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INTRODUCTION

La fn des activités liées au charbon et a son exploitation a laissé de nombreux sites et
sols pollués, en particulier dans le Nord et 'Est de la France. Les terres que I'on retrouve sur
les sites de cokerie sont constituées de divers matériaux, comme des matériaux de
construction et diverses matrices organiques telles que le coke, le charbon, le goudron de
houille formant ainsi un anthroposol (Figure lLa présence de pollutions multiples nécessite
presque systématiquement des traitements de dépollution. De plus, I'hétérogénéité de ces
sols, ajoutée a la nature des différents constituants, rend I'évolution de ces anthroposols
trés difficile a prévoir. En effet, certaines de ces matrices vont se comporter comme des
phases adsorbantes. C’est le cas du coke, solide a haute teneur en carbonsteictiere
non graphitique, ou du charbon de composition trés riche en composés aromatiques dont la
surface spécifique est importante et dont les propriétés adsorbantes trouvent de
nombreuses applications industrielles. Ces deux matrices jouent donc un réle essentiel dans
la mobilité des micropolluants dans ces anthroposols. D’autres matrices comme le goudron
de houille, résidu de la cokéfaction, et dans une bien moindre mesure le charbon sont des
sources de polluants organiques et notamment d’hydrocarbures aromatiques polycycliqgues
ou HAP. Les modifications de ces matrices au cours de I'évolution des sols vont directement

impacter la nature et le comportement des contaminants présents.

Figure 1 Photographies d'un anthroposol prises sur le site de I'ancienne cokerie de Homécourt
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Afin de diminuer les teneurs en contaminants organiques, plusieurs techniques industrielles
de dépollution sont couramment utilisées. Parmi elles figurent les traitements thermiques
qui consistent a chauffer les terres excavées a des températures élevées. Dans le cas de la
destruction thermique, les terres sont chauffées a 900°C provoquant la destruction des
composeés organiques par craquage (Oppelt, 1986). Lors de la désorption thermique, les
composés sont volatilisés suite au chauffage des terres a 500°C (de Percin, 1995;dtlerino
al., 2003). Les composés volatilisés sont ensuite soit recondenseés et récupérés, soit bralés.
Ces techniques sont relativement efficaces pour diminuer les teneurs en polluants
organiques, cependant les réactions intervenant au cours de ces traitements ne sont pas
vraiment maitrisées et connues. Ainsi, si dans le cas de la désorption thermique une
diminution des teneurs en polluants est observée, celle‘est pas due uniquement a la
volatilisation des composés mais principalement a une condensation amenant a la formation

de composés de plus hauts poids moléculaires (Biathé, 2008).

Des techniques de bioremediation peuvent également étre utilisées. Celles-ci ciblent les
composés de bas poids moléculaires qui sont plus facilement dégradables par les
microorganismes qui les utilisent comme seule source de carleind’énergie ou les
dégradent par co-métabolisme (Alexander, 1999; Lundstedt, 2003; Bamforth and Singleton,
2005; Johnsewt al., 2005). Différentes techniques de bioremédiation sont proposeées, elles
peuvent étre réaliséesn-situ (Dott et al., 1995) ou sur des terres excavées comme le
landfarming, la biopile ou le bioréacteur (Alexander, 1999; Lundstedt, 2003; Stealdie
2003).

Des techniques émergentes de bioremédiation sont également étudi€est le cas de la
phytoremédiation qui utilise les plantes et les microorganismes qui leur sont associés pour
traiter différentes contaminations (micro-polluants organiques et éléments traces
métalliques) (Alkorta and Garbisu, 2001; Cosgié@l,, 2003; Joner and Leyval, 2003a; Joner
and Leyval, 2003b).

L’atténuation naturelle qui est déja utilisée depuis plus d’'une dizaine d’années aux Etats
Unis est également de plus en plus souvent envisagée en Europedkilarz004; Saadat
al., 2005). Elle est définie comme étant I'ensemble desprecessus se produisant

naturellement dans les sols et les eaux souterraines, sans intervention humaine, visant a
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réduire la masse, la toxicité, la mobilité, le volume ou la concentration des contaminants
dans ces milieux. Les processus pris en considération sont : la dispersion, la dilution, la
volatilisation, I'adsorption, les mécanismes de stabilisation ou de destruction des polluants,
gu’ils soient physiques, chimiques ou biologiguwe@JSEPA, 1999). Dans le cas des HAP ou
hydrocarbures aromatiques polycycliques, qui sont les principaux contaminants organiques
des sols de cokerie, quatre processus majeurs sont retenus : la volatilisation (qui ne
concerne que les HAP les plus légers), 'adsorption, la photodégradation et la biodégradation
(Saadaet al., 2005) auxquels il s#¥le nécessaire de rajouter I'oxydation abiotique.
L’atténuation naturelle est donc la résultante de plusieurs processus qui ont lieu de facon

simultanée et sur le long terme.

L'objectif de cette thése est de mieux comprendre I'évolution d’'un sol de rizplen
contexte d'atténuation naturelle a travers linfluence des différents matériaux constitutifs,
notamment vis-a-vis des micropolluants organiques et des éléments métalliques, mais aussi
par le rble des différents processus impliqués, en particulieiddégradation et I'oxydation
abiotique. Pour cela, des expériences en conditions contrdlées ont été réalisées sur un sol de
cokerie mais également sur ses matériaux constitutifs que sont le goudron de houille, le
coke, le charbon et le bitume routier. €expériences en laboratoire permettent d’une part
de s’affranchir du facteur temps qui est tres limitant au cours du suivi de l'atténuation
naturelle. En effet les expériences de biodégradation, réalisées au LIMOS (Laboratoire des
Interactions Microorganismes - Minéraux - Matiere Organique dans les Sols UMR 7137), ont
été effectuées dans des conditions optimales pour le développement et l'activité des
microorganismes et les expériences d’oxydation a I'air ont été réalisées a 100°C dans le but
d’accélérer és réactions et donc de simuler une oxydation abiotique sur le long terme.
D’autre part, la réalisation de ces expériences a perta simplifier le systeme en étudiant
de facon isolée les processus majeurs d’oxydation et de biodégradation.

Les propriétés de sorption de ces différentes matrices vis-a-vis du cuivre ont également
été testées, ainsi que l'influence des processus d’altération sur ces capacités de rétention.
De facon a mettre en perspective ces résultats de laboratoire avec la complexité des
mécanismes mis en jeu dans des sols pollués en place, ils ont été comparés aux résultats
obtenus dans un dispositif expérimental de terrain. Le GISFI (Groupement d’Intérét

Scientifique sur les Friches Industrielles), est un consortium de 12 laboratoires de recherche
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publique de Lorraine relevant de Nancy-Université (INPL, UHP, Nancy Il) et de l'université de
Metz, de I'INRA, du CNRS, de I'INERIS et du BRGM, dont les membres appartiennent a un
large spectre de disciplines allant des géosciences aux sciences humaines. Le GISFI a mis en
place un site expérimental basé sur I'ancienne cokerie de Homéddeuthe et Moselle,
France). Ce site est équipé de parcelles lysimétriques mises en place en 2005 qui sont
dédiées a I'étude de sols contaminés et de leur dépioitutCe dispositif a été mis en place
dans le but :
- d'étudier in situle devenir des polluants du sol sous l'influence de diverses
especes vegetales et de microorganismes associés
- de préciser les mécanismes pour prévoir le devenir des polluants sur le long
terme et les conséquences de leur présence dans le systeme eau-sol-plante
Il offre la possibilité de réaliser des expériences en milieu controlé a I'échelle du terrain.
L’intégration de la dimension lysimétrique, permettra de valider les expériencdsé&éslen
laboratoire et de mieux interpréter les observations de terrain
Ce travail permet donc d’intégrer des études réaliséakfférentes échellepermettant de
tenir compte de différents niveaux de complexité:

- par le dispositif expérimental allant des expérieneeslaboratoire sous conditions
contrblées et correspondant a umispositif simplifié qui permet de suivre
l'atténuation naturelle de quelques grammes d’échantillon jusqu'a un dispasitif
I'échelle du terraingrace aux parcelles lysimétriques,

- par les échantillons choisis allant de composés purs jusqu’au sol comportant une
fraction minérale en passant par deux fractions intégralement organiques : le
goudron de houille (constitué essentiellement d'un mélange de composés
polycycliques aromatiques) totalement extractible et le charbon qui contient une

part non extractible (kérogene) en plus du compartiment extractible.

Ce travall s’articule en cinq parties

La partie | synthétise les informationBibliographiques disponibles sur les

interadions et I'évolution de la matiére organique des sols de cokerie.

La partie Il présente leséthodes et techniques d’analysemployées.
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La partie Il décrit I'évolution sur 3 ans de la composition du compartiment organique
dans legarcelles lysimétriquesiu dispositif expérimental du GIFSI.

Dans la partie IV sont présentés les résultats des différerdrgériences
d’incubation en conditiors contrblées Elle est subdivisée en trois sous-parties, la premiere
présente les résultats obtenus suite a lI'expériencexgdation abiotique la deuxiéme
concerne les expériences @dégradationet la derniére compile les données obtenues au
cours de I'expérience dfténuation naturelle et offre un comparatif avec les données des
expériences d’oxydation et de biogedation.

La partie V concerne I'étude desopriétés de sorptiondes différentes matrices vis-
a-vis du cuivre et étudie l'influence des différents processus d’altération sur ces propriétés

de rétention.
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PARTIE | :YBTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
INTERACTIONET EVOLUTION DE LA MATIERE ORGANIQUE

DANS LES SOD& COKERIE

1. COMPOSITION'DN SOL DE COKERIE

1.1. Les composés organiques de sols de cokerie

Les sols de cokerie sont constitués de diverses phases organiques. Le goudroillele hou
résidu de la cokéfaction, est considéré comme la source majeure de contamination
organique de ce type de sol (Lutly al., 1994). Le charbon, source moins importante de
contamination, est également présent en quantité non-négligeable. Ces sols contiennent
également des particules de coke ainsi que de la matiere organigue naturelle mais en
moindre proportion. Ces différentes phases organiques, présentes en proportions variables,
sont elles-mémes constituées de différentes familles de composés organiques, dont les plus

importantes seront présentées par suite.

1.1.1. les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

1.1.1.1. Définition
Les HAP ou hydrocarbures aromatiques polycycliques sont des molécules conjagées
moins deux noyaux benzéniques fusionnés entre eux et renfermant seulement des atomes
d’hydrogéne et de carbone. Il en existe des centaines, mais parmi eux, seize figurent sur la

liste des polluants prioritaires de I'tES°A (United States Environmental Protection Agency)
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car ils sont reconnus pour leurs propriétés toxiques, cancérigenes et pour certains,

mutagénes (Figure 1).

Acénaphténe S & Phénanthréne
Naphtaléne Acénaphtyléne

00 oo oo o @y

A Benzo(a)Anthracene

Anthracéne Fluoranthéne Pyrene

Figure 1 : Les 16 HAP considérés comme polluants prioritaires par 'US-EPA

1.1.1.2. Origine

Trois processus sont connus comme étant a l'origine de la formdagoHAP (Tolosat
al., 1996): les processus biogéniques, les processus diagénétiques, les processus pyrolytiques
(réactions de combustion).

Les HAP d'origine naturelle, synthétisés par certaines plantes (origine biogénique), ne
représentent qu’une faible qeportion des HAP libérés annuellement.

En revanche, environ 230 000 tonnes de HAP d’origine anthropique atteignent
'environnement marin chaque année, une partie pouvant se retrouver dans les sédiments
(Witt, 1995). Ces derniers proviennent de sources pétroliéres et pyrolytiques :

- Les HAP anthropiques d’origine pétroliere (nommés HAP fossiles) correspondent aux
HAP provenant des pétroles bruts et de ses produits dérivés (essence, fioul,
lubrifiant, bitume) obtenus par distillation dans les raffineries. Dans une acceptation
plus large du terme d'« origine pétroliére », nous inclurons tous les HAP issus de

matiéres organiques fossiles incluant ainsi le charbon qui est une matiére organique
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fossile issue de transformations diagénétiques de matiéres organiques continentales
initialement riches en structures aromatiques.

- Les HAP d’origine pyrolytique sont produits par la combustion incompléete de toute
matiére organique a haute température (biomasse, charbon, pétrole, etc.) (Mehzie
al.,, 1992). Ces HAP de constion sont émis dans I'atmosphere et engendrent une

pollution diffuse de I'atmosphére, des sédiments aquatiques et des sols.

1.1.1.3. Propriétés

Les HAP sont des composés hydrophobes. Leur hydrophobicité augmente avec le nombre
de cycles alors que leur solubilité et leur volatilité diminuent (Tabléal.’lhydrophobicité
est quantifiee grace au coefficient de partage entre I'octanol et I'egy).(Ke coefficient est
un bon indicateur de la capacité d’'un polluant a s’adsodur des surfaces hydrophobes.

Excepté pour les composés les plus légers (2 et 3 noyaux), la solubilité et la volatilité des
HAP sont trés faibles, impliquant la forte tendance des HAP a persister dans les sols et les
eaux par adsorption sur des molécules hydrophobes telles que les molécules organiques.

Le caractéere lipophile (forte affinité pour les lipides) des HAP est un motif de transfert
vers les organismes vivants, induisant une bioaccumulation importante au niveau des tissus
adipeux. Ceci implique des risques de bioconcentration tout au long de la chaine alimentaire

jusqu’a I'hnomme.
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Tableau 1 : Propriétés des 16 HAP figurant sur la liste de 'US-EPA (Lundstedt, 2003)

Nombre de Solubilité dans Presion de Coefficient de partage
cycles I'eau (mg.L vapeur (Pa) octanol/eau : log(Kw)
Naphtaléne 2 31 1,0.10 3,37
Acénaphtyléne 3 16 9,0.10" 4,00
Acénaphténe 3 3,8 3,0.10" 3,92
Fluoréne 3 1,9 9,0.10° 4,18
Phénanthréne 3 1,1 2,0.10° 4,57
Anthracéne 3 0,045 1,0.10° 4,54
Fluoranthéne 4 0,26 1,2.10° 5,22
Pyréne 4 0,13 6,0.10" 5,18
Benzo(a)anthracéne 4 0,011 2,8.10° 5,91
Chryséne 4 0,006 5,7.10° 5,91
Benzo(b)fluoranthéne 5 0,0015 / 5,80
Benzo(k)fluoranthéne 5 0,0008 5,2.10° 6,00
Benzo(a)pyrene 5 0,0038 7,0.10’ 5,91
Indeno(1,2,3-cd)pyréne 6 0,00019 / 6,50
Benzo(ghi)péryléne 6 0,00026 1,4.10° 6,50
Dibenzo(ah)anthracéne 6 0,0006 3,7.10% 6,75
1.1.2. Les autres composes

1.1.2.1 Les hydrocarbures aliphatiques

Les composés aliphatiques ou saturés sont constituésnddcanes d’isoalcanes,
d’isoprénoides et de cyclalcanes (Figure 2). Lesalcanes sont des composés ubiquistes, ils
peuvent étre synthétisés de facon biotique et abiotique. Les origines biogéniques- des
alcanes sont nombreuses, ils peuvent étre directement synthétisés par de nombreux
organismes soit étre issus de la diagénese de composés linéaires fonctionnalisés. Leur
distribution peut néanmoins apporter des informations sur leur origine. Ainsi 'abondance de
n-alcanes constitués de longues chaines a nombre de carbone impaire est caractéristique
des végétaux supérieure car ils sont dérivés de cire cuticulaire alors quealeanes a

courte chaine sont préférentiellement synthétisés par les algues et organismes marins
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(Philp, 1985). Les iso-alcanes possedent un ou plusieurs groupements alkyles le long de la
chaine hydrocarbonée. Certaines de ces molécules sont des biomarqueurs trés spécifiques et
d’autres, comme le pristane et le phytane, sont utilisés commeécaidurs du milieu de

dépots et peuvent donner des indices sur le degré de biodégradation

Cyclo-alcanes

n-alcane alcane OM C@

Isoprénoides

Iso-alcane WW\
/\M Pristane

Phytane

Figure 2 : Exemples d'hydrocarbures aliphatiques

Les hopanes ou triterpanes pentacycliques (Figure 3), appartenant eux aussi aux
hydrocarbures aliphatiques, sont également des biomarqueurs fossiles. lls sont utilisés
comme indicateurs de la source et de la maturité de la matiére organique fossile en
géochimie organique pétroliere (van Dugh al., 1997). Dans un contexte de pollution, leur
présence signe de facon souvent non spécifique la présence d'une contamination du
matériel analysé par des produits pétroliers ou par des produits issus du charbon. C’est
seulement dans le cas de pollution par des pétroles bruts que la signature des triterpanes
pentacycliques deviendra un outil trées pertinent pour la corrélation avec une source de

pollution (Benceet al., 1996)

19



Partie | : Synthese bibliographique

17 (H),21!(H)-30-Norhopane 22S-17 (H),21!(H)-30-Homohopane

Figure 3 : Exemples de structure de hopanes

1.1.2.2. Les composes polaires

Les composés polaires sont des molécules, qui, en plus du carbone et de I'hydrogéne,
contiennent dans leur structure des atomes d’oxygene, de soufre et d’azote a travers
différents groupes fonctionnels dont voici quelques exemples:

- alcools (-OH)

- thiols (-SH)

- acide carboxyliqgue (-COOH),

- ceétones (RRC=0)

- ethers-oxydes (R-O-R"),

- esters (R-COO-R)),

- aldéhydes (R-CH=0)

- amines {NH,)

lls entrent dans la composition des résines, des asphalténes.

