiques lorsque leur concentration dans l‘environnement
dépasse un certain seuil (ROESIJADI, 1992). Le zinc ne
constitue pas un des contaminants les plus dangereux, bien
qu'il entraine, a des concentrations élevées, un certain nombre
de disfonctionnements notamment au niveau de la croissance

et de la reproduction (PAUL-PONT, 2010).

Cette différence qui ne peut pas étre attribuée au chrome
lui-méme présent dans I'eau provient probablement d’autres
substances toxiques apportées par le ciment ou peut-étre aussi
d’une fixation du chrome par les palourdes plus importante la
ot elles absorbent des particules fines en suspension, provenant
par exemple du ciment méme filtré au départ (particules
pouvant avoir adsorbé du chrome a leur surface), mais particules
évidemment absentes dans 'aquarium pollué au dichromate.

La toxicité de nombreux ions métalliques (ou semi-
métalliques comme 'arsenic) ne fait pas de doute, chez 'animal
comme chez 'Homme. Cependant, son évaluation précise
et la fixation de normes indiquant des valeurs seuil 3 ne pas
dépasser dans les milieux aquatiques (pour la conservation de
la biodiversité), ou dans 'eau potable (pour protéger la santé
de 'Homme), sont encore bien empiriques et mériteraient
certainement d’étre précisées. Par exemple un certain nombre
de métaux tels que le plomb, le nickel ou le cuivre sont depuis
longtemps, entre autres, considérés comme potentiellement
toxiques et leur concentration maximale acceptable dans I'eau
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Figure 7. Evolution de la mortalité des palourdes dans les aquariums contaminés par le ciment non
déchromé et déchromé en fonction du temps dans les deux types de microcosmes « E » et « ES »

(Moyenne * Ecarts-types).

Evolution of clam mortalities in aquariums contaminated with non-dechromated and dechromated
cement as a function of time in both types of microcosms «E» and «ES» (mean + SD).

serait de 50 pgeL"! selon les normes francaises et européennes,
mais cette valeur vient d’étre ramenée pour le plomb 2
25 pgeL! dans les normes européennes, et il a été décidé quielle
serait fixée 4 10 pgeL!, donc encore abaissée, des 2013. Le seuil
considéré comme « tolérable » a défaut d’étre « acceptable » est
donc divisé par 2 puis finalement par 5. Ce n'est qu'un exemple
qui montre la fragilité de nos évaluations de la toxicité relative
de ces différents métaux, évaluations qui risquent souvent
d’étre revues a la baisse.

I se trouve que tres souvent la toxicité des divers éléments a
été évaluée en les considérants seuls, alors que les effets toxiques
(aigus ou chroniques) d’un élément peuvent apparaitre a des
teneurs trés inférieures a celles qui ont été « déterminées », en
cas de « cocktails » réunissant une série de polluants différents
qui agissent simultanément. Il peut arriver en effet que les
effets de différents métaux fassent plus que s’additionner mais
se potentialisant en cas de mélange, méme lorsque certains des
toxiques sont présents a des concentrations trés inférieures a
leur seuils reconnus de toxicité. Il est trés possible qu'un tel
phénomeéne de potentialisation contribue a expliquer qu'une
concentration de chrome (VI) de 0,05 mgeL" provenant d’une
suspension de ciment « déchromé » entraine une mortalité
bien plus importante qu'une concentration de 0,16 mgeL"!
due a une solution de dichromate de potassium dans les
aquariums ES (Figure 6), méme si les observations visualisées

sur cette figure 6 peuvent plus simplement révéler la présence
de toxiques autres que le chrome dans le ciment.

Il résulte donc du présent travail que pour savoir de fagon
plus précise ce qu’il en est, il sera nécessaire de procéder au
laboratoire 4 de nouvelles expérimentations, sur différents
modeles animaux placés en élevage dans une série de situations
différentes, et bien stir prendre en compte aussi la composition
chimique précise des ciments testés.

3.3 Réponse des bactéries indigénes du sédiment

La charge moyenne des bactéries indigenes a été maximale,
atteignant 4,029 Log(x+1) bactéries par mL au niveau des
microcosmes contenant du ciment déchromé, et minimale,
atteignant 3,957 (log(x+1) bactéries par mL au niveau de
Ienceinte renfermant du ciment non déchromé (Figure 8).

Toutefois les différences observées entre la densité
bactérienne des sédiments en présence de
dichromate et celle des sédiments placés en présence de
ciment « déchromé » ne sont pas significatives. La plus grande
variabilité des valeurs estimées en présence de ciment pourrait
provenir de petites différences de composition chimique des

moyenne
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différents échantillons de ciment déchromé utilisés, alors que la
solution de dichromate et 'eau de mer utilisée est certainement
sujette 4 de moindres variations. Ces possibles variations de la
toxicité des échantillons de ciment - due a des quantités de
composantes et pas seulement au chrome (VI) - expliqueraient
également qu'en présence de ciment non déchromé, la densité
bactérienne des sédiments varie presque autant qu'en présence
de ciment déchromé.

De nombreux travaux ont montré que les sédiments
lagunaires contiennent, outre les hydrocarbures et les
antibiotiques, des métaux lourds issus des rejets industriels
et urbains (BEN SAID ez al., 2010b). Lapport continu de
polluants a trés certainement favorisé la sélection et 'adaptation
des bactéries a ces produits déléteres et leur a permis, dans notre
cas, d’acquérir une résistance a certains métaux tel le chrome,
le métal étudié, ce qui explique la charge élevée en bactéries

(BEN SAID et al., 2008).

Selon DESJARDIN (2002), la réduction microbienne
du chrome (VI) peut étre directe ou indirecte. Des souches
bactériennes anaérobies isolées a partir de sols fortement
chargés en chrome sont capables de le réduire. Lexistence de
bactéries capables de réduire le chrome en présence d’oxygene
permet d’envisager la bio-réduction comme un mécanisme de
résistance au chrome. La réduction directe mettrait en jeu une
enzyme dont le géne serait porté par un plasmide et la vitesse de
cette réaction serait en relation avec la disponibilité en source

de carbone (DESJARDIN, 2002).

D’autant qu'en plus d’'un mécanisme enzymatique de
réduction du chrome déja connu chez plusieurs bactéries, il
est fait allusion dans larticle de DESJARDIN ez 2/ (2003) a
un catalyseur de réduction non enzymatique qui, libéré dans
le milieu, peut agir hors de la cellule bactérienne et laisser
entrevoir des perspectives d’utilisation pour abaisser la teneur
en chrome (VI) d’un sol ou d’un milieu aquatique pollué.

4, CONCLUSION

La teneur en chrome (VI) diminue considérablement dans
un microcosme contenant de I'eau de mer et du sédiment,
et ne varie pas dans une enceinte renfermant uniquement de
'eau de mer, ce qui montre que certains éléments du sédiment
favorisent la réduction du chrome (VI) en chrome (III), en
Poccurrence le fer et la matiére organique. Dans la mesure
ou seul le chrome (VI) dans I'eau a été dosé, il conviendra
cependant de s'assurer, lors d’expérimentations ultérieures, que
cet abaissement de la concentration de I'eau en chrome (VI)
n’est due non pas a une réduction mais a un simple phénomene
d’adsorption (non biologique) des bactéries sur des particules du
sédiment en réalisant des essais avec un sédiment préalablement
stérilisé.

Le chrome (VI) nest pas le seul élément toxique présent
dans le ciment. Ceci a été démontré dans la présente étude
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par le pourcentage de mortalité des palourdes (100 % dans les
microcosmes eau-sédiment contaminés par le ciment contre
40 % dans le méme type de microcosme contaminé par le
dichromate de potassium). Nos résultats confirment I'intérét
des palourdes comme modeéle d’animal microphage, utilisable
pour la bio-surveillance de 'environnement marin, et leur role
de bioindicateurs de pollution. Cependant, le déchromage
atténue mais n'évite pas leffet toxique du ciment, et ceci
nous incite a étudier en détail la composition des deux types
de ciment pour mettre en évidence la cause de cette toxicité
observée, mais toujours étant que le ciment déchromé reste
une premicre solution a envisager pour la problématique du
ciment.

Le fait que la mortalité des palourdes ait été plus élevée
dans les microcosmes eau-sédiment que dans ceux contenant
de 'eau de mer seulement nous incite a envisager I'estimation
des teneurs en chrome dans le sédiment et dans la chair afin
d’évaluer le devenir du métal dans les différents compartiments
de Iécosysteme. Enfin, la présence possible d’autres substances
toxiques dans le sédiment devra étre envisagée et recherchée
(par exemple en utilisant un microcosme témoin contenant
un sédiment artificiel de composition connue et sans aucun
polluant, métallique ou autre).
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