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La premicre usine a gaz recensée en Europe a été construite en 1812 en Angleterre par la”
"London and Westminster Chartered Gas, Light and Coke Company" (Srivastava ef al.,
1994). En France, les divers procédés mis en ceuvre dans les usines a gaz et les cokeries ont
fonctionné de la fin du 19°™ siécle jusqu'en 1971, date de fermeture de la derniére usine
encore en activité.

Le procédé employé dans la majorité des usines est celui de la pyrogénation de la houille a
haute température (600-800°C). Les diverses étapes de production et de purification du gaz
générent des sous-produits dont bon nombre de composés constitutifs sont inscrits sur la liste
des polluants prioritaires de I'EPA (Agence américaine de Protection de 'Environnement).
Ces composés appartiennent a cinq classes de molécules: les composés inorganiques, les
métaux, les composés aromatiques volatils (benzéne, toluéne, xylénes,...), les composés
phénoliques et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP).

Au cours de la phase d'activité des usines & gaz, les sous-produits étaient valorisés, au niveau
des filieres de l'industrie chimique en particulier. Ainsi, les goudrons étaient utilisés pour le
traitement des bois de charpente, pour le goudronnage des routes ainsi que pour la fabrication
de colorants et de solvants (Vercamer ef al., 1996). Au démantélement des usines, des
quantités variables de goudrons et autres sous-produits sont restées dans des cuves de
stockage et ont pu, a la faveur d'une altération de leurs parois, provoquer des contaminations
importantes du sol. Cette contamination s'ajoute a celle, accidentelle ou chronique, résultant
de I’absence de législation environnementale & cette époque et de I’inexistence de
connaissances relatives au risque découlant de I’utilisation de ces substances.

11 existe ainsi, en France, plus de 800 sites ayant accueilli, au cours des 19°™ et 20°™ siécles,
des usines de production de gaz de ville. Une bonne partic de ces sites présente une

contamination des sols plus ou moins forte par les goudrons et les HAP.

Les HAP sont des molécules représentées par des cycles benzéniques (Figure 1). Ces

molécules sont pour la plupart peu hydrosolubles, peu volatiles et trés lipophiles (Tableau 1).

Certains HAP sont, de plus, suspectés avoir des-propriétés mutagénes et cancérogénes. Ces
propriétés sont dans certains cas avérées, comme pour le benzo[a]pyréne. L’élimination des
HAP est, de ce fait, considérée comme nécessaire lors de la mise en ceuvre de processus de

réhabilitation des sols de ces friches industrielles.
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Tableau 1 : Propriétés physico-chimiques des 16 HAP EPA (d'aprés MacKay et al., 1991).

ND, non disponible; Kow : coefficient de partage octanol-eau; Koc : coefficient d'adsorption

aux matiéres organiques.

Composé Nombre Masse Solubilité Pression de Log Log Demi-
de cycles moléculaire  dans l'eau vapeur Kow Koc  viedans
(ng/lda  (mPaa25°C) le sol (j)
25°C)

Naphtaléne 2 128,2 31000 10400 3,37 ND 70,8

Acénaphténe 3 154,2 3800 300 3,92 3,67 ND
Acénaphtyléne 3 152,2 3930 890 4,06 3,50 229,2
Fluoréne 3 166,2 1980 130 4,18 4,15 229,2
Phénanthréne 3 178,2 1210 20 4,50 4,28 2292
Anthracéne 3 178,2 75 1,25 4,45 4,24 2292
Fluoranthéne 4 202,3 250 64 5,20 4,65 708,3
Pyréne 4 202,3 130 0,9 4,88 4,81 708,3
Benzo(a)anthracéne 4 2283 13 0,0271 5,70 5,66 708,3
Chryséne 4 228,2 3,6 0,00057 5,61 4,89 708,3
Benzo(b)fluoranthéne 5 252,3 1,5 0,0212 6,50 5,70 708,3
Benzo(k)fluoranthéne 5 2523 0,81 0,0207 6,80 5,92 708,3
Benzo(a)pyréne 5 2523 0,38 0,00073 6,31 6,06 708,3