La définition des asphaltenes est basée sur leur propriété insoluble dans les solvants de
types n-alcanes rf-pentane, n-heptane) plutét que sur leur structure. lls sont constitués
principalement de noyaux aromatiques condensés contenant des atomes de C, H, N, Set O
(Liaoet al, 2009) dont les molécules sont comprises entre 200 et 1500 Da (Pometaaitz
2008). lIs représentent une fraction non négligeable de la matiere organique d’origine
pétroliere comme les fuels et les charbons.

Les résines constituent la fraction polaire se retrouvant dans la fraction soluble dans les

solvants de typ@-alcanes.
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1.1.2.3. Le kérogene
Le kérogéne constitue la fraction de la MO qui est insoluble dans les solvants organiques
couramment utilisés en géochimie organique (chloroforme, dichlorométhane,...). Il est
constitué de molécules hydrocarbonées condensées et polymérisées et contient des atomes
d’'oxygene, d’'azote et de soufre. Le kérogene représente la fraction majeure du charbon et
provient de la lignine et de la cellulose présentes dans les végétaux supérieurs, ce qui lui
confére une structure fortement aromatique avec de nombreuses fonctions oxygénées mais

peu de chaines aliphatiques.

1.1.2.4. es substances humiques

La terminologie des composés ou substance humiques concerne la MO d’origine naturelle
et est surtout utilisée en pédologie. Ces composés proviennent de la dégradation de MO
fraiche. lls sont constitués de noyaux a structure condensée reliés entre eux par des chaines
aliphatiques (peptides, saccharides, alcanes) et des groupements fonctionnels acides (-
COOH, -OH). Ces composeés sont eux méme séparés en trois familles en fonction de leur
solubilité dans des solutions a différents pH : les acides fulviques qui sont solubles quel que
soit le pH, les acides humigsi qui sont insolubles a pH acide (<2) et 'humine la fraction
insoluble (Duchaufour, 2001). lls évoluent par polymérisation progressive des noyaux et
diminution de I'importance relative des chaines aliphatiques et des fonctions oxygénées

acide fulvique ! acide humique ! humine.
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1.2. Les éléments métalliques

Une grande partie de la classification périodique est constituée par des éléments
métalliques. La majorité de ces métaux ne sont présents qu’'a I'état de trace (en quantité
inférieur a 100 ppm) dans les milieux naturels.

Certains de ces éléments en trace (comme Cu, Zn, Co, Fe, Mn, Ni, Cr, V, Mo, Se, Sn), sont
essentiels pour les organismes vivants en trés faibles quantités mais deviennent toxiques a
hautes concentrations. lls sont appelés oligo-€léments ou micronutriments.

D’autres éléments comme Pb, Hg et Cd ne sont pas nécessaires et ne produisent que des
effets toxiques.

Certains de ces métaux peuvent se retrouver en concentrations importantes dans les sols
de cokerie qui sont généralement touchés par une pollution mixte, a la fois organique et
métallique.

La toxicité des éléments métalliques dépend surtout de leurs spéciations, c'est-a-dire des
différentes formes ou espéces chimiques sous lesquelles ils sont présents dans le milieu

(Buffleet al, 1990).

1.2.1. les éléments métalliques en solution aqueuse

En solution aqueuse, les cations métalliques sont entourés de plusieurs molécuwas d’'e
qui forme la sphére d’hydratation. Par exemple, pour un cation métallique*" Met
I'écriture simplifiée de I'ion hydraté MegB),>".

On distingue trois zones autour de I'ion métallig&ég(re 4) :

- La sphére de coordination interne (off"Lsphére de coordination) dans laquelle les

molécules d’eau sont directement fixées sur le cation

- La sphére de coordination externe (0™ sphére de coordination) ol les molécules

d’eau sont orientées par le champ électrasque du cation sans étre directement
fixées au cation mais peuvent étre reliées par des liaisons hydrogéenes. Le volume de
cette sphére augmente avec la charge de I'ion et est inversement influencé par sa
taille.

- Les molécules d’eau non influencées acation.
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Molécules d’eau de la sphére
de coordination interne

Molécules d’eau de la sphére
de coordination externe

Molécules d’eau libres

Figure 4 : Les différentes zones entourant un cation métallique.

Des échanges ont lieu continuellement entre les spheres de coordination et le solvant.
Lors du déplacement du cation, les deux sphéeres de coordination sont emportées avec lui.

On distingue le nombre de coordination (NC) qui est égal au nombre de liaisons
chimiques cation-ligand f° sphére de coordination), et le nombre de solvatation qui
correspond au nombre de molécules se déplacant avec le solv&fitet12®™ sphéres de

coordination).

Lors de I'hydrolyse, les molécules d’eau de la sphére d’hydratation du cation sont
déprotonées, les ions métalliques agissent donc comme des acides faibles.

Des déprotonations successives peuvent avoir lieu selon la réaction suivante :

Equation 1 Me(bO)>* = Me(HO)..OH + H

bY

La dissociation d'un proton d'un cation va étre proportionnelle & sa charge et
inversement proportionnelle au rayon ionique du fait de la répulsion électrostatique des

protons.

Les cations ayant perdu un ou plusieurs protons peuvent étre considérés comme des

especes complexées avec l'ion ‘O# sont appelés hydroxy-complexes. Dans des cas
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extrémes, pour des cations de valence élevée et de faible rayon ionique, il y a perte de

plusieurs protons et formation de complexes anioniques de type NMe&ppelés oxy-

complexes.
Dans le domaine de pH des eaux naturelles (entre 7 et 9), la majorité des cations se

trouvent sous la forme d’oxy et d’hydroxxypmplexes (Figure 5).

Nombre d’oxydation

-1 1 3 5 7 9 11 13 15
pH
Figure 5 : Domaines d'existence des cations métalliques aqueux, des hydroxy- et oxy-complexes en
fonction du pH et du degré d'oxydation

1.2.2. la complexation

La formation d’'un complexe est déter comme la réaction qui a lieu entre deux espéces
solubles pour en former une troisieme (Morel, 1983). Un complexe métallique est constitué
d’'un ion métallique central sur lequel viennent se fixer des molécules neutres ou des ions
les ligands.

Les liaisons qui interviennent dans la formation de complexes sont des liaisons de
coordination : les ligands (ions ou molécules) fournissent un doublet électronique au cation
métallique.

Les ions métalliques en solution forment en fait des complexes avec lesutedé’eau
de la sphere d’hydratation. L’eau elleéme joue le réle de ligand, ainsi toutes les réactions
de complexation sont en fait des réactions d’échanges de ligands.

Les ligands susceptibles de remplacer une ou des molécules d’eau autour de I'atome

central (ici I'ion métallique), sont des espéces chimiques qui ont une paire d’électrons libres
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a partager avec le métal. Ces especes peuvent étre de simples aniors, @i, I), des
composés inorganiques plus complexes {NOQ?, SQ*, NH, &, PQ*, SQ?, CN), ainsi
gu'une grand variété de molécules organiques possédant des groupes fonctionnels qui
contiennent des atomes d’oxygene, de soufre et/ou d'azote comme fournisseurs de paires
d’électrons, notamment dans les groupementCRQ R-OH, R-NJHR-SH.

La liaison de coordination posséde une contribution électrostatique ainsi qu'une
contribution covalente (Figure 6), la force de cette liaison dépend de ces deux facteurs. La
contribution électrostatiqe résulte de I'attraction entre la charge positive du cation et la
charge ou fraction de charge négative portée par les atomes donneurs du ligand. La
magnitude de l'interaction électrostatique dépend de la charge du cation (z) ainsi que de son
rayon ionique () et pourra étre définie par la densité de charge qui corresporéra La
contribution covalente est associée au recouvrement entre les orbitales atomiques du cation
métalliques et les orbitales moléculaires des ligands (ou atomique dans le oas d'i

simples).

Contribution

]y ¢ - .
Z+ y électrostatique

C;‘Q Contribution
covalente

Métal Ligand
Figure 6 : La liaison de coordination

Dans le cas d'une réaction principalement électrostatique, des molécules d’eau sont
retenues entre les deux réactifs (Figure 7), le produit est appelé complexe de sphére externe
(outer sphere complgx

Lorsque la réaction de complexation implique plusieurs sites de coordination on parle de
chélation (Figure 7). Ce type de réaction nécessite un métal de nombre de coordination
élevé et un ligand présentant plusieurs sites de coordination dit polydentate. Ces ligands

polyvalents sont des composés organiques possédant plusieurs groupes fonctionnels
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réactifs. Ce type de complexes peut également impliquer plusieurs atomes de métaux

(Figure 7), ce sont les complexes polynucléaires (polynuclear complexes).

Molécules d’ea OH
/ 2
”\ ] H
O W el om
? \N/ \H— CH,
H

OH,

Outer sphere complex Exemple de chélation

Exemple de complexe polynucléaire

Figure 7 : Exemples de complexes aqueux

1.2.3. Les complexes organo-métalliques

Il est connu que les composés organiques dissous présentent de fortes propriétés
complexantes vis-a-vis des métaux comme Cu, Pb, Cd,Zn et Ni ¢¥\lls1998; Sauvét
al., 2000; Wenget al., 2002). Parmi les ligands organiques présents dans les sols figurant
notamment les acides aminés et la fraction soluble des substances humiques (acide fulvique)
(McLean and Bledsoe, 1992). Cependant la complexation des métaux par des ligands
organiques n’est pas tres bien définie cadditification de ligands organiques présents en
grand nombre est difficile. La plupart des complexes organo-métalliques qui ont été étudiés
proviennent de l'interaction avec des acides aminés (Wu and Tanoue, 2001) et des acides

fulviques (Breaulet al, 1996; Jordart al., 1997; Kinniburgh et all999).
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En effet, de par la présence d'un groupe fonctionnel carboxyle et d’un groupement
amine, les acides aminés sont des ligands bivalents ce qui leur permet de lier les métaux a

deux positions, comme dans I'exempledeissous :

NH, NH,
. _ / / AN
Equation 2 R-CH +Me?*=R-CH  Me* +H*
“Ncoo “coo”

Concernant les acides fulviques, et les substances humiques en général, ce sont les
nombreux groupements fonctionnels présents dans leur structure qui sont responsables de
la complexation, les principaux sont les groupements carboxyle, alcool et phénol. Comme ils
possedent des groupes fonctionnels dans plusieurs configurations différentes, il est supposé
que les composés humiques complexent les métaux sur plusieurs sites, de différentes
affinités.

La présence de métal sous forme complexé peut affecter significativement sa mobilité
dans le sol par rapport a sa forme libre. Le complexe formé peut étre chargé négativement,
positivement ou étre une espece neutre et interagir differemment avec les éléments
présents dans le sol.

De plus la spéciation influence non seulement la mobilité mais aussi la biodisponibilité et
la toxicité du métal. Le métal libre étant généralement la forme la plus biodisponible et la

plus toxique (McLean and Bledsoe, 1992).
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2.LE ROLE DE LA MATIERE ORGANIQNE PHASE PORTEUSE

Un des phénomenes majeurs conditionnant la biodisponibilité d’un polluant, qu’il soit
organique ou métallique, est le processus d’adsorption/désorption. La matiére organique est
un constituant majeur des sols intervenant dans ce type de réactions du fait de son

hétérogenéité et de sa grande réactivité.
2.1.  Les processus de sorption

2.1.1. CEfinitions

La sorption décrit la rétention d’'un élément ou d’'une molécule par une phase solide
(Voice and Weber, 1983). Elle englobe I'absorption, I'adsorp@bria précipitation de
surface (Davist al., 1987) (Figure 8).

L’absorption est décrite comme la diffusion d’une espéce chimique dissoute en solution
agueuse a l'intérieur d’une phase solide (Honeyman and Saints2388).

L’adsorption est définie comme étant la rétention de molécules ou déléments a la
surface ou a l'interface d’'un solide, suivant une géométrie bidimensionnelle. La désorption
est le processus inverse, de libération de molécules ou d’élémergausta la surface ou a

l'interface d’un solide dans le soluté (Dagisal., 1987).

Molécule
Y ou élément
/en solution
° o ® ° o
P ()
° ° ®
o
o

T

PRECIPITATION

o
® @
o

ADSORPTION

© mmmm1 @

ABSORPTION

Figure 8 : Les différents mécanismes de sorption
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Les réactions d’adsorption sont en fait des réactions de complexation de surface. On
distingte plusieurs types d'adsorption en fonction des liaisons et des interactions
impliquées :

- La physisorption, ou adsorption physique, fait intervenir des forces électrostatiques
comme les forces de Van der Waals (Voice and Weber, 1983). Les molécules et
éléments présents dans le soluté sont attirés par la surface polarisée d’un solide afin
d’assurer I'électroneutralité. Ce sont généralement des liaisons de faible énergie qui
mettent en jeu des complexes de sphére externe (Figure 9) et la physisorption est
facilement réversible (Deschampsal., 2006). Ce sont des réactions qui ont lieu sur
le complexe d’échange.

- La chimisorption, ou adsorption chimique, met en jeu des liaisons ioniques et/ou
covalentes qui sont des liaisons beaucoup plus fortes que les liaisons électrostatiques
impliquées dans la physisorption. Les complexes formés sont des complexes de
sphere interne (Figure 9). De ce fait, la chimisorption est plutdét considérée comme un

phénomene irréversible (Deschamgisal., 2006).

Complexe Complexe de sphére interne:
de sphere externe: chimisorption
physisorption

Figure 9 : Différents types d'adsorption

Enfin, la précipitation implique une croissance d’'une phase solide par la répétition d’'une
unité moléculaire dans un arrangement tridimensionnel. Pour permettre la précipitation, la

solution doit étre sursaturée (Dav al., 1987; Honeyman and Santschi, 1988).
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2.1.2. Les parametres influencant I'adsorption

Plusieurs paramétres peuvent avoir des incidences sur les processusrgtaas en les
favorisant ou au contraire en favorisant la mise en solution des composés adsorbés. Ces
paramétres vont étre fonction de la molécule ou de I'élément impliqué dans I'adsorption,
certains parametres vont avoir une grande influence sur un type de composés alors que

pour un autre, ils n'auront aucune incidence.

21.2.1. LepH

L’adsorption des composés ioniques et des composés organiques Ou inorganiques
ionisables est grandement influencée par le pH (Rbyal., 1991). Le pH est considéré
comme étant la variable majeure contrélant le comportement des éléments métalliques en
solution (Warren and Haack, 2001). Il agit sur plusieurs points. Il contréle, avec le potentiel
redox, I'état d’oxydation d’un élément (ou d’'un élément de liaison) ainsi que la forme so
laguelle il va étre présent (par exemple ionique en solution ou précipité) ce qui va jouer sur
sa mobilité (Deschamps et a2006). Les charges des groupements fonctionnels de surface
(comme les groupements OH) sont également affectées par le pH du fait de leur capacité a
tamponner le pH d’'une solution en acceptant ou en libérant un proton. A pH basique, un
groupement fonctionnel déprotoné va agir comme site de liaison pour un ion chargé
positivement, alors qu’a faible pH, un groupe fonctionnel protoné est capable d’adsorber
des anions (Warren and Haack, 2001).

L’adsorption des composés organiques hydrophobes non polaires n’est pas affectée par

les variations de pH (Rey al., 1991).

2.1.2.2. & force ionique

La force ionique | est définie par la formule suivante :
Equation 3 1=0,5."Gxz2
Elle affecte les activités des espéces en solution, une augmentation de la force ionique se

traduit par une diminution des activités des especes en solution, autrement dit de leurs

concentrations effectives pour participer a des réactions. Une force ionique élevée va
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diminuer les interactions électrostatiques par un effet écran de I'électrolyte (-Baezon

et al., 2003). La force ionique agit sur I'épaisseur de l'interface qui est une zone de charges
différentielles entre la surface du sodicet la solution. L’augmentation de la force ionique va
induire une diminution de I'épaisseur de cette zone qui va se traduire par une diminution
des réactions de complexation de surface entre les ions en solution et la surface du solide

(Pulset al., 1991).

2.1.2.3.’adsorbant

La nature des phases solides présentes va jouer un grand rdle dans l'adsorption de
certains composés. On distingue trois grands types de solide qui ont des propriétés
adsorbantes importantes : les argiles, les oxydes et hydroxydes (dd’@&uminium, de
manganese), et la matiére organique.

Les argiles constituent de bons adsorbants pour les composés ioniques, du fait des
substitutions isomorphes fréquentes dans le réseau cristallin qui leur conferent des charges
négatives a leurs surfaces. Ces matériaux possédent également de grandes surfaces
spécifigues (Piwoni and Keeley, 1990) donc de grandes surfaces disponibles pour
'adsorption.

Les oxydes et hydroxydes sont des composants importants des particules car ils se
présentent souvent souforme d’enrobage suite a des réactions d’altération (Costoal.,

1995). Des surfaces hydratées d’'oxyde se forment en milieu aqueux, il en résulte des
groupements OH de surface avec lesquels de nombreuses réactions sont possibles (Morel,
1983; Sigget al, 1992). La Figure l1lfhontre la surface d'un oxyde dans différentes
conditions d’hydratation et ld&igure 11, les différents types de complexation possibles a sa

surface.
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Q Oxygene ‘ Métal

Figure 10 : Schéma de la surface d'un oxyde métallique non hydratée (a.) adsorbant des molécules
d’eau par complexation (b.) et hydroxylée suite a la dissociation d’un proton (c.) d’apres (Warren and
Haack, 2001)
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Figure 11 : Les différentes réactions de complexation de surface par un oxyde hydraté (Warren and
Haack, 2001)

La matiere organique constitue également un adsorbant majeur des composés
organiques hydrophobes tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)
(Santschet al., 1997) en mettant en jeu les interactions d’hydrophobibiyérophilicité. Elle
agit également comme rétenteur pour les composés ionigues comme les éléments
métalliques ou les composés organiques ioniques (Warren and Haack, 2001) de par la
présence de groupements fonctionnels tels que les groupements phénoliques et acides
carboxyliques. Ses propriétés adsorbantes varient en fonction de différents paramétres et

seront présentées de facon plus détaillée par la suite (cf. 2.2.).
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2.1.2.4. La composition de la solution

Les composés présents en solution vont avoir une incidence lors des processus
d’adsorption. La composition et la concentration des espéces en solution vont avoir une
incidence sur la force ionique (cf. 2.1.2.2.). Des phénoménes de compétition vont également
avoir lieu entre les différents composés présents. Des expériences de sorption compétitive,
mettant en jeu différents métaux : Pb, Cu, Cd, Zn, Cr et Ni, ont été réalisées sur différentes
matrices (Covelet al., 2007). Parmi elles figurent des matrices naturelles simples comme
les argiles, les oxydes métalliques, la matiére organique humifiée, ou des matériaux plus
complexes comme des sols ayant subi différents traitements et/ou présentant des
propriétés différentes (Gaet al., 1997; Echeverriet al., 1998; Veeresht al, 2003) et des
machefers de hauts fourneaux (Lopez-Delgati@l, 1998). Les métaux les plus adsorbés
par ces différents solides se trouvent étre le plomb et le cuivre. Saisain (2004) et Gaet
al. (2006) ont montré que I'adsorption du phénanthréne était augmentée en présence de
métaux lourds.

Les propriétés de sorption des différentes matrices étudiées varient en fonction des
métaux. Ainsi, Covelet al. (2007), lorgl’expériences de sorption compétitives de différents
métaux sur différentes matrice ont montré que la kaolinite retient préférentiellement le
chrome, la vermiculite le cuivre et le zinc, et la matiere organique et oxyde de Fe et Mn
piegent le cuivre et le plomb en grande quantité. Mais globalement ce sont la vermiculite et

'oxyde de Mn qui présentent la plus grande capacité de sorption.

2.2. Lerole de la matiére organique dans les processus de sorption

De nombreuses »@ériences d’adsorption de métaux ou de composés organiques
hydrophobes ont été réalisées sur des matériaux organiques afin de déterminer le réle et
limportance de ces matrices dans les processus de rétention des polluants dans les sols et
sédiments. La plupart de ces expériences ont été réalisées sur des matieres organiques dites
naturelles de type substances humiques mais trés peu d’expériences sont effectuées sur des

composés “anthropiques”.
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2.2.1. La nature de la matiére organique

La nature de la MO va contréler la solubilité des éléments métalliques. Si la MO est sous
forme particulaire, elle va jouer un r6le de piege pour des polluants qui seront adsorbés a sa
surface. Sous forme dissoute, elle permet au contraire une plus grande mobilité des
composés complexés. Sous forme colloidale, son comportement et donc la mobilité des
composeés associés vont dépendre du pH et de la force ionique qui vont déterminer son
état : disperseé ou floculé.

Deux modes d’adsorption sont a considérer en fonction du type de ceégodans le cas
de composés ioniques (qu’ils soient organiques ou meétalliques), c’est principalement les
charges a la surface de I'adsorbant qui contrdlent I'adsorption. Le caractere fonctionnel de la
MO va donc jouer un role majeur dans la sorption des composés ioniques avec le type de
groupements fonctionnels présents a sa surface et leur nombre. Les principaux groupements
présents a la surface de la MO naturelle sont les groupements phénoliques et carboxyliques.
Encore une fois, le pH va avoir une iecide majeure puisqu’il détermine I'état du
groupement fonctionnel c'est-dire s'il est déprotonné et donc possesseur d’'une charge
négative capable d’attirer un composé porteur de charge positive. Cependant, jle pK
quiindigue que le groupement est sous forme dissociée selon le pH (déprotonnée), varie
d’'un groupement fonctionnel a un autre. Par exemple, lg ¢in acide carboxylique est de
3 a 6 alors que celui d’'un groupement phénolique varie de 9 a 11 (Warren and Haack, 2001).
Ainsi, les groupements acislearboxyliques seront porteurs d’'une charge négative a partir
de pH relativement faibles (3 a 6) alors que des pH supérieurs a 9 se traduiront par la
déprotonation des groupements phénoliques.

Ce sont les propriétés hydrophobes qui sont responsablesadsdrption de composés
organiques hydrophobes (tel que les HAP). Les liaisons hydrophobes mises en jeu sont en fait
la résultante de liaisons hydrogénes ayant lieu entre les composés polaires présents dans la
solution. Les composés hydrophobes, ne pouvant former ce type de liaison sont donc
repoussés et se regroupent de facon a minimisentfopie c'est-a-dire le désordre de la
solution. La capacité de la MO a sorber des composés hydrophobes, est a relier au nombre
de groupements fonctionnels porteurs dypgéne que certains auteurs estiment par
I'utilisation de rapports globaux C/O (Garbarini and Leonard, 1986) et H/O (Grathwohl,

1990). Ces rapports augmentent avec I'aptitude a la sorption de la MO.
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Le degré d’aromaticité de I'adsorbant, également exprpaé le rapport H/C, peut aussi
influencer I'adsorption de composés hydrophobes a sa surface. En effet, la capacité de
rétention des HAP par diverses MO augmente avec leur degré d’aromaticité (Xing, 1997
Gauthieret al., 1987).

Dans les sols et les sédiments, la phase organique est souvent trés hétérogene,
particulierement dans des sites pollués. Les multiples composants de cette MO peuvent
avoir des origines variées (naturelle ou anthropique) et peuvent avoir subi des processus
d’évolution tres différents.Ces divers constituants de la phase organique vont avoir des
comportements distincts vis-a-vis des contaminants, certains ayant une forte influence sur la
rétention des polluants. Dans des expériences de sorption de phénanthréne, Karapanagioti
et al, (1999) montrent que la présence de particules de charbon augmente les valeuwss de K
le coefficient de partage entre le carbone organique et I'eau (rapport entre la teneur du
composé associé au carbone organique et sa teneur dans la phase aqueuse a B¢qlasbr
échantillons, ce qui indique une augmentation de lI'adsorption du phénanthréne du fait de la
présence de ces particules de charbon. Plusieurs études (Véeladr 1992; McGinlegt al.,

1993; Young and Weber, 1995; Huaegal., 1997) ont également montré que les MO
réduites et condensées du fait de la diagenese (charbon) ont des capacités de sorption vis-a-
vis de composés organigues hydrophobes apolaires et peu polaires plus importantes que les

MO récentes comme les substances humiques.

2.2.2. L’age de lanatiére organique et de la pollution

Un autre facteur trés important dans la rétention des composés et éléments est I'age de
la MO ou plus précisément sa maturité au sens géochimique du terme. Il est aussi en
relation avec la nature de la MO discutée précédemment. Certains auteurs définissent les
matiéres organiques fossiles condensées telles que le charbon comme des matériaux de
type vitreux ou « glassy » (Xing and Pignatello, 1997). La sorption sur ces matériaux a
tendance a étre irréversible et présente un comportement non linéaire du fait de la
présence de pores dans lesquels les molécules restent piégées plus facilement qu'a la
surface méme du solide. La présence de pores augmente encore la surface spécifique, donc

la capacité d'adsorption. Par oppben, la MO de type « rubbery » (caoutchouteuse)
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correspond a une matiére organique plus jeune comme les substances humiques,
présentant un comportement de sorption réversible suivant un modele linéaire.

L’age de la pollution joue également un role tnégportant lors de la sorption. Eriksse
al. (2000)ont montré que lors d’ajout de phénanthréne et d’anthracéne dans un sol déja
pollué par des HAP, les composés fraichement ajoutés sont beaucoup plus facilement
dégradés que les composés déja présentssdansol. Le temps de contact, et donc I'age de
la pollution, est donc un facteur important dans la rétention des polluants dans les sols.

Plusieurs études montrent qu’avec le temps, les composés organiques deviennent de plus
en plus résistants a la désorption et a la minéralisation (Chung and Alexander, 1998;
Alexander, 1999; Dictaet al, 2003). Ce phénomene est appelé « ageing » ou vieillissement
car il dépend du temps de contact nécessaire a la séquestration des molécules. Plusieurs
hypothéses ont ét@roposées afin d’expliquer ce piégeage qui rend la molécule inaccessible
(Hatzinger and Alexander, 1995; Alexander, 1999) :

- Par la formation de liaisons fortes qui rendrait la sorption irréversible.

- Par la diffusion lente des molécules a travers des nanopores ou elles peuvent

s’adsorber. Les pores étant tellement petits, la molécule deviendrait inaccessible,

méme pour le plus petit microorganisme.
2.3. Les modéles d’adsorption

Différents modeéles sont utilisés pour décrire la sorption de certains composés comme les

composés organiques hydrophobes tels que les HAP mais aussi des éléments métalliques.

2.3.1. le modele linéaire

Lors des premieres recherches sur la sorption des composés organiques hydrophobes
(Karickhoffet al., 1979) a décrit un modele de partage linéades HAP dans I'eau et la
matiére organique des sols, selon un processus réversible et pour des concentrations
inférieures a la moitié de leur solubilité

Ce partage est décrit par l'isotherme linéaiFegure 12) :

Equation 4 q =KG

Avec : g la quantité de composés (mofkg
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Ky le coefficient de partage entre la phase aqueuse et la phase organique solid® (L.kg

G la concentration du composé (mof)L

»
»

C

e

Figure 12 : Isotherme linéaire.

La matiére organique étant le principal sorbant des HAP (Déttal., 2003), la fraction en
carbone organique naturel du milieu a été reliée au coefficient de partage.
Equation 5 = Koxfoc
Avec : K. le coefficient de partage du HAP entre le carbone organique et I'eau’jL.kg
focle pourcentage de carbone organique de I'adsorbant
Ce modéele ne prend pas en compte la limitation du nombre de sites offerts a la sorption

lorsque la concentration en soluté augmente.

2.3.2. Le modele de Langmuir

L’isotherme de Langmuir définit la fixation du soluté sur des sites en nombre limité.
A faible concentration l'isotherme de Langmuir suit une loi linéaire. Le nombre de sites
étant limité, une quantité maximum de composés sorb&s;.cest définie (Figure 13).
L’isotherme de Langmuir est décrite par I'équation
Equation 6 q =KX G/ (1+KXG)
Avec : g la quantité de composés adsorbée (md).kg
Omax |2 quantité maximale du composé (mol¥g
K le coefficient de partage de Langmuir ([*kg

G la concentration du composé en solution & I'équilibre (mbl.L
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Figure 13 : Isotherme de Langmuir.
2.3.3. Le modele de Freundlich

Les isothermes de Freundlich sont définies par I'équation suivante
Equation 7 q =XG"
Avec : q la quantité de composés adsorbés (md).kg
K- le coefficient de partage de Freundlich
G la concentration du composé en solution (md).L
L'unité de Kest non fixée, elle dépend de n. Pour n = 1, I'isotherme de Freundlich suit

une loi linéaire et I'unité de gest en L.kg. (Figure 14).

>

C

e

Figure 14 : Isothermes de Freundlich.
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Les parametres n etgKdépendent des propriétés du sol, des caractéristiques physico-

chimiques et de la concentration des polluants organiques hydrophobes

Au travers de ce paragraphe, il apparait donc clairement que la mobilité des
micropolluants organiques et des éléments traces métalliques dépend pour partie de la MO
et que I'importance des processus de sorption par la MO est variable selon la nature et la
composition de la MO. Or, toute MO est instable thermodynamiquement et évolue sous
l'effet de différents processus de transformation. Ces transformations vont avoir une
influence sur les quantités de polluants et sur la composition des phases organiques et donc

modifier a long terme la mobilité des polluants.
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3. LES PROCESSUS DE TRANSFORMATIONS DES HAP

Les onstituants du sol sont soumis a divers processus au cours de l'atténuation naturelle
qui peuvent aboutir a leur transformation et a leur dégradation.

Malgré la diversité des composés organiques présents, les HAP restent la contamination
organique majeure dans les sols de cokerie. C’est pourquoi les voies de transformation de
ces composés seront particulierement développées par la suite en se focalisant
essentiellement sur les phénoménes oxydatifs par voie biologique et abiotiques. Elles font
I'objet d’'une littérature abondante dont une synthése exposée dans ses grandes lignes est

proposée ici.

3.1. la biodégradation des HAP

3.1.1. Introduction

En contexte naturel, la biodégradation est souvent considérée comme le mécanisme
principal de dégradation des HAP dans les sols (Cerniglia, 1992 ; EatiaR009) car une
grande variété d’'organismes (bactéries, champignons, algues) a la capacité de métaboliser
(c.a.d. transformer et/ou assimiler) les HAP. Les végétaux, notamment a travers leur
association avec des champignons mycorhiziens (Cagiél., 2003; Joner and Leyval,
2003a; Joner and Leyval, 2003b), ainsi que la faune du sol sont des acteurs intervenant dans
la biodégradation des HAP (Eijsacketsal., 2001). Cependant, seul le réle des micro-
organismes (bactéries et champignons) sera présenté.

La biodégradation primaire (ou biotransformation) par les microorganismes de
contaminants organiques implique une incorporation intégrale ou partielle des composeés
dans le matériecellulaire des organismes ou encore l'utilisation de ces composés en tant
gue source d’'énergie (Siraf al, 2007).

Dans le contexte de sols contaminés par les HAP, ces composés organiques peuvent étre
ainsi transformés en d’autres produits organiqub®{ransformation) ou minéralisés en €O
et en HO (biodégradation totale ou minéralisatiomeilson and Allard, 2008). L’efficacité de
ces processus de biodégradation est influencée par de nombreux parametres, qu’ils soient

physico-chimiques, biologiques ou environnementaux.
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3.1.2. Les différentes voies de biodégradation des HAP

3.1.2.1. La dégradation par les bactéries

Lorsque les HAP sont utilisés comme seule source de carbone et dénergie, la
biodégradation bactérienne aérobie des HAP commence généralement paliaxgénase
(addition de deux atomes d’oxygene) quiakkaque » un des noyaux aromatiques pour
former un cisdihydrodiol. Celui-ci est ensuite déshydraté en catéchol (Figure 15). Le
catéchol est un produit intermédii@ décisif a partir duquel peut avoir lieu I'ouverture du
noyau aromatique. Cette ouverture se localise entre les deux groupements hydroxyles
(ortho-fission) ou adjacente (méta-fission) et va conduire a la formation de composés
simples (pyruvates, succinates) pouvant entrer dans la voie métabolique centrale des
bactéries (cycle de Krebs). Cette biodégradation directe a lieu pour les HAP de faible poids
moléculaire (jusqu’a 4 cycles).

En revanche, peu de bactéries sont capables d'utiliser les HAP de didsitrpoléculaire
comme unique source de carbone et d’énergie. Ainsi, la biodégradation des HAP de haut
poids moléculaire se fait généralement par co-métabolisme. Dans ce cas, la biodégradation
s’effectue avec un substrat de croissance structurellementhoqui peut-étre un HAP de
bas poids moléculaire. La dégradation des HAP se fait via des réactions enzymatiques non
spécifiques, sans apport de carbone ou d’énergie pour la cellule bactérienne (Jatraden
2005). Les métabolites ainsi formés peuvent étre les produits finaux de dégradation, en
particulier dans le cas de culture pure (une seule souche de bactéries présente) mais dans le
cas de culture mixte ou dans I'environnement, ces produits peuvent étre dégradés par

d’autres souches présentes (dégedidn en chaine).

Enfin, quelques bactéries, comme Iglycobacteriumsp (Kelley et al., 1990), sont aussi
capables de dégrader les HAP par l'actionniEnooxygénasesa cytochrome P450 pour
former des trans-dihydrodiols (Figure 15) de facon similaire aux champignons non

lignolytiques (cf.3.1.2.2.1.).
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Figure 15 : Les différentes voies de dégradation microbienne des HAP d'aprés Cerniglia (1992)

3.1.2.2. La dégradation par les champignons
Il existe deux voies principales de déegradation des HAP par les champignons, elles
concernent les champignons non lignolytiques, qui sont généralement majoritaires, et les
champignons lignolytiques également connus sous le terme de champignons de pourriture

blanche.

3.1.2.2.1. Les champignons non-lignolytigues

La premiere étape de dégradation consiste en une oxydation du HAP par le systeme
enzymatique du cytochrome P450 pour produire une aréne oxyde (FigyreL’Ehzyme
monooxygéenaseincorpore un seul atome d’oxygene. L'oxyd@&rene subit ensuite une
réaction d’hydratation catalysée par des enzymes époxydes hydrolases, conduisant a la
formation detrans-dihydrodiols. L’aréne oxyde peut également étrengstormée en dérivé
phénol par un réarrangement non enzymatique. Ce dérivé phénolique peut ensuite servir de
substrat pour des réactions de sulfatation, méthylation ou de conjugaison avec un glucose,

un xylose ou un acide glucuronique (Cerniglia, 1992).

42



Partie | : Synthese bibliographique

3.1.2.2.2. _Les champignons lignolytigues (ou de pourriture blanche)

Les champignons lignolytiques ou de pourriture blanche ont la capacité de produire des
enzymes lignolytiques impliqués dans l'oxydation de la lignine (structure complexe avec
présence de nombreux noyaux aromatiques) présente notamment dans le bois. Il existe
deux types d’enzymes lignolytiques, Ipsroxydaseset leslaccases Ces enzymes sont
secrétées par voie extracellulaire et oxydent la matiere organique de facon aspécifique. Il y a
deux principaux types de peroxydases, selon le type de substrat réducteur : la lignine
peroxydase et la manganeése peroxydase, toutes deux capables d'oxyder les HAP. Les
laccases qui sont des enzymes phénols oxydases sont également capables d’oxyder les HAP.
Ces champignons lignolytiques peuvent oxyder les HAP en générant des radicaux libres
(hydroxyles) par transfert d’électrons, conduisant a la formation de quinones et d’acides

aromatiques.

3.1.2.3. la dégradation par les algues

Les algues microscopiques sont également présentes a la surface des sols. Exceptées les
cyanobactéries procaryotes (algues bleues-vertes), ce sont des organismes eucaryotes
(Berthelinet al., 1994). Les algues photo-autotrophiques oxydent les HAP pour former des
intermédiaires hydroxylés (Labaeaal, 2007).

L’oxydation de HAP, et notamment du naphtalene et du phénanthréne (Netrral.,
1992a; Narrcet al., 1992b) par les cyanobactéries est catalysée pamoreoxygenasele
mécanisme impliqué est donc similaire a celui intervenant lors de la dégradation par les
champignons non lignolytiques. Toutefois, Warshawskyal. (1988) ont montré que la
Selenastrum capricornutumétabolise le benzo(a)pyrene ersdihydrodiols par le systeme
enzymatique dioxygénase Les données concernant les enzymes impliquées dans la
dégradation des HAP par les algues, en particulier les cyanobactéries, restent cependant

plutot rares.

3.1.2.4. Dégradation des HAP en conditions anaérobies
Les différentes voies de dégradation présentées jusqu’'a présent faisant intervenir les
bactéries,les champignons et les algues se déroulaient en conditions aérobie. Ce n’est qu’a
la fin des années 90 que le potentiel des microorganismes a dégrader les HAP en conditions

anaerobies a été reconnu et étudié. En I'absence d’oxygéene moléculaire, d'acteggeurs
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d’électrons tels que les nitrates, le fer ferreux et les sulfates, sont nécessaires pour oxyder
les HAP. Des études relativement récentes ont montré que la dégradation des HAP pouvait
avoir lieu sous ces conditions anaérobies dénitrifiantesuatréductrices. L'oxydation de
différents HAP dans des sédiments en conditions anaérobies sulfato-réductrices (Eates
al., 1996; Coatest al., 1997; Meckenstockt al, 2000; Zhanget al., 2000) et nitrato-
réductrices (Rockne and Strand, 1998; Roarad, 2000) a ainsi été mise en évidence.

A titre d’exemple, un mécanisme de la dégradation anaérobie du naphtaléene a été
proposé par Zhangt al. (2000) (Figure 16). Il commence par une étape de carboxylation

suivied’hydrogénations successives ou I'eau serait la source de protons.

CO,HCOy

70

H Carboxylation

COO-

5

f ATP + 2+ 2H*  Hydrogénation

COO

5

f 2e + 2H* Hydrogénation

COO

.

f ATP + 2e + 2H* Hydrogénation

COO-

e

f 2e + 2H* Hydrogénation
f 2e + 2H* Hydrogénation

CO/coo'
!
v

co,
Figure 16 : Mécanisme proposé pour la dégradation anaérobie du naphtaléne (Zhang et al., 2000)
Toutes ces études en milieu anaérobie suggérent que le potentiel de dégradation
anaérobie des HAP par les microorganismes pourrait étre plus important que reconnu
jusqu’a présent et suggere une alternative intéressante aux traitements actuels de

bioremédiation (aérobie).
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3.1.3. Parametres controlant la biodégradation

L’efficacité de la biodégradation des contaminants organiques (et dans notre cas les HAP)
dépend de nombreux facteurs qui influencent directement ou indirectement un parametre

fondamental pour la biodégradation : beodisponibilité.

3.1.3.1. La biodisponibilité des HAP

La fraction d’'un composé ou d’'un ensemble de composés qui est disponible pour interagir
avec les étres vivants est appelée la fraction biodisponible. Plus précisément, la fraction
biodisponible est la fraction, présente dans un compartimentcdmgie de I'environnement,
qui, dans une période donnée, est disponible ou peut étre rendue disponible pour les
organismes, les microorganismes et les plantes (Van dendexig, 2007). Le prélevement
peut avoir lieu soit directement du milieu environmavers I'organisme ou la plante (par la
phase aqueuse), soit par ingestion de nourriture, sol ou sédiment. La biodisponibilité est
donc un parametre majeur contrdlant la biodégradation des HAP.

La détermination de la teneur en HAP biodisponibles peut étre effectuée a travers
différentes techniques d’extraction. Des extractions douces avec des solvants comme le
butanol ou lehydroxypropyl[!Jcyclodextrine sont ainsi utilisées pour extraire la fraction
biodisponible (Reiet al., 2000; Liste and Alexander, 2002; Oleszczuk, 2009). Les extractions
sur phases solides de type Tenax-TA, qui piégent les molécules passant en phase aqueuse,
sont également employées dans le but de déterminer la fraction biodisponible (MacRae and
Hall, 1998; Oleszczuk, 2009). Des extractions séquentielles a fluide hypercritique ont
également été utilisées dans ce but (Leonatal., 2007). En plus des composés solubles en
phases aqueuse, elles permettent également d’extraire la fraction faiblement sorbée sur les

particules du sol ou sédiments qui est rapidement remobilisable.
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Figure 17 : Différents processus contrdlant la biodisponibilité

L’ensemble des facteurs physichimiques, biologiques et environnementaux controlant
I'efficacité de la biodégradation intervient de facon directe ou indirecte sur la
biodisponibilité. Toutefois, le processus majeur contrélant la biodisponibilité est le processus
de sorption (cf. 2.1) (Figure 19).

3.1.3.2. la température

La température a un effet considérable sur la capacité des microorganismes a dégrader
les HAP. Igbatt al. (200) ont étudié l'influence de la température sur la dégradation des
HAP et PCP (pentachlorophenol) lors d’expériences de bioremédiation de sols contaminés
par du diesel. La croissance et I'activité des microorganismes indigénes de ces sols sont
favorisées a température élevée (42°C), la bioremédiation étant accélérée de 19% par
rapport a un traitement a température ambiante (21°C).

Outre l'augmentation de [lactivité et de la croissance des organismes avec la
température, la dégradation plus intense des HAP a plus forte température est également en
lien étroit avec la solubilité des HAP qui augmente avec la température, les rendant plus

biodisponibles.

3.1.3.3. e pH
La plupart des microorganismes du sol croissent a des pH compris entre 5 et 9 (Berthelin
et al., 1994). Les conditions optimales semblent étre cependant & pH 7. Kastalef1998)
ont étudié, entre autres, I'influence du pH sur la dégradation des HAP dans un sol agricole,
par des bactéries dégradantes de ty@phingomonas paucimobilist Gordona Apres

neutralisation du pH du sol (passage de pH 5,2 a pH 7), la dégradation du phénanthrene est
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dix fois plus importante. De la méme facon, Waigl. (2002) ont étudié la dégradation du
phénanthréene a pH 5,5, pH 6,5, pH 7 et pH 7,5 et ont montré que les proportions de
phénanthrene dégradé sont plus importantes aux pH neutres (6,5 ; 7 et 7,5) et atteignent
90% aux pH 6,5 et 7. Si le pH influence l'activité bactérienne;@edl@ussi un effet sur le

pH. Lors de la biodégradation des HAP, des métabolites correspondant notamment a
différents acides (phthalique, protocatéchique) sont produits, ce qui entraine une

diminution du pH.

3.1.3.4.’humidité

De maniere générale, I'eau dans les sols doit étre en quantité suffisante pour permettre
l'activité microbienne. Mais ke peut également la limiter, en empéchant la diffusion de
'oxygéne, si elle se trouve en quantité trop importante (Bertheliral., 1994). Dans ce cas,
c’est le développement de communautés bactériennes réductrices qui est favorisé.

C’est également vradans le cas des bactéries dégradant les HAP. ¥ifials(2005) ont
étudié la bioremédiation en microcosmes d’'un sol contaminé@éasote.Dans le cas d’'un
sol sec, aucune diminution des teneurs en contaminants n’était observée alors que pour un
sol humidifié & 40% de la capacité au champ, la diminution des teneurs en HAP totaux atteint
87% au bout de 200 jours d’incubation. Antizadislacet al. (2008) ont, quant a eux, testé
la bioremédiation en batch d’'un ancien sol contaminé au goudron de hauitléférentes
teneurs en eau (0%, 40%, 60% et 80% d’humidité). Ici aussi la diminution des HAP est tres
faible dans le cas du sol sec. La teneur en eau optimale s’avére étre de 60% avec pres de 70%

de dégradation des HAP aprés 98 jours d’expérience.

3.1.3.5. Propriétés physico-chimiques des HAP

Il a été montré et décrit par de nombreux auteurs que la biodégradabilité d'un HAP est
inversement proportionnelle au nombre de cycles (Herbes, 1981; Cerniglia, 1992; etuang
al., 2004). Ceci est directement a relier aux propriétés physico-chimiqgues des HAP
notamment a la solubilité qui diminue et le coefficient de partage octanol/eau (@pdCi
augmente avec le nombre de cycles (cf Tableau 1). Les HAP de haut poids moléculaire sont
donc moins biodisponibles. De plus, leur toxicité augmente également avec le nombre de
cycles (Cerniglia, 1992) ce qui contribue a la persistance de ces composés dans

I'environnement Figure 18).
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Figure 18 Génotoxicité de certains HAP en fonction de leur masse moléculaire (d’aprés Cerniglia,

1992)

3.1.3.6. Nature et teneur des matieres organiques

La nature des composés organiques présents dans les sols est trés diversifiee. Elle peut

étre scindée en une fraction facilement assimilable (protéines, glucides notamment) et une

fraction plus réfractaire (les lipides). Dans les sols, les matiéres organiques non minéralisées

subissent les processus d’humification conduisant a la formation de sudestehumiques

relativement complexes et stables qui peuvent étre associé€es a la fraction réfractaire.

Suivant la quantité et la proportion relative des composés organiques (assimilable ou

réfractaire), les conséquences sur la dégradation des contaminants organiques vont étre

opposeées.

Les substances réfractaires peuvent intervenir dans la sorption des contaminants comme

cela a été évoqué au § 2.2. , favorisant ainsi leur séquestration et diminuant leur

biodisponibilité. En revanche, les fractions organiques facilement assimilables peuvent jouer

un réle de stimulant pour le développement des microorganismes (« priming effect »).

Certaines études ont en effet montré que I'apport d’amendement organique favorisait le

développement microbien ainsi que la dégradation des HAP (@ealg 2009).
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3.1.3.7. Nature, structure et texture du sol
La nature minéralogique et la texturpeuvent privilégier le développement d'une

communauté microbienne. En effet, la présence d'argile limiterait la ragpn et la
croissance de champignons alors qu’elle favoriserait celles des bactéries (Beethalin

1994). Plus la texture du sol est fine, plus la surface spécifique est grande, ce qui favorise les
mécanismes de sorption et limite la biodisponibilité des HAP (€hex., ; Amellakt al.,

2001). La structure, qui correspond a la présence et au type d’agrégat du sol, est également
un parametre important. Elle détermine la taille et la forme des pores qui sont directement a

relier avec la présence d’oxygene et d’eau au sein des particules de sol.

3.1.3.8 Présence de contaminants

Les sols de friches industrielles, et particulierement les sols de cokerie sont contaminés
par une grande diversité de contaminants, qu'ils soient organiques ou métalliques. La
présence de métaux lourds aura bien évidemment des conséquences sur l'activité et le
développement des microorganismes. Il en va de méme pour certaines substances
organiques, comme les hétéro-HAP, qui peuvent également limiter la biodégradation (Meyer
and Steinhart, 2000).

Méme certains produits de dégradation des HAP peuvent inhiber la croissance et I'activité
de certaines communautés bactériennes. Kazueigal. (2001) ont mis en évidence un effet
toxique du fluoranthéne-2,3-dione sur une souche 8@hingomonas yanoikuyaeCe
composé est un produit de la biodégradation du fluoranthéne par une souche de
Pseudomonas sutzeri

Bien que I'exposition a de fortes concentrations en HAP favoriserait le développement
des microorganismes dégradants (Herbes, 1981; Joheiseh, 2005), la présence de HAP en
grande quantité peut également avoir un effet toxique sur cette microflore dégradante

(Abbondanzet al, 2005).

3.1.3.9. Rcteur biologique
La présence de microorganismes ayant la capacité de dégrader les HAP va bien
évidemment étre nécessaire a la biodégradation des HAP. Des phénomeénes de compétition

entre especes peuvent avoir lieu et limiter la dégradation des HAP. Au contraire, dans un
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consortium, les microorganismes présents, peuvent avoir des réles complémentaires. Ainsi
la dégradation d’'un composé par une souche ou une espece peut entrainer la formation de
métabolites pouvant eux-mémes étre dégradés par une autre.

Certaines bactéries comme |€seudomonaspeuvent augmenter la biodisponibilité par
la production d'un srfactant. Un surfactant est une molécule possédant des propriétés
tensioactives, réduisant les tensions inter-faciales entre une ou deux phases de polarités
différentes (West and Harwell, 1992). Ce surfactant va pouvoir augmenter la solubilité des

HAP, et de ce fait augmenter leur biodisponibilité (Eriksstoal., 2000).

3.1.4. Les produits de la dégradation biotique des HAP

Dans le cas idéal d’'une minéralisation totale, les produits finaux sotfiedu et du C®
Or lors de la biodégradation des HAP de nognlircomposés, qu'ils soient intermédiaires ou
finaux, peuvent étre générés. De nombreuses études traitent des voies de dégradation des
HAP par différents microorganismes, avec l'identification de métabolites et d’'intermédiaires
de réaction. Ces études ont pour but de clarifier le mécanisme réactionnel de dégradation
par une souche bien spécifique pour un HAP en particulier. En voici quelques exemples,

concernant le phénanthrene, I'anthracéne, le fluoranthene et le pyrene.

3.1.4.1. Cas du phénanthrene
Moody et al. (2001) ont étudié la dégradation du phénanthréne par une bactérie du
genre Mycobacteriumsp. PYR-1 (Figure 1®uite a lidentification d’intermédiaires et de
produits de la biodégradation par HPLC-DAD, GC-MS, LC-MS (APCI) et RMN, trois voies
métaboliques différentes ont été mises en évidence. La majorité des produits formés au
cours de la biodégradation du phénanthrene pdycobacterium sp correspond a des

alcools et des acides aromatiques.
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Figure 19 : Voies de dégradation du phénanthrene par Mycobacterium sp. souchédiRes
Moody et al., 2001)

Hammel et al. (1992) ont étudié la dégradation du phénanthréne par la lignine
peroxydase dePhanerochate chrysoporiynun champignon lignolytique. Ce travail a été
complété (Tatarko and Biumpus, 1993) par I'étude de I'oxydation-ghéhanthrénol par
cette méme lignine peroxydase. Le 9-phénanthrénol est formé durant la dégradation du
phénanthrene par ce méme champignon en condition non lignolytique. Il est intéressant de

constater la jonction des deux voies de dégradation étudiées (Figure 20).
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Figure 20 : Dégradation du phénanthréne par Panerochaete chrysoporium (selon Hammel et al., 1992
et Tatarko and Biumpus, 1993)

3.1.4.2.Cas de I'anthracéne

Les études concernant la biodégradation de l'anthracéne par différentes souches
bactériennes sont également nombreuses (Manokaial., 1999; Moodyet al, 2001; Van
Herwijnen et al., 2003; Lenevat al., 2009). Les produits formés sont principalement des
acides, des diols et des quinones (Figure R&3. voies de dégradation de I'anthracéne par
différentes bactéries s’entrecroisent. Certains composissus de la dégradation de
'anthracene qui sont des produits finaux pour une espéce pourront étre métabolisés par
une autre. Par exemple, le 6,7-benzocoumarine est un produit final de la dégradation de
'anthracene parRhodococcus opacusnais ce composé peut étre dégradé en acide 2-
hydroxy-3-naphthoique pavlycobacteriumsp. LB501T qui pourra lui-méme étre dégradé en

acide protocatéchique par cette méme souche ou en catéchoPpaudomonadlGK1.
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Figure 21 : Voies de dégradatide I'anthracéne par Rhodococcus opacus 421 (R. opacus) d'apres

Leneva et al., 2009), par Mycobacterium sp. PYR-1 (M. sp. PYR-1) d’apres Moody et al., 2001), par

Pseudomonas NGK1 (P. NGK1) d’aprés Manohar et al., 1999) et par Mycobacterium sp. LB501T (M.
LB501T) d'apres Van Herwijnen et al., 2003)

Bezalelet al. (1996pnt étudié les produits initiaux de dégradation de I'anthraceae un
champignon lignolytiquePleutorus ostreatugFigure 22 L’'attaque se faita travers deux
systémes enzymatiques difféerents. La ligninase produit ainsi I'anthraquinone alors que le
cytochrome P450 conduit a la formation d’anthracemans-1,2-dihydrodiols. Ce dernier

peut étre minéralisé en CGsute a l'action d’enzymes permettant I'ouverture du noyau.
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Figure 22 : Dégradation de I'anthracene par Pleutorus ostreatus (Bezalel et al., 1996)

3.1.4.3. Cas du fluoranthéne

Plusieurs chemins réactionnels ont été mis en évidence lors de la dégradation
bactérienne du fluoranthéne (Figure 23). Les produits finaux sont principalement des
cétones, des acides et des alcools. PowspkeeMycobacteriumsp. PYR-1, trois voies de
dégradation ont été observées (Kelley al.,, 1993 L'une d’entre elle, conduisant a la
formation de fluorenone et d’hydroxyfluoréne, est commune a plusieurs espéces,
notamment aPseudomonas alcaligen®A-10 (Gordon and Dobson, 2001PesteurelldFA
(Sepicet al., 1998). Dans ces études, le fluoramtb a été 'unique source de carbone pour
les bactéries. Kazungat al. (2001) qui ont étudié la dégradation co-métabolique du
fluoranthéne par Pseudomonas stutzerP16 et Bacillus cereusP21 en présence de
phénanthrene ont mis en évidence deux produits issus de cette transformation, les

fluoranthene-2,3- et -1,5-diones.
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Figure 23 : Dégradation du fluoranthéne par Mycobacterium sp. PYR-1 (M. PYR-1) d'aprés Kelley et
al., 1993), Pasteurella sp. IFA (Past. IFA) d'aprés Sepic et al., 1998), Pseudomonas alcaligenes PA-10
(P.a. PA-1) d'apres Gordon and Dobson, 2001) et Mycobacterium sp. KR20 (M. KR20) d'apres
Rehmann et al., 2001).

3.1.4.4. Cas du pyrene

Le pyréene est considéré comme un HAP de haut poids moléculaire, cependant certaines
bactéries sont capables de le dégrader entierement comvhgobacterium vanbaalenii
PYR-1 ouMycobacterium flavescengrFigure 24. Les intermédiaires réactionnels sont

nombreux et consistent a nouveau en alcools, acides et aldéhydes.
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Figure 24 : Voies de dégradation du pyréne par Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (M. v. PYR-1)
d'aprés Kim et al., 2007 et Mycobacterium flavescens (M. fla.) d'aprés Dean-Ross and Cerniglia, 1996

3.1.5. Conclusion

La biodégradation est influencée par de nombreux facteurs qui englobent les propriétés

physico-chimiques des composés eux-mémes, les conditions du milieu (parametres

environnementaux et composition du milieu), ainsi que la communauté microbienne
présente. Les influences de ces différents paramétres peuvent interagir et avoir des effets
contraires ou combinés sur la biodisponibilité qui ne sont pas représentés lors de la

biodégradation d’un seul HAP par une seule souche bactérienne ou une espéce fongique.

56



Partie | : Synthese bibliographique

Cependant ces études ont permis de déterminer les chemins de dégradation de différents
HAP par différentes souches ou espéces de microorganisme a travers l'indentification de
produits finaux de dégradation et intermédiaires réactionnels. En considérant seulement
une seule molécule et une seule souche, ces produits et intermédiaires sont trés nhombreux
et sont constitués majoritairement de composés de types cétones et alcools. Il est bien
évident que dans le cas d’'un sol contaminé, la variété de HAP et de micrsongan
présents est tres importante. Il en va de méme pour les différents constituants présents
dans le sol (minéraux, contaminant, composés organiques, ...) ce qui peut rendre difficile

l'interprétation des résultats obtenus.
3.2.  Les processus de transformations abiotiques des HAP

3.2.1. Introduction

Dans un contexte ’'dtténuation naturelle plusieurs types de processus peuvent
intervenir dans la transformation et la dégradation des composés organiques et notamment
des HAP. Comme il a été vu précédemment, lorsque les microorganismes sont responsables
de ces transformations, il est question de biodégradation primaire ou biotransformation au
cours desquelles les composés sont incorporés intégralement ou partiellement dans le
matériel cellulaire ou encore utilisé en tagque source d’énergie.

Toutefois, en parallele de ces processus biologiques, des processus abiotiques peuvent
également conduire a la transformation des composés organiques dans les solst(&limj
2007). Ces transformations abiotiques sont principalement associées a quatre processus :

- I'hydrolyse

- l'oxydation

- laréduction

- la dégradation photochimique

La réaction diydrolyse est une altération chimique directe avec I'eau au cours de
laquelle un groupement hydroxyle remplace un autre groupement chimique. Toutefois, la
grande majorité des composés présents dans les sols contaminés notamment par des

hydrocarbures (alcanes, alcénes, benzenes, biphényls, composés polyaromatiques, alcools,
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BN

esters et cétones) sont tres souvent inertes face a I'hydrolySenj(et al., 2007).
L’implication de la réaction d’hydrolyse dans les processus de transformation abiotique des
HAP sera donc considérée comme mineure et négligeable.

L’oxydation est un processus chimique dans lequel une molécule déficiente en électron
(oxydant) accepte des électrons d’'un composé qui sera ainsi oxydé. Ce processus de
transformation abiotique est le plus important dans les sols (Lundstedt, 2003) et il sera donc
développé par la suite.

La réduction, a linverse de l'oxydation, fait intervenun transfert d’électron d'un
donneur (le réducteur) au composé a réduire. Les réactions de réduction ont lieu dans des
systemes anoxigues comme les boues d’épuration, des systemes biologiques anaérobiques,
des sols saturés, des sédiments anoxiques... (&ingl, 2007). La majorité des sols
contaminés ne se trouvant pas en conditions réductrices, ce type de réaction peut étre
également considéré comme négligeable dans le cadre de ce travail.

La dégradation photochimiqueest une transformation chimique due aux interactions
avec les rayons solaires. C’est un processus de surface non négligeable, qui peut générer, de
facon directe ou indirecte, des molécules intervenant dans les réactions d’oxydation
(Lundstedt, 2003).

En plus de ces processus, des phénoménes plus complexes et moins bien compris sont
egalement susceptibles de jouer un réle lors de la transformation abiotique des HAP et

seront également traitésla condensationet la catalyse
3.2.2. Loxydation

Différents types d’oxydant se retrouvent dans I'eowinement en suffisamment
grande quantité et peuvent réagir rapidement avec les molécules organiques:
- Des radicaux oxygénés notamment hydroxyles§HO
- L'oxygéne singulet®,)
- L'ozone (Q
La plupart d’entre eux peuvent étre générés lors de transformatiphnstochimiques
naturelles ou par leur ajout en excés dans des traitements de dépollution de terres

contaminées.
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3.2.2.1. Les radicaux hydroxyles

Les réactions d’oxydation impliquant des radicaux hydroxyles ont été largement étudiées

du fait de leurs utilisation$réquentes dans le cadre de traitements de dépollution. C’est

dans les années 70, que différentes méthodes de traitement faisant appel a I'oxydation ont

commencé a étre utilisées. Ces procédés d’oxydation, appelés AOP ou Advanced Oxidation

Processes, sont utilisés en particulier pour le traitement des eaux usées et des boues. En

fonction du traitement, les radicaux hydroxyles peuvent étre générés de différentes fagons :

oxydation chimique impliquant le peroxyde d’hydrogene, I'ozone, ces deux réactifs
combirés ou encore lI'agent Fenton (qui consiste en une décomposition du peroxyde
d’hydrogéne catalysés par du'fFéLeeet al., 2001 ; Lundstedt et aR006),

radiation (UV, rayons !, faisceau électronique, ultrasons) (Legtial, 1993),
combinaison d’oxgation chimique et de radiation (Legriei al., 1993),

photocatalyse UV et du dioxyde de titane (Legeinal, 1993).

Une fois formé, le radical hydroxyle intervient dans différentes réactibigsi(e 25.

(a) Transfert d'un atome d'hydrogene

HOY+H— C———> H,0 + YC—

(b) Addition a une double liaison

o\ / \ /.
HOY+ C=—C —> HOC—CY
/ \ / \

(c) Addition a un noyau aromatique

HOY+© —> @
<

HO H

Figure 25 Les différentes réactions d’oxydation impliquant un radical hydroxyle

3.2.2.2.L’'0zone

L'ozonation a été particulierement étudiée dans le cadre de traitement des eaux usées et

potables. En effet, 'ozone étant un oxydant tres puissant, il permet I'élimination de
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composeés organiques. Il détruit également les microorganismes pathogenes et les algues et
permet ainsi une désinfection efficace de I'eau (Shammas and Wang, 2005).

D’autres études portent également sur le devenir de poses organiques émis dans
'atmosphére, tels que les HAP. Ces molécules subissent les effets combinés des radiations
solaires et de la présence de gaz réactifs (dont notamment I'ozone), entrainant leur
dégradation (Koeber et al., 1997 ; Reisen and Arey, 2002).

Les réactions directes d’ozonation des molécules organiques peut impliquer différents
mécanismes (Rast al., 2006) :

- rupture d’'une double liaison, entrainant la formation d’aldéhydes et de cétones

- ajout d'un atome d’oxygéene dans un noyau benzénique

- transformation d’alcools en acides carboxyliques

Méme si en contexte naturel, la réaction d’ozonation directe reste un processus mineur
d’oxydation, I'ozone comptéenu de ses propriétés de décomposition en milieu agqueux (en
milieu neutre a basique) conduisant a la formation de nombreux radicaux hydroxyles tres
réactifs (Shammas and Wang, 2005; Rayl., 2006) peut étre utilisé pour effectuer des
traitements de dépollution de sols contaminés par des molécules organiques (Rivas, 2006).
Toutefois, I'ozondon en tant que traitement de dépollution est rarement utilisée car (i) son
codt est relativement éleve, et (ii) son efficacité peut étre limitée suivant les propriétés du
sol. En effet, la réaction d’'ozonation n’est pas sélective aux contaminants ouganiiplés
et rentre en compétition avec la matiére organique du sol, notamment dans le cas ou les
contaminants sont faiblement disponibles.

En dehors d’'un contexte de traitement de dépollution, I'ozonation reste une réaction peu
intense dans un sol et it’est donc pas nécessaire de la considérer dans un contexte

d’'atténuation naturelle.

3.2.2.3.Loxygene singulet et la photodégradation
Parmi les oxydants pouvant intervenir en contexte naturel figure I'oxygéne singulet. La
molécule d’oxygéne & I'état fondamentsé trouve dans un état triplelO, c'est-a-dire que
ses deux électrons non appariés ont leurs spins paralleles (Figure 26). Avec un apport
d’énergie (élévation de température ou radiation par exemple), I'oxygéni&cataire passe

de I'état fondamental & I'état excité pour former 'oxygéne singd@t dans lequel les deux
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électrons ont leurs spins antiparalleles. Il existe deux états singulets pour I'oxygéne. Celui de
plus forte énergie™; voit ses deux électrons de spin antiparalléles dans deux orbitales
différentes. Le passage de I'état fondamental a I'état singa'lég nécessite un apport
d’énergie de 37,5 kcal.mbiFooteet al., 1995). La durée de vie de cet état est extrémement
courte, aussi les réactions faisant intervenir I'oxygene singulet sont attribuables a I'état de
plus faible énergié#g. Les deux électrons externes occupent la méme orbitale, l'autre étant
disponible pour une addition sur des régions riches en électroaspdssage de I'état
fondamental’0, & I'état singulet'#, nécessite un apport d’énergie de 22,5 kcal.in(foote

et al., 1995). Par la suite, 'oxygéne singt@tfera référence a cet été#g.

Orbitales
E (kcal.molt) ¢ F

375+ [ £ Etat singulet 3! *,

225+ [ [ Etat singulet |
Etat fondamental

o [ M = Etat triplet 20,

Figure 26 : Les différents ésa¢nergétiques de I'oxygéne moléculaire

L’'oxygene singulet dans [I'environnement est principalement formé par voie
photochimique. Il s’agit d’'un transfert d’énergie a partir d'un sensibilisateur (en anglais
« sensitizer) a I'état excité. Le sensibilisateur va absorber la lumiere et étre converti a I'état
excité (*). Il se produit alors un transfert d’énergie du sensibilisateur a I'oxygéne, formant
ainsi un oxygene singulet et régénérant le sensibilisateur (Febtd, 1995). La formation
photochimique @ I'oxygene singulet peut étre résumée par la réactiedessous :

Equation 8 Sensibilisateur + h$ %Bensibilisateur*

Equation 9 Sensibilisateur* + @ Sensibilisateur 0,

Parmi les sensibiliseurs pouvant étre a l'origine de la formation d’oxygene singulet
figurent les porphyrines, les flavines, les polyacetylenes, les aldéhydes; légs@nolécules
polyaromatiques comme l'acridine, la benzophénone et-kc@tonaphthone (Footet al,
1995) et les HAP (Kochany and Maguire, 1994) ainsi que les substances humiques (Neilson

and Allard, 2008).

61



Partie | : Synthese bibliographique

Les reactions photochimiques sont des processus importants dans les réactions
atmosphériques, dans les zones terrestres soumises a de forts ensoleillements comme
peuvent I'étre la surface des sols, et dans les systéemes aquatiques contenant des substances
pouvant absorber les UV comme les acides humiques et fulviques (Neilson and Allard, 2008).
Le processus photochimique conduit a la formation de nouvelles molécules par
transformations telles que l'isomérisation, les ruptures de liaison, des réarrangements ou
des réactions chimiques intermoléculaires (Ragl., 2006).

La dégradation photochimiqgue des HAP, seule (David and Boule, 1993; Kochany and
Maguire, 1994; Barba®t al., 1996; Mallakinet al, 2000), ou associée aux réactifs
précédents (Legriret al, 1993; Rivast al., 2000) a été largement étudiée.

Selon Zander (dans Kochany and Maguire, 1994), Rivas. (2000) et Barbas et al.
(1996), la photgydation des HAP implique un transfert d’énergie de I'état triplet d’'un
composé aromatique a une molécule d’oxygéene, produisant ainsi un oxygene singulet. Cet
oxygene singulet va alors réagir avec le composé aromatique pour former des peroxydes et
des quinones. Le HAP joue alors un role de sensibilisateur, évoqué précédemment. Le

processus peut étre résumé selon les réactions suivantes :

Equation 10 'HAP (état stable) + h$ %IAP* (état singulet excité)
Equation 11 HAP* %°HAP* (état triplet excité)

Equation 12 *HAP* £0,% HAP +0O,*

Equation 13 'HAP +0,* % HARperoxydes et HAP-quinones

Rivas et al (2000) ajoutent qu’une réaction directe d'un HAP avec une molécule
d’oxygéene conduit également a la formation de peroxydes et de quinones.
Les peroxydes formés peuvent alors se décomposer et initier une réaction radicalaire en

chaine (cf.3.2.2.4)).

3.2.2.4.’auto-oxydation
Le dioxygéne (£) gazeux est I'agent oxydant le plus ubiquiste et disponible que I'on
trouve dans I'environnement. Il réagit aisément avec de nombreuses molécules organiques a
température ambiante ou a des températures proches. Ce phénomene est appelé -'I'auto

oxydation' (autoxidation en anglais) ou oxydation spontanée.
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L’auto-oxydation peut avoir lieu via un grand nombre de mécanismes réactionnels. Le
plus important et le plus généralement décrit correspond a une réaction radicalaire en
chaine, impliquant des radicaux peroxydes et se propageant selon une chaine de réactions
(Footeet al, 1995).

Le produit initial de la réaction est un hydroperoxyde qui n’est souvent qu’un
intermédiaire métastable conduisant a la formation d’autres produits. La réagéut étre
résumee par trois étapes :

- une étape d'initiation qui conduit & la formation de radical (Rar exemple lors de

transformations photochimiques)

- la propagation de la réaction :

Equation 14 R+ Q % ROOY

Equation 15 R-OG- RH % ROOH + R
- et enfin la terminaison de la réaction :

Equation 16 2R-0@6 X
Equation 17 R-OG RF% Y
Equation 18 2P0 Z

La réaction d’auto-oxydation desalcanes a été mise en évidence par Faetral. (2003),
lors d’expérience d’oxydation a basse température en présence de smectite sdtfiguee
27). Apres l'étape d'initiation qui cwuit a la formation de radicaux peroxydes et
d’hydroperoxydes, soit la longueur de la chaine carbonée est préservée et des alcools et des
cétones sont formés, soit il y a rupture de chaine conduisant a la formation d’alcools et de
cétones de chaines pluurtes, et si la réaction se poursuit, d'acides carboxyliques et de

lactones.
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Figure 27 : Réactions d'auto-oxydation desicanes en présence de smectite (d'aprés Faure et al.,
2003)

3.2.3. La condensation

La condensation est un autre type de réactions qui concerne les HAP. Ce phénomene a
lieu & des températures élevées, lors de combustions ou de traitements thermiques. Il s’agit
d’'une augmentation de la masse moléculaire qui peut aller jusqu’a la formation de suies
(Richter and Howard, 2000Lette croissance peut avoir lieu en présence d’acétylehk. C
Ce mécanisme a haute température a été largement étudié, I'acétylene étant un gaz produit
aussi bien lors de combustion de difféerents types de fuel (Richter and Howard, 2000) que
lors des traitements thermiques de sols contaminés aux hydrocarbures (Batcalla 1996).

La réaction se produit par addition deHg et soustraction d’hydrogénéigure 28).
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Figure 28 Six exemples de croissance moléculaire de HAP par addition d’acétyléne selon Pope et al.,
2000

L'addition de radicaux libres sous forme gazeuse est également un mécanisme de
croissance moléculaire. La croissance d’hydrocarbures aromatiques a partada®ux
indénes dans des conditions pyrolytiques entre 650 et 850°C a été étudiée par Lu et
Mulholland (2001). La Figure 29 présente les voies réactionnelles proposées par les auteurs
suite a la détection des produits intermédiaires ou finaux (molécules encadrées dans la

Figure 29kt des calculs d’énergie thermodynamique.
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Figure 29 Mécanismes de croissance moléculaire de HAP a partir d'indene selon Lullaoithivtl
2001

Lewis (1980) a étudié les réactions se produisant lors de la pyrolyse du naphtaléne et de
'anthracene traités respectivement a 500°C pendant 50h et a 440°C pendant 5h. Le
traitement thermique de ces composés induit la formation d'une sée produits
polymériques. La premiere étape de la réaction serait la formation de radicaux libres
hautement réactifs (Figure 30a) par rupture de liaisons carbehgdrogene. Ces radicaux
peuvent alors subir une gbymérisation a travers des réactions d’addition et de
recombinaison (Figure 30b). Une deuxiéme étape de déshydrogénation conduit a la

formation de polyméres condensés (Figure 30c).

G G
2

920 Snde e
(@) (b) (c)

Figure 30 : Mécanisme de polymérisation thermique des hydrocarbures aromatiques proposés par
Lewis, 1980
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Ces résultats rejoignent les observations faites suite a des travaux réalisés sur des sols
contaminés aux HAP traités par désorption thermique. Un phénoméne de condensation des
composeés organiques a été mis en évidence lors du traitement thermique, durant lequel le

sol est chauffé a 100°C pendant 1h (Biaehal., 2008).
3.2.4. La catalyse

Les catalyseurs sont couramnieemployés lors de traitement de dépollution. L’agent
Fenton (Lundstedet al., 2006), utilisé pour traiter les sols contaminés par des polluants
organiques, est basé sur la décomposition catalytique du peroxyde d’hydrogéne paf’du Fe
selon la réaction suivante :

Equation 19 ¥D, + Fé* % YOH + OH + Pe

Les oxydes de titane, ou autres semi-conducteurs, sont également utilisés en tant que
catalyseurs lors de traitement photochimique d’eaux contaminées par des molécules
organiques (Legriret al, 1993; Rat al., 2006).

Risoulet al. (2005) ont étudié la pyrolyse du pyrene seul et associé a différentes phases
comme du sable et un sol non contaminé entre 500 et 1100°C. lls ont noté une
augmentation de la conversion du pyréne en HAP lourds et en suies lorsque celui-ci est
associé a du sable ou au sol ce qui suggere un effet catalytique d’une ou plusieurs phase
minérales dont la silice.

L'effet catalytique de l'argile a également été démontré lors de l'oxydation basse
température den-alcanes (Faure and Landais, 2000).

On peut donc supposer qu’en contexte d’atténuation naturelle, les diverses phases
minérales présentes dans un sol peuvent également jouer un réle catalytigue dans

différentes réactions.
3.2.5. les produits de dégradation abiotique des HAP

Quels que soient les mécanismes impliqués dans la dégradation abiotique des HAP,
gu’elle soit chimique ou photochimique, les produits de réactions obtenus sont similaires a

savoir des HAP oxygénés.
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Mallakinet al, (2000) ont etudiéd dégradation de I'anthracene sous rayonnement solaire
simulé en milieu aqueux. Apres 9h d’exposition, la majeure partie de I'anthracene a été
dégradé et plus de 20 produits de la photodégradation et des intermédiaires réactionnels
ont été détectés par HPLC-DAD (Figurg. Flarmi eux, I'anthraquinone, des hydrexy
dihydroxy- et trihydroxyanthraquinones, un hydroxynaphthaquinone, I'acide benzoique, des

benzaldéhydes et des phénols ont été formés (Figure 32).

Anthracéne
Anthraquinone
2,6-dihydoxy-
anthraquinone
Acide phthalique
Acide benzoique
Acide salicylique

Quantite molaire relative d'anthrac€ne
uonepelbapoloyd ap sunpoid
ap aANe[al alrejow a1uend

Duree d'exposition (heure)

Figure 31 : Cinétique de photo-oxydation de I'anthracene et de production depbdidgts d'apres
Mallakin et al., 2000

David et Boule (1993) ont également effectué une dégradation photochimique en milieu
aqueux, d’anthacéne et de phénanthrene adsorbés sur de la silice. lls identifient
respectivement I'anthraquinone, un dihydroxyanthracénet la phénanthrenequinone, un
phénanthrenol et un diphénanthenol comme produits de réaction apres analyses des
extraits par HPLC, GC-MS et RMN. Perraetlial. (2007) ont identifié des produits de
réaction d’ozonation sur l'anthracéne et le phénanthrene par-NEX lls retrouvent
également l'anthraquinone mais aussi I'anthrone comme produits de dégradation de
'anthracene, et des biginyl-dicarboxaldéhydes provenant de la dégradation du

phénanthréne.
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Figure 32 Chemin réactionnel de la photodégradation de I'anthracéne proposé par Mallakin et al.,
2000, avec pour (a) les hydroxyanthraquinones photostables, (b) les hydroxyanthraquinones
photolabiles et (c) les produits monoaromatiques

Rivas et al. (2000pnt étudié l'influence de différents traitements (UVgQJV/HO,,
H,O,/O3 et UV/Q) sur la dégradation de l'acénaphthyléne. A I'exception de quelques

composés, les mémes produits sont détectés parlV&&Ca l'issue des différents traitements
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des meéthyl et diméthyl-naphtalénes, des carboxaldéhydes, des cétones et diones, des
phénols et diols. Reisen et Arey (2002) ont travaillé sur les réactions de radicaux hydroxyles
et de l'ozone avec l'acénaphthéne et I'acénaphthylene. A nouveau, quel que soit le
traitement, les produits de réactions, détectés par GC-MS et API-MS, sont similaires a savoir
des aldéhydes, des cétones et des diones. L’identification de prodeitséaction de
'ozonation du benz(a)anthracén€igure 33) et du pyréne par GC-MS a été réalisée par Yao
et al.,, 1998a; Yaceet al, 1998b). Dans les deux cas, une quinzaine de produits a été
identifiée. Parmi eux figurent a nouveau des cétones, des quinones, des alcools, des acides.
Koeberet al. (1997)ont étudié la réaction d’ozonation du benzo(a)pyréne. Ici encore un
grand nombre de molécules résultant de la réaction a été identifié par GC-HRMS et APCI-LC-
MS, avec toujours des cétones, des quinones, des acides, des hydroquinones. La
phototransformation du benz(a)anthracéne a également été un sujet d’étude pour Bavid
Boule (1993). Les produits de dégradation détectés sont le 7,12-benz(a)anthraquinone et le
7,12-dihydroxybenz(a)anthracéne.

Ces auteurs ont proposé des chemins réactionnels pour ces transformations, basés le plus

souvent sur les produits de réaction identifiés ainsi que leur cinétique d’apparition.
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Figure 33 : Voie réactionnelle de la dégradation du benzo(a)anthracéne par ozonation proposée par
Yao et al., 1998a

Si des chemins réactionnels sont proposés pour des réactions ayant lieu en conditions
contrblées avec des réactifs de nature et de quantité connues, les réactions de dégradation
qui ont lieu en milieu naturel, comme dans un sol, ne sont pas élucidées. Les nombreux
facteurs qui influencent les réactions, comme les différents réactifs en jeu ou les interactions
possibles entre les constituants et les organismes présents sont wélsegt difficile de
déterminer la contribution de chacun des phénomenes. Il est donc nécessaire de travailler
sur des matériaux plus complexes que des molécules isolées mais en s’affranchissant de

l'influence d’autres facteurs et en particulier I'act&itles microorganismes.

3.3. Conclusion

Qu'il s’agisse de biodégradation ou d’oxydation abiotique des HAP, de nombreux produits

de dégradation sont formés. Ce sont dans les deux cas des HAP oxygénés, avec des fonctions
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cétones, aldéhydes, alcools ou acides. Dans la littérature, les travaux sont abordeés
majoritairement de deux facons. S'il s’agit de I'étude d’un systeme complexe, comme les sols
ou sédiments, dans la majorité des cas, seuls les composés réglementaires sont suivis, sans
considérer la formation degroduits de dégradation. Dans le cas d’étude de systeme simple,
avec un nombre de composeés étudiés limité, 'approche est plus exhaustive et tient souvent
compte des autres produits formés au cours de la dégradation des HAP. Il est donc
nécessaire de cougr ces deux approches afin d’avoir une vision la plus compléte sur

'impact des différents processus étudiés.
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PARTIE Il :dHANTILLONS

ET METHODES ANALYTIQUES

1. LES ECANTILLONS

Différents échantillons ont été étudiés au cours de ce travail. Une partie provient du
dispositif expérimental du GISFI et ont été soumis in-situ aux différents processus
intervenant lors de l'atténuation naturelle, pour différentes durées qui correspondent aux
différents prélevements effectués. Une seconde partie des échantillons consiste en matrice
choisie dans le but d’étudier de fagcon spécifique deux processus intervenants au cours de
latténuation naturelle: la biodégradation et I'oxydation abiotique. Ces matrices ont
également été testées pour leurs propriétés de rétention vis-a-vis des métaux, en particulier

du cuivre.
1.1. Echantillons des parcelles lysimétriques

Dans le cadre du GISFI, un dispositif de parcelles lysimétriques a été mis en place au cours
de I'été 2005 sur le site de I'ancienne cokerie de Homécduguge 1).

Il est constitué de 24 parcelles lysimétriques de 6m2et de 50cmde profondeur chacune
contenant des terres multi polluées (a la fois par des hydrocarbures et des métaux) avant et

apres traitement par désorption thermique.

93



Partie Il : Echantillons et méthodes analytiques

Figure 1 : Photographie du dispositif des parcelles lysimétriques prise sur le site de la station
expérimentale du GISFI & Homécourt (54)

Différentes modalités, selon la végétation mise en place, ont été realisées (Figure 2)

T
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0J

TN| Terre Nue non traitee

Terre non traitee
avec vegetation spontanee
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l Terre traitee par thermodesorption
Plantee avec Medicago sativa (luzerne)

- -

Terre non traitee
plantee avec Thlaspi caerulescens

M
]

Figure 2 : Plan du dispositif expérimental des parcelles lysimétriques

Au printemps et a 'automne de chaque année, depuis la mise en place du dispositif, six
prélevements sur une profondeuretiviron 50cm ont été réalisés a la tariere, a différents
endroits de chaque parcelle. Ces prélevements ont été rassemblés, homogénéisés puis
tamisés a 4 mm sur le site.

Les échantillons ont ensuite été placés dans des flacons en verre et stockés a -18°C avant

analyses.
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1.2. Echantillons choisis pour les expériences en laboratoire

Plusieurs matrices ont été sélectionnées dans le but de représenter les différentes phases
organiques présentes dans un sol de cokerie. Un charbon et un coke, ainsi que du goudron
de houille, principal sous-produit de la transformation du charbon en coke ont été retenus.
Nous avons également choisi de travailler sur du bitume routier. Ce matériau, n’est
généralement pas considéré comme source de contaminant organique (son omniprésence
dans les réseaux routiers en est la preuve) mais peut jouer un rble important dans
I'évolution d'un sol de cokerie puisque les sites ont été en partie recouvert de bitume
routier. Sa constitution exclusivement organique contribue donc a I'évolution datesnps
du compartiment organique des sols de cokerie. Des composés modeéles (HAP a trois et
quatre cycles) ont été choisis et enfin un sol réel qui intégre toute la complexité du milieu
étudié. Ainsi, le choix de ces matrices en plus, bien sir d’étr@septatif de la composante
organique de sol d’ancienne cokerie, permet d’avoir un gradient de complexité croissante
allant de systémes simples (molécules modeles) jusqu’au soFiger¢ 3) :

- Les composés modéles sont identifiables et quantifiable par les couplages classiques

de chromatographie en phase gazeuse (GC).

- Le goudron de houille et le bitume routier, tous deux intégralement solubles dans les
solvants organiques (dichlorométhane -DCM) présentent une fraction analysable par
GC mais une autre plus complexe (forte polarité et/ou masse moléculaire trop
importante).

- Le charbon qui, comme le goudron et le bitume présente deux fractions extractibles
au solvant mais également une fraction organique insoluble (kérogematiere
organique insoluble MOI)

- Le sol dont la répartition de la composante organique est similaire au charbon
(fraction organique soluble et insoluble) mais auquel s’ajoute également une fraction

minérale complexe.
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Figure 3 : Evolution de la complexité des matrices sélectionnées pour les études expérimentales.

1.2.1. Les HAP purs

Deux couples de HAP purs ont été seélectionnés pour les expériences d’oxydation
abiotique et de biodégradationle phénanthréne et I'anthracéne, le fluoranth@ret le
pyréne. Ces deux couples d’'isomeres présentent des propriétés différehaddetu 1) et
sont susceptibles de réagir de facons distinctes s’ils sont soumis a l'un ou l'autre des
processus testés.

Pour I'expérience de biodégradation, les HAP ont été répandus sur de la silice afin d’offrir
une meilleure surface de contact. La dispersion des HAP a été réalisé comme suit : des
solutions, dont la concentration de chaque HAP est de 10my.omit été préparées dans le
DCM pour chaque couple de HAP (une solution pour le couple phénanthréne + anthracéne
et une solution pour le couple fluoranthene+pyréne).

Pour chaque couple, 10 flacons, contenant 20g de silice chacun, ont été préparés en les
complétant avec 50 mL deolution. Le DCM a été ensuite totalement évaporé a l'air libre,

sous hotte.
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Tableau 1 : Structure, masse moléculaire, solubilité aqueuse et pression de vapeur des 4 HAP utilisé
lors des expériences d'incubation

. . Solubilité Pression de
Masse moléculaire )
aqueuse (mg:H vapeur (Pa)

Phénanthrene 178 1,1 2.102
Anthracene 178 0,045 1.103

Fluoranthéne 202 0,26 1,2.1083

Pyrene Q‘O 202 0,13 6.104

1.2.2. Matrices complexes

1.2.2.1. Le goudron de houille

Le goudron de houille utilisé lors de nos expériences provient du centre de pyrolyse de
Marienau (Moselle, France).

Il s’agit d’'un sougproduit de cokéfaction qui se présente sous forme de liquide visqueux
ou de pate en fonction de son degré d’altération. Il est constitué en majorité par un mélange
de HAP, de bas poids moléculaires, et peut également contenir des hétéroatomes,
notamment des azaarénes, en quantité importante. Le goudron de houille est en grande
partie responsable des fortes teneurs en HAP retrouve dans les sols de cokerieefLaithy
1994). Cette matrice présente des teneurs élevée en carbone organique (COT : ~ 90%) et est
totalement soluble dans le DCM (Tableau 2).

Lors de certaines expériences (oxydation et biodégradation), le goudron de houille n'a pas
ete utilisé pur mais a été dispersé de facon homogéne sur de la silice pour optimiser les
surfaces de contact et de diluer les teneurs en MO et en HAP pour nos expériences. Pour ce
faire, le goudron de houille a été dilué a I'aide d'une petite quantité de DCM. Les grains de

silice préalablement extraits au DCM pour éliminer toutes traces éventuelles de pollution,
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ont été ensuite immergés dans ce meélange. Une fois le DCM évaporé, le goudron de houille
forme un enrobage autour des grains de silice. La proportion de goudron de houille dans ce

mélange est de 4,8%.

1.2.2.2. Le bitume routier

Comme le goudron de houille, la fraction organique du bitume routier est totalement
soluble dans le DCM. (Tableau 2). La charge minérale, apres extraction au DCM, est en effet
dépourvue de carbone organique. Cet échantillon a été sélectionné car il présente les
mémes propriétés physiques que le goudron de houille mais une composition chimique tres
différente. En effet le goudron de houille est majoritairement composé par des molécules
aromatiques alors que la MOE du bitume routier présente plutdt une signature pétroliere,
dominée par la fraction aliphatique.

De la méme facon que pour le goudron de houille, dans certain cas (biodégradation), des
grains de silice ont été enrobé avec du bitume routier. Celui-ci a été préalablement solubilisé
avec du DCM a l'aide de 'ASE 260 4.1.2.3)L’extrait obtenu a été dispersé sur de la silice
de la méme facon que le goudron de houille (cf.1.2)211a proportion d’extrait de bitume

routier dans le mélange obtenu est de 3,5%.

Tableau 2 : COT, MOE et proportion de MOE sur silice du goudron de houille et du bitume routier

COT MOE % sur enrobage MOE apres
silice enrobage
Goudron de
90,6% = 0,0 100% 4,8% 70 %
houille
Bitume routier 4,9% £ 0,00 59% +1,1 3,5% 72%

1.2.2.3 Le charbon
Le charbon utilisé dans nos expériences provient de Merlebach (Moselle, Frihacédé
broyé de facon a obtenir des grains de taille inférieure a 40um afin une fois de plus
d’optimiser les surfaces de contact.
Le charbon, comme le goudron de houille peut représr une fraction importante d’'un

sol de cokerie, méme si son influence est souvent négligée (Luthy et al., 1994). Comme les
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matrices précédentes, le charbon présente des teneurs en carbone organique importantes,
cependant la proportion de la matiére organique extractible (MOE) reste faible (Tableau 3).
La majorité de I'échantillon est donc constitué de matiere organiqgue non extractible

(kérogéne).

1.2.2.4. Le coke
Le coke utilisé provient du centre de pyrolyse de Marienau (Moselle, France). Comme le
charbon, il a été broyé finement et tamisé a 40um. Il est totalement insoluble dans les

solvants organiques. (Tableau 3).

Tableau 3 : COT, MOE et surface spécifique du charbon et du coke

COoT MOE Surface spécifique
Charbon 76,2% + 0,2 4,2% + 0,4 3,5 m2.g'+ 0,5
Coke 86,6% £ 0,1 < 0,001% 9,8 mz.gli 0,5

1.2.2.5. Le sol de Homécourt
Cet échantillon a été prélevé sur la friche industrielle de Homécourt (Meurthe et Moselle,
France) qui a abrité deux cokeries successives. Il est contaminé a la fois par des éléments
meétalliques et des composés organiques. Il présente des teneurs particulierement élevée en
plomb et en zinc (Tableau 5). Il posséde évidemment une phase minérale, qui est
majoritairement constitué d’oxydes et d’hydroxydes de fers, de carbonates de calcium et de
magnésium (Figure 4, Tableau 4). Des phases argileuses sont également présentent bien

gu’elles ne soient pas majoritaires
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Figure 4 : Photo au MEB de particules de sol de Homécourt (grossissement 800x)
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Tableau 4 : Indentification des objets numérotés de la Figure 4

N° sur Identification
Figure 4

1 Al=Si, (peuétre kaolinite) Oxyde de Fer, et un peu d’apatitg(Ea),

2, 3, 5 lllite/Smectite et oxy-hydroxyde de fer ou oxyde de fer

4 Feldspath calcique (anorthite, illite/smectite et oxyde de fer)

6 lllite/smectite (70% illite-30% smectite)

7 Oxyde de fer et smectite en dessous + calcite.

8 Smectite en dessous + calcite

9 Matiere organique, essentiellement carbone, avec présence smectite/illite, o
de fer. Soufre associé a la MO.

10 Beaucoup de matiere organique (C), Oxyde de fer, smectite et phospha
plomb.

11 Matiere organique (Carbone)

12 Calcite— oxyde de fer (Ca, C, Fe et O) et smectite/illite, traces de phospha
soufre (sulfures ou sulfates).

13 Oxyde de fer principalement avec présence de calcite et d’illite/chlorite

Les teneurs en COT ainsi qu’en MOab(eau 5) sont relativement élevées, du fait de la

présence de phases organiques présentées précédemment.

Tableau 5 : Teneurs en COT, MEO et en certains métaux dans le sol de la cokerie de Homécourt

CoT

MOE FeO; Cu Zn Pb

10,0% + 0,1 42%+0,2  24,3% 498 mg.kg 511 mgkd 246 mg.kd

2. PLAN DES EXPERIENCES ET ANALYSES

Difféerents traitements et techniques analytiques ont été utilisés dansbué de

caractériser le plus finement possible le compartiment organique des différents échantillons

présentés ci-dessus. Ceux-ci sont représentés dans la (Figure 5).
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Différentes expériences en laboratoire ont été réalisdess expériences d’oxydation et
de biodégradation seront présentées de maniere plus précise dans la partie IV et les
expériences de sorption du cuivre seront détaillées dans la partie V. La suite de ce chapitre a

pour but de décrire les différents traitements et analyses utilisés.

3. PRETRAITEMENT DES ECHANTILLONS

3.1. Détermination de la teneur en eau et lyophilisation

La détermination de la teneur en eau se fait par différence de masse des échantillons,
avant et aprés lyophilisation.

La lyophilisation permetl’élimination de I'eau contenue dans un échantillon par
sublimation. Les différentes étapes sont reportées dans la FigureTodit d’abord
'échantillon contenant I'eau liquide (1.) est congelé (2.). Lors de lahiysgtion la
température est maintenue inférieure a 0°C et la pression est diminuée a 0,1 mbar,
permettant ainsi la sublimation de I'eau contenue dans I'échantillon (3.) qui passe donc de la
phase solide a la phase vapeur. La vapeur d’'eau est ensuitedecsée au niveau du
serpentin du lyophilisateur dont la température est maintenue a -55°C. Une fois que toute la
glace a été éliminée de I'échantillon, la température de I'échantillon augmente jusqu’a
température ambiante (4.) Le cycle de lyophilisatiemting, I'échantillon sec est & nouveau

ameneé a pression atmosphérique (1.)
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Figure 6 : Diagramme de phase (pression-température) de I'eau avec les différentes étapes subi par
I'échantillon lors de la lyophilisation

3.2. Tamisage et broyage

Une fois sec, les échantillons sont tamisés a 2 mm a l'aide d’un tamis en acier inoxydable.
La fraction de I'échantillon supérieure a 2mm n’est pas analysée. La fraction inférieure a
2mm est broyée a l'aide d’un pilon et d’'un mortier en agate jusqu’a obtenir une poudre
homogene dont les grains sont inférieures a 500um. Cette étape, en plus d’homogénéiser
'échantillon, permet d'augmenter la surface de contact entre les grains et le solvant

permettant ainsi un meilleur rendement d’extraction.

Parla suite, deux séries d’extraction ont été réalisées en parallele, une série qualitative
dédiée a la caractérisation des différentes fractions de la MOE, et la seconde consacrée aux

analyses quantitatives permettant le dosage des HAP.
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4. EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT DE LA MATIERE ORGANIQUE EXTRACTIBLI

4.1. Extraction de la matiere organique extractible (MOE) de

I’échantillon

Les échantillons de sol prélevés contiennent de la MO (une fraction extraetible
solvant : MOE, et une fraction non extractible) et également une fraction minérale. Dans le
but d’analyser le compartiment organique extractible (MOE), il est nécessaire de procéder a

une extraction.

4.1.1. Pmcipe

L'extraction est faite par un Extracteur Dionex ASE 200 (Figure 7). Les températures et les
pressions élevées lors de I'extraction permettent de maintenir le solvant a I'état liquide et
d'augmenter la vitesse de dissolution des composés organiques.

L'appareil comporte une cellule d'extraction en acier reliée a un systeme de chauffage et
de pompes controlées électroniguement. Le maintien des conditions de température et de

pression est ainsi assuré. L'appareil est entierement automatise.

10t
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Figure 7 : Schéma de fonctionnement de I'extracteur automatique Dionex ASE 200

L'extraction a lieu selon les étapes suivantes:

- Dépbt et pesée de I'échantillon dans la cellule.

- Chargement automatique de I'échantillon dans le systeme.

- Remplissage de la cellule avec solvant et pressurisation.

- Chauffage de la cellule.

- Extraction en mode statique (pas de flux de solvant dans la cellule)

- Transfert de l'extrait vers le flacon de récupération et lavage de la cellule et des
tubulures a I'aide d'un petit volume de solvant propre.

- Purge du systéme a l'aide d'un flux de gaz pressurisé (azote).

- Retour de la cellule dans le carrousel.

Mise a part la premiére étape effectuée par l'utilisateur, toute I'extraction se fait de facon

automatique et programmeée.

4.1.2. Potocole

4.1.2.1. Pour analyses qualitatives (échantillons des parcelles GISFI)
Avant l'extraction, deux filtres en fibre de verre de porosité 0,7um sont placés a la base

de la cellule pour empécher le passage éventuel de particules d'échantillon dans le systéme.
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Le soufre moléculaire, souvent présent dans I'extrait organique peut impliquer des
problémes lors des analyses réalisées ultérieurement (important bruit de fond en GC-MS).
Pour I'éliminer, on introduit dans la cellule du cuivre en poudre préalablement lavé dans une
solution a 10% d'acide chlorhydrique. Il va se jpiicgl au cours de I'extraction la réaction
d'oxydoréduction suivante:

(Equation 1) 8 Eu 18 CuS

Du sulfate de sodium est également ajouté dans la cellule. Il permet I'élimination des
dernieres molécules d’eau pouvant subsister dans I'échantillon apres lyophilisation.

Deux filtres sont a nouveau placés dans la cellule, avant I'ajout de dalffentainebleau
qui, une fois mélangeé a I'échantillon, empéche la matrice solide de s’agglomérer favorisant
ainsi une bonne circulation du solvant.

Une premiére extraction est réalisée sans échantillons avec un mélange méthanol
(MeOH)/dichlorométhane(DCM) (1: 1; v) a 150°C et 130 bars, dans le but d’éliminer
toutes traces de contamination pouvant étre présentes dans la cellule ou dans les différents
réactifs ajoutés.

Une fois la cellule rincée, I'échantillon a extraire est ajouté et mélangé au.dadde
quantités d’échantillos ajoutés sont d’environ 20g pour I'échantillon thermodésorbé et de
12 g pour les échantillons non traités ce qui permet I'obtention d’'une centaine de mg de
MOE. La masse exacte d’échantillon a extraire est calculée pardeeddé de masse de la
cellule, avant et apres I'ajout de I'’échantillon. L’extraction est ensuite réalisée avec du DCM
a 130°C et 130 bars. Pour chaque échantillon, deux extractions, comportant deux cycles
chacune, sont réalisées.

Une fois récupérée, la MGdst concentrée par évaporation du DCM sous flux d'azote (7
psi), réalisée a I'aide d’'un évaporateur automatique Turbovap LV maintenu a 35°C.

La MOE est ensuite transférée dans des flacons en verre de 22mL, préalablement pesés,
puis séchée sous flux d’@eo Une fois le solvant évaporé, le flacon est a nouveau pesé avec

la MOE, permettant la détermination exacte de la quantité de MOE.

4.1.2.2. Pourd dosage des HAP (échantillons des parcelles GISFI)
Comme dans le cas des analyses qualitatives, les extractions ont également été réalisées

sur I’ASE 200.
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En plus des réactifs ajoutés dans la cellule pour la série d’extraction qualitative, du Florisil
est ajouté entre le sulfate de sodium et la deuxieme série de filtres. Le Florisil est un
mélange de silice et d'oxyde de magnésium utilisé pour préparer les d’échantillons avant
une analyse par chromatographie. Les molécules de grande taille et/ou fortement polaires
restent piégées ce qui permet une « purificatione I'échantillon a analyser en G4S.

Une étape d’extraction de la cellule avant ajout de I'échantillon est également réalisée
dans les mémes conditions que lors de la série qualitative.

Apres ringage, I'échantillon est introduit dans la cellule et mélangé au sable. La cellule est
ensuite extraite deux fois de suite au DCM a 100°C et 130 bars avec deux cycles par
extraction.

La MOE est ensuite concentrée par évaporation du DCM. Un échange solvant avec du
chloroforme est ensuite réalisé lorsqu’il ne reste que quelques millilitres de MOE dans le
DCM. L’extrait st jamais séché completement, ce qui limite la perte des composés légers
due a I'évaporation. Les extraits dans le chloroforme sont ensuite dilués dans 5 mL et 20 mL
de chloroforme a I'aide de fioles jaugées, respectivement pour les extraits des écmantill

de terre thermodésorbée et non traitées.

4.1.2.3. Pouranalyses quantitatives (échantillons des expériences en

laboratoire)

Les échantillons obtenus suite aux expériences d’incubation réalisées dlitiaus
contrdlées ont été extraits a l'aide de I'ASE 206nBx. Les conditions utilisées lors des
extractions d’échantillons issus des expériences d’incubation sont les mémes que lors des
extractions des échantillons des parcelles, dédiées aux analyses qualitatives (cf.4.1.2.1.).

Une fois la MOE extraite, les échantillons sont concentrés par évaporation du DCM.
L’extrait étant destiné a des analyses guantitatives, edlui’est jamais mis a sec afin de
limiter la perte des composeés légers par volatilisation. La MOE est ensuite diluée dans 20 mL
de DCM, un aliquote de 0,5mL est transvasé dans un pilulier pré-pesé, mis a sec puis pese,

dans le but de déterminer la quantité de MOE extraite.
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4.2.  Précipitation des asphalténes

4.2.1. Pincipe

Les asphalténes sont considérés comme étant des molécules de taille relativement
importante, constituées principalement d’atomes de C, H, N, S et O €Lialp 2009). Ces
composeés sont insolubles dans les solvants de typcanes comme la-heptane et len-
pentane. C'est cette propriété qui est utilisée yroles séparer du reste de la MOE,
composée de molécules de plus petites tailles de type hydrocarbures ou résines qui

constituent la fraction appelée malténes.

a.
b pentane € bcwm
Systime refrigerant
L) >
Filtre + fritte @
Filtre + fritte
Syst!me Systime
d’aspiration d’aspiration
pentane

Agitateur magnstique chauffant Malt'nes Asphaltines

Figure 8 : Schéma du dispositif utilisé lors des différentes étapes de la précipitation des asphalténes

4.2.2. Protocole

Une fois la masse exacte de MOE déterminée (~ 100mg), celle-ci est resolubilisée dans
guelques mL de DCM et transférée dans un ballon de 250mL. Le DCM est a nouveau évaporé
puis 100mL de pentane est ajouté au ballon. Celui-ci est placé sous une colonne réfrigérante
puis est mis a chauffer a une température voisine de I'ébullitiom-gentane (55°C) (Figure
8a.). Le solvant est agité a lI'aide d’'un barreau aimanté et @gitateur magnétique. Une

fois que le solvant commence a s’évaporer et que la premiere goutte est recondensée a la
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base de la colonne réfrigérante, I'agitation et la chauffe sont maintenues pendant 15
minutes. Cette étape permet la solubilisation des maltenes alors que les asphalténes restent
insolubles dans la-pentane.

L’échantillon est alors filtré sur un montage raccordé a un systéme d’aspiration et muni
d’'un fritté, recouvert d’'un filtre en fibre de verre préalablement pes&(re 8b.). Le ballon
et le dispositif sont alors rincés avec plusieurs volumes gentane jusqu’'a ce que le
solvant récupéré soit incolore. Les maltenes ont ainsi été collectés. Le flacon de récupération
est alors changé pour la récupération des asphaltenes (Figure 8c.). Ceux-ci étant solubles
dans le DCM, le systeme est rincé avec ce solvant. La masse d’asphalténes récupérés sur le
filtre qui n’ont pas été resolubilisés est déterminée papdsée du filtre sec.

Les malténes et asphalténes collectés respectivement dangpéntane et le DCM sont
transférés dans des flacons préalablement pesés puis séchés sous flux d’azote. Les flacons
contenant les malténes et asphaltenes secs sont a nouveau pesés ce qui permet la
détermination des quantités de malténes et d’asphaltenes (en prenant en compte

également la masse d’asphaltenes restés piégés dans le filtre) de la MOE.

4.3.  Chromatographie liquide sur phase solide

La MOE, ou les malténes dans le cas des échantillons provenant des parcelles GISFI, sont
constitués de plusieurs familles de composeés de polarités différentes :

- les hydrocarbures aliphatiques ou saturés qui sont apolaires,

- les hydrocarbures aromatiques qui sont de polarité intermédiaire,

- etles résines ou composés polaires qui, comme leur nom l'indique, sont polaires

4.3.1. Pmcipe

La chromatographie liquide sur phase solide a pour but de séparer ces différentbsgami
de composeés en jouant sur leur affinité pour la phase stationnaire et les différents solvants

élués.
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La phase stationnaire est constituée d'une fine poudre activée qui a la capacité
d’adsorber les molécules a sa surface. Plus la polarité des molécules est élevée, plus
fortement elles sont retenues par la phase stationnaire.

Dans un premier temps, la MOE ou le mélange est dissous dans un solvant apolaire et
élué dans la colonne avec ce méme solvant. Les molécules apolaires, qui ont le moins
d’affinité pour la phase stationnaire sont alors entrainées par la phase mobile (le sadvant)
collectées alors que les autres composés sont retenus sur la phase stationnaire. Des solvants
de polarité croissante sont ensuite injectés successivement dans la colonne, permettant la

récupération consécutive de composeés de plus en plus polaires.

La chromatographie sur phase solide se déroule selon deux étapes. Une premiere étape

est réalisée sur une colonne d’alumine et une seconde sur une colonne de silice.

4.3.2. Factionnement pour analyses qualitatives (échantillons parcelles
GISFI)

4.3.2.1. Factionnement sur alumine
Le fractionnement est réalisé sur une masse de maltenes entre 8 et 15mg. Ceux-ci sont
dilués dans quelques mL de DCM. Le volume correspondant a cette gamme de masses est
ensuite transféré dans un flacon préalablement pesé, puis a nouveau séché et pesé afin de

connaitre la masse exacte de maltenes sur laquelle le fractionnement sera réalisé.

La premiere étape consiste a séparer les molécules apolaires et faiblemenepalas
molécules plus polaires.

Les maltenes dissous dans quelques centaines de uL de DCM sont placés en téte de
colonne d’alumineKigure @.) puis élués avec du DCM jusqu’a ce que le solvant en sortie de
colonne soit incolore. Les fractions aliphatiques, aromatiques ainsi que les résines plus
légeres et les moins polaires sont ainsi collectée (Figure 9b.).

Un mélange MeOH/DCM (1:1, v:v) élué a travers la colonne permet ensuite la

récupération des résines plus polaires et de masses plus élevées Figure 9c.).
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Figure 9 : Schéma du déroulement du fractionnement sur alumine

4.3.2.2. Fractionnement sur silice

Cette étape permet la séparation des hydrocarbures aliphatiques, des hydrocarbures
aromatiques et des résines légeres constituant la premiéere fraction collectée lors du
fractionnement sur alumine.

Le mélange d’hydrocarbures et de résines légeres récupéré dans du DCM lors de I'étape
sur alumine est séché puis dissous dans 300uL de cyclohexane. Ce mélange est injecté en
téte de colonne d’alumineR{gure 10a.) puis élué avec 4,5mL de cyclohexane ce qui permet
de collecter les hydrocarbures aliphatiques (Figure 10b.). Un mélange cyclohexane/DCM (2 :
1, v: v) est ensuite injecté en téte de colonne, jusqu’a ce que le solvant en sortie de colonne
soit incolore. Cette étape permet la récupération des hydrocarbures aromatiques (Figure
10c.). Un mélange DCM/ MeOH (1 : 1, v : v) est ensuite injecté et les résines légeres sont
ensuite collectées dans le flacon contenant déja les résines lourdes obtenues lors du
fractionnement sur alumine (Figure 10d.).

Les trois fractions récupérées a I'issue du fractionnement sur silice sont ensuite séchées
et pesées, permettant la détermination de la proportion de chacune de ces familles de

composeés dans la MOE.
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Figure 10 : Schéma du déroulement du fractionnement sur silice
4.3.3. Fractionnement pour analyses quantitatives

Le but et le principe de cette étape sont les mémes que lors de I'analyse des échantillons
des parcelles (cf. 4.3.2.). Cependant le protocole differe legerement. Cela est di au fait que
ces fractions sont destinées a des analyses quantitatives. Il a donc été nécessaire de prendre
certaines précautions afin de limiter les pertes, en particulier des composés légers
principalement dues dévaporation. Pour ce faire, le cyclohexane a été remplacé par
I'heptane et les fractions ne sont jamais complétement séchées, ce qui nécessite une étape

supplémentaire d’échange solvant.

4.3.3.1 Fractionnement sur colonne d’alumine
Cette étape consiste a séparer les hydrocarbures et composés polaires légers, des
composés polaires lourds et des macromolécules polaires.
Le volume d’extrait correspondant a une masse de MOE de 12mg est prélevé. Le volume
de solvant est réduit a quelgues centaines de microlitres puis est fractionné sur colonne

d’alumine. Le protocole est semblable a celui décrit précédemmendt 8c2.1.). La premiére
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fraction récupérée contient les hydrocarbures et les composés polaires Iégers, la seconde
fraction contient les composés polaires lourds alors que les macromolécules polaires restent
piégées sur la colonne. Les fractions obtenues ne sont pas séchées mais juste reconcentrées

par évaporation des solvants sous flux d’azote.

4.3.3.2. Echange de solvant

La premiére fraction récupérée qui sera fractionnée lors de I'étape sur silice se trouve
donc concentrée dans du DCM. Cependant la premiere étape de fractionnement sur silice
nécessite l'utilisation d'un solvant de polarité inférieure dans le but de collecter les
hydrocarbures aliphatiques.

Pour cela une étape d’échange de solvants est nécessaire. Un volume de 4mL de
heptane est ajouté dans le flacon contenant la fraction diluée dans quelques centaines de
microlitres de DCM. Le mélange est a nouveau concentré sous fllote]'& température
d’ébullition du DCM (39°C) étant beaucoup plus faible que cellefteptane (98°C), le DCM
s’évaporera en premier. La fraction se retrouvera donc diluée dane-lieptane. Cette
étape est répétée deux fois afin qu’il ne reste aucuraeérde DCM dans le flacon et au final

la fraction est concentrée dans quelques centaines de microlitrestieptane.

4.3.3.3. Fractionnement sur silice

La fraction diluée dans le-heptane est ensuite éluée sur la colonne de silice avec 4,5mL
de ce solvant. La fraction aliphatique est ainsi récupérée. Ensuite un mélange n-heptane/
DCM (2: 1, v: v) est passé sur la colonne dans le but de collecter la fraction aromatique.
Enfin, un mélange DCM/MeOH (1 : 1, v : v) est €lué et les composés polaires Iégers obtenus
sont réunis avec les polaires lourds récupérés lors du fractionnement sur alumine.

Les trois fractions récupérées sont diluées dans 5 mln-tieptane (hydrocarbures
aliphatiques) et de DCM (hydrocarbures aromatiques et composés polaires). Un aliquote de
0,5mL de chacune d’entre elles est préleve et transvasé dans des piluliepepés. Une fois
le solvant évaporé, les piluliers sont pesés une nouvelle fois dans le but de déterminer la

proportion des différentes fractions.
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