Indéno(123-cd)pyréne 6 276,3 0,26 0,000014 7,20 ND ND

Benzo(ghi)péryléne 6 276,3 0,05 0,0000026 ND ND ND
Dibenzo(ah)anthracéne 5 2784 0,6 0,000013 6,50 6,06 708,3

v
G
Naphthaléne Acénaphthyléne Acénaphthane Fluoréne
1282 ¢ 1522 g 1542 g 166.2 ¢

o5 &

Phénanthréne Anthracéne Fluoranthéne Pyréne
1782 g 178.2 g 2023 g 2023 g
C Sone
Benz[a)anthracene Chrysene Benzo{b]tiuoranthéne Benzo[k]fluoranthéne
228.3 g 228.3 g 2523 g 2523 g

o ¢
o oS W FE

Benzolalpyréne  Indéno[1,2,3-c.d]pyréne Benzo(g.h,ilpéryléne Dibenz(a.h]anthracéne
2523 ¢ 2763 g 276.3 g 2784 g

Figure 1 : Formule chimique et masse moléculaire des 16 HAP sélectionnés par I’ Agence
américaine de Protection de I’Environnement (EPA) comme polluants prioritaires pour leur

étude et leur élimination de 1’environnement.
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Les procédés de traitement des sols contaminés sont de nature physico-chimique ou
biologique. Le choix d’une ou plusieurs méthodes de traitement dépend de paramétres relatifs
au site, au matériau a traiter et aux objectifs de la réhabilitation. Dans le cas de sites de taille
réduite avec de petites quantités de matériaux fortement contaminés, les méthodes biologiques
sont le plus souvent délaissées au profit des méthodes thermiques comme la désorption
thermique. Ces méthodes sont efficientes et rapides, ce qui permet la mise en place d’unités
de traitement mobiles, qui du point de vue 1égal présentent peu de contraintes. Dans le cas de
grandes quantités de matériaux de niveaux de contamination variés, la stratégie de
réhabilitation préconise en général I’emploi de plusieurs méthodes, appliquées aprés un tri des
matériaux. Ainsi, les matériaux faiblement contaminés sont plutdt utilisés comme remblais,
les matériaux trés contaminés, présents en quantités réduites en général, sont traités par
désorption thermique soit sur site grce & une unité mobile, soit hors site. Les matériaux
présentant une contamination intermédiaire peuvent faire I’objet d’un bio-traitement.

Les méthodes biologiques font appel a la capacité d'auto épuration du milieu, mise en ceuvre
de fagon volontaire et fortement stimulée par I’apport éventuel de divers nutriments. La
phytoremédiation constitue un cas particulier de ces traitements biologiques.

A Torigine, dans le cadre de la réhabilitation des sites, la phytoremédiation a surtout été
appliquée au traitement de sols contaminés par des métaux lourds, grace & Iutilisation d’une
flore particuliére, dite hyperaccumulatrice, accumulant les métaux dans leur parties aériennes
a des concentrations pouvant aller jusqu’a 3% de la masse foliaire séche (Brooks et al., 1977;
Baker, 1981; Baker et al., 1994; Reeves et al., 1996; Schwartz, 1997).

L'utilisation des plantes et de leurs microorganismes associés, appelée phytodégradation, est,
dans le cadre général de la phytoremédiation, une nouvelle approche de la bioremédiation des
sols contaminés par des produits organiques. Cette méthode consiste & combiner la capacité
de certains microorganismes du sol & dégrader les polluants peu biodisponibles et récalcitrants
comme les HAP (Atlas, 1991; Késtner et al., 1994; Chaineau, 1995), et la capacité des plantes
a créer un habitat favorable au développement de ces microorganismes au niveau de leurs
racines [effet rhizosphére] (Hiltner, 1904). L’utilisation de plantes peut dans cette optique étre
envisagée postérieurement & la réalisation d’un bio-traitement classique, ou en tant que
complément du bio-traitement.

Les premiéres ¢études de phytotraitement de composés organiques purs, HAP ou non, ont
donné des résultats prometteurs (Aprill & Sims, 1990; Lee & Banks, 1993; Chalneau ef al.,
1997). Cependant, ceux-ci sont peu nombreux et paraissent difficilement transposables a

'échelle de la friche industrielle et 4 la réalité d'un sol industriel multi-contaminé, ou les
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polluants sont restés en contact pendant plusieurs décennies avec les constituants du sol. Les
mécanismes et I'efficacité de la phytoremédiation restent donc a mettre en évidence dans le
cas de sols du type ancienne usine a gaz.

Gaz de France est encore propriétaire de 467 sites d’anciennes usines a gaz, pour lesquels un
plan décennal de réhabilitation a été initié, en partenariat avec le Ministere de
I'Environnement frangais. Paralléelement a ce plan, Gaz de France a engagé des recherches sur
la caractérisation et le comportement des matiéres polluantes présentes sur les sites avec deux
objectifs : comment mieux qualifier les risques et mettre au point de nouvelles méthodes de
traitement.

L’étude de la faisabilité de la phytoremédiation, qui constitue I’objet des travaux décrits dans
ce mémoire, s’inscrit donc dans le cadre de la recherche de nouvelles méthodes de traitement,
prenant en compte les problémes de communication et d'acceptabilité sociale. D’autre part,
ces travaux ont pour objectif plus général la compréhension des mécanismes régissant le

devenir des HAP dans le systéme sol-plante.

Quatre paramétres (figure 2) doivent étre respectés pour assurer la réussite d’un
phytotraitement appliqué aux sols contaminés par des HAP : l'installation de plantes sur les
terres contaminées, la colonisation de ces terres par les racines, l'efficacité du systéme sol-
plante-microorganismes associés pour décontaminer et 1’absence de mobilisation et de
transport des polluants vers les eaux ou les plantes.

INSTALLATION
Nature de la contamination
Sensibilité/Tolérance

COLONISATION
Exploration
racinaire/pollution

DISSIPATION
Facteurs
Effet plante
Efficacité

MOBILITE

Transfert vers le végétal
Transfert vers les eaux

Figure 2 : Conditions gouvernant la mise en ceuvre d’un traitement des terres par

phytoremédiation.
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La colonisation végétale des terres est la condition préalable & la mise en place d'un
phytotraitement. L'étude de la phytotoxicité des HAP purs ainsi que des terres et goudrons
d'ancienne usine a gaz sur des espéces végétales cultivées et sauvages fait 'objet du chapitre
1. Ces travaux ont pour finalité l'identification de plantes particuliérement tolérantes aux
HAP. Le chapitre 1 présente ainsi un ensemble de tests culturaux visant a caractériser la
sensibilité des différentes phases de développement des plantes (germination, croissance
aérienne et racinaire) aux HAP ainsi que leurs facteurs limitants. L'analyse de la flore présente
naturellement sur les sites d'anciennes usines a gaz sert de base a ces études, tant par le choix
d'espéces sauvages que par la mise en évidence de mécanismes gouvernant l'expression de la
phytotoxicité ou de la tolérance. Les conséquences des résultats de ces tests sur la définition
du dispositif de traitement des terres et ses limites seront abordées a la fin de ce chapitre.

Le transfert de HAP du sol vers la plante par les racines ou vers les feuilles en provenance de
I'atmosphere constitue un risque éventuel de contamination de la chaine alimentaire. Dans le
cadre de la gestion des risques li€s aux polluants, des études de phytoextraction étaient donc
nécessaires. De plus, dans le cadre de I’évaluation de la méthode, il est intéressant d’étudier
dans quelle mesure la plante participe a la réhabilitation des sols contaminés. L'étude du
transfert de HAP vers les parties aériennes des végétaux, conduites a l'aide de molécules
marquées, et ses limites fait ainsi I'objet du chapitre 2.

L'influence de la plante sur le devenir des HAP dans le sol est le facteur clé¢ du
phytotraitement. Il comporte deux volets : la dissipation des HAP et la mobilisation et/ou le
transport par I'eau vers les nappes. Ces deux volets sont ainsi abordés au sein du chapitre 3.
Diverses échelles de travail nous ont permis d'envisager ces problématiques sous des angles
différents. La premiére partie du chapitre 3 fait état de la réalisation de dispositifs de
laboratoire, de taille réduite, placés en conditions contrdlées. Ces dispositifs optimisés ont
permis dans un premier temps de comparer les modalités de la dissipation des HAP dans les
terres agricoles artificiellement contaminées et dans les terres d'ancienne usine & gaz. Dans un
second temps, la réalisation d'un dispositif pilote de phytotraitement de terres d'ancienne usine
a gaz, en conditions climatiques naturelles, a ét€¢ mis en place. Visant & reproduire les
conditions d'un futur traitement des terres par phytoremédiation, les ambitions de ce dispositif
étaient de synthétiser les données, et de les confronter aux résultats obtenus, soit au
laboratoire, soit & partir des observations faites sur les sites.

Synthétisés au niveau de la conclusion générale, l'ensemble des résultats de nos travaux nous
a enfin permis d’apprécier la faisabilit¢é de la phytoremédiation appliquée aux terres

d'anciennes usines a gaz.
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Chapitre 1 : Développement de végétaux sur diverses
matrices en présence de HAP

1. INTRODUCTION

L'implantation de plantes sur un sol de friche industrielle en attente de requalification présente
deux avantages principaux. Le premier est 1ié aux propriétés de stabilisation des couches
superficielles du sol résultant de la colonisation par les racines (phytostabilisation). La
présence de plantes limite ainsi I'érosion par I'eau ou le vent de matériaux contaminés et leur
transfert vers d'autres zones non contaminées. Le second est lié a la présence, au niveau de la
rhizosphére, d'une communauté de microorganismes trés active. Ces plantes pourraient donc
aider a la dégradation in-situ des polluants organiques comme les HAP (phytodégradation).
Les sols des sites d'anciennes usines & gaz contiennent divers polluants, au nombre desquels
les HAP. Or, certains de ces polluants ont des propriétés phytotoxiques reconnues. Ainsi,
certains hydrocarbures ont été utilisés en agriculture vers les années 1960 pour leurs
propriétés herbicides et insecticides (Currier, 1954; Havis, 1949; Ivens, 1952).

Les HAP sont les composés constitutifs majoritaires des goudrons & D’origine de la
contamination des sols des sites d’anciennes usines a gaz. Ces molécules ne sont en général
pas considérées comme étant phytotoxiques dans la littérature au contraire des molécules
volatiles mono-aromatiques de type benzéne, elles aussi identifiées dans ces terres. La
présence d'une végétation parfois trés abondante sur les sites d'anciennes usines a gaz
(photographie 1), y compris dans des zones ou la teneur en HAP est élevée, semble démontrer
I’absence de phytotoxicité apparente du substrat. Cependant, cette absence de phytotoxicité
pourrait étre réelle ou résulter du comportement particulier des espéces végétales qui se sont

développées sur le site

Un des objectifs de ce chapitre a donc été 'étude de la germination, puis de la croissance de
diverses espéces végétales sur des terres d'ancienne usine 4 gaz, afin d'en étudier la réponse
comportementale face a4 la présence d’une contamination. Les espéces végétales les plus
fréquemment identifiées sur les sites ont été utilisées pour ces tests, dans la mesure ou la
disponibilit¢ commerciale de leurs semences le permettait. Parallélement, des espéces
végétales de grande culture ont été testées, car la maitrise de leur cycle de développement et la
disponibilité commerciale de leurs semences en faisaient a priori de meilleures «candidates»

pour la mise en place d'un phytotraitement & grande échelle.
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Photographie 1 : Vue de la végétation sur un site d’ancienne usine a gaz.

Les effets de quatre matrices (terre d'ancienne usine a gaz, goudron, fraction volatile du
goudron et HAP purs) sur le développement des végétaux ont été étudiés, dans le but de
qualifier les propriétés de phytotoxicité de ces différents milieux.

De plus, les végétaux présents sur les sols contaminés par les HAP ont comme autre
caractéristique I’obligation de se développer en interaction avec une contamination
hétérogeéne du point de vue de sa répartition spatiale, tant quantitative que qualitative. Dans un
second temps, la colonisation racinaire des matériaux en relation avec, d'une part leur teneur

en HAP, et, d'autre part, leur localisation, a donc été examinée.

2. Etude bibliographique

L'évaluation des propriétés d’écotoxicité d'une substance en général, et des HAP en
particulier, est réalisée grace a de nombreux tests normalisés (Biicker et al., 1979; Nisbet &
Lagoy, 1992; Sims & Overcash, 1983). Ces tests sont basés principalement sur l'observation
et la quantification des effets des HAP sur des matériels aussi divers que des
microorganismes, des cellules isolées ou des organismes animaux entiers (Biicker ef al., 1979;

White, 1986; Hyzy & Schepart, 1995). Si les effets des HAP sur ces divers modéles sont
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relativement bien décrits dans la littérature, les études relatives a ’effet des HAP, en tant que
molécules isolées en particulier, sur des modéles végétaux sont pratiquement inexistantes.
Ainsi, dans ce paragraphe, les différents types de tests permettant d'évaluer la phytotoxicité
des HAP seront bri¢vement rappelés. Puis, les trois composantes identifiées de I'effet des
HAP sur le végétal seront détaillées :

- Peffet de type hormonal de certains HAP sur la croissance et le développement

cellulaire d’algues et de végétaux supérieurs,
- l'effet des radiations ultraviolettes sur la phytotoxicité induite des HAP, ainsi que
- la phytotoxicité directe de certains HAP.

2.1. Tests de phytotoxicité

La phytotoxicité des HAP peut étre évaluée grace a la mise en place de tests non spécifiques
dont certains sont normalisés. Trois types de tests sont couramment mis en ceuvre :

- les tests de développement : ces tests normalisés étudient l'inhibition de la
germination (AFNOR X31-201), de la croissance (AFNOR X31-202) ou de
I'élongation racinaire (AFNOR X31-203) en présence de concentrations
croissantes de substances données,

- les tests basés sur l'observation de symptdomes, par exemple des chloroses au
niveau des feuilles, et la mesure de leur intensité,

- les tests basés sur la mesure de l'inhibition d'un phénoméne métabolique en
présence de la substance supposée phytotoxique. Les phénomenes les plué étudiés
sont relatifs aux processus conduisant a la production de biomasse : photosynthése
et fixation de l'azote atmosphérique par les especes légumineuses.

Le test de germination, dont la durée est courte, permet d’évaluer une toxicité aigu€, quasi
instantanée suite au contact avec la substance testée. Le test de croissance et le test
d’élongation racinaire permettent d’évaluer une toxicité chronique, résultante d’un ensemble
d’effets cumulés sur une période plus longue. Si le test de germination est largement utilisé, le
test de croissance, et secondairement le test d’élongation racinaire, sont cependant plus
pertinents pour étudier la phytotoxicité d’une substance. En effet, la phase de germination est
une étape du développement végétal au cours de laquelle la plantule puise dans les réserves de
la graine. Les échanges avec le sol sont donc plus limité€s que dans les phases ultérieures de la
croissance, ou Pacquisition des éléments nécessaires a la constitution des tissus, ainsi que,
potenticllement, les substances phytotoxiques qui s’y trouvent, sont puisés uniguemient dans

le sol et I’atmosphere.
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2.2. Réponse de la plante a la présence de HAP

Les données bibliographiques existantes montrent que la plante réagit & I'addition de HAP
dans son milieu de croissance. Cependant, cette réponse n'est pas généralisable. En effet, dans
certains cas, les HAP semblent se comporter comme des hormones végétales en stimulant le
développement végétal. Dans d’autres cas, les HAP inhibent ce développement, soit par

action directe, soit aprés induction par les radiations solaires en particulier.

2.2.1. Stimulation du développement de végétaux par les HAP

Les HAP semblent dans certains cas stimuler la croissance et induire une augmentation du
rendement des plantes inférieures et supérieures (Grif, 1965; Grif & Nowak, 1966) . Ainsi,
les travaux de Graf (1965) ont montré qu'aprés arrosage journalier de cultures par une solution
aqueuse de benzo[a]pyréne & Ia concentration de 10 pg I', le rendement de plants de chou-
rave (Brassica spp.) augmente de 20% par rapport au témoin, celui du chou-fleur (Brassica
spp.) de 20%, celui du riz (Secale cereale L.) de 300% et celui du tabac (Nicotiana tabacum
L.) de 100%.

L'effet stimulateur de ces HAP semble d'autant plus élevé que le potentiel carcinogéne des
molécules est élevé. Ainsi, le dibenz[a,h]anfhracéne, dont le potentiel carcinogéne est
supérieur a celui du benzo[ajanthracéne, a un effet de stimulation supérieur sur des plants de
tabac (Grif, 1965).

Ces résultats suggérent que les HAP de haut poids moléculaire comme le benzo[a]pyréne, de
par leur mode d’action, pourraient étre des stimulateurs de croissance comme les auxines, en
constituer les précurseurs, ou bien perturber leur synthése. Les HAP et certaines hormones
végétales comme les gibbérellines présentent de plus une parenté structurale. Cette parenté se

situe au niveau de la répartition des noyaux aromatiques.

2.2.2. Toxicité photo-induite des HAP sur les végétaux

Les HAP sont émis dans l'atmosphére & partir de multiples sources de combustion,
’utilisation de combustibles fossiles en particulier (Laflamme & Hites, 1978; Larsson &
Sahlberg, 1981; Ockenden et al., 1998; Bryselbout et al, 1999, 2000; Kipopoulou et al.,
1999). Que ce soit dans la phase gazeuse ou la phase particulaire, ces HAP sont & l'origine de
la contamination des végétaux par le dépdt sous forme séche ou humide (Sabljic et al., 1990;
Keymeulen er al, 1991). L'effet de splash (projection de particules de sol) dfi aux
précipitations peut de plus entrainer leur contamination par des particules de sol (Dreicer et
al., 1984).
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Ces HAP, qui sont présents aux niveaux des organes aériens, réagissent avec les radiations
solaires pour donner des photoproduits trés réactifs et trés souvent phytotoxiques (Greenberg
et al., 1993, 1997; Huang et al., 1996; Ren et al., 1996). Les orbitales ®= des noyaux
aromatiques absorbent les radiations ultraviolettes de type A (320-400 nm) et B (290-320
nm). En présence d'oxygene, cette photoinduction des HAP produit des radicaux libres, dont
l'oxygéne libre. Ces espéces trés réactives initient des réactions radicalaires en chaine mettant
en jeu les HAP et de nombreuses espéces chimiques présentes dans 1'atmosphére, comme les
oxydes d'azote. Ces réactions forment une multitude d'espéces chimiques réactives et
toxiques, au nombre desquelles des dérivés oxydés, hydroxylés, nitrés et halogénés des HAP.
Huang et al. (1993, 1996) et Ren et al. (1996) ont par exemple étudié la photoinduction de la
toxicité de l'anthracéne, du phénanthréne, du fluoranthéne, du pyréne, du benzo[a]anthracéne
et du benzo[a]pyréne vaporisés sur les feuilles de colza (Brassica napus).

Les HAP vaporisés sur les feuilles et ayant subi une photoinduction provoquent des chloroses
sur lé point d’application. L'intensité de la chlorose est fonction de la quantité appliquée et de
la fréquence d'application (Huang et al., 1993, 1996; Ren et al., 1996).

La photosynthése est momentanément inhibée suite au contact des feuilles avec des HAP
photomodifiés. Les analyses fluorimétriques conduites sur la chlorophylle montrent que, suite
au contact des cellules ou se produit la photosynthése avec les photoproduits des HAP, des
modifications apparaissent au niveau des photosystémes, tant au niveau de leur nombre que
du transport d'électrons entre les deux types de photosystémes (I et II). Ces modifications
entrainent une baisse de production des assimilats qui se répercute sur la croissance. L’effet
des photoproduits est principalement visible au niveau des feuilles mais également au niveau
des racines, sans que l'on sache si celui-ci est dii au transport de ces molécules. Ainsi,
l'application de HAP sur les feuilles du colza se traduit par une diminution de la croissance,
quel que soit son 4ge, et par une inhibition de I'élongation racinaire dans les premiers stades
de la germination. Une diminution de 1'élongation et de la division cellulaire est observée au
niveau des cellules des feuilles, mais aussi des racines.

Les HAP ayant subi ’action des radiations solaires avant d’étre vaporisés sur les feuilles ont
les mémes effets que les HAP n’ayant pas subi cette action. Cependant, a dose égale, les effets
sont deux fois plus marqués avec les molécules non modifiées (Huang er al., 1996). Les
différents HAP ont de plus une action spécifique. Le benzo[a]pyréne a une trés forte action
inhibitrice sur la production de biomasse foliaire (jusqu’a 90 % d’inhibition par rapport au
témoin) aprés photomodification mais n’est pas un bon photosensibilisateur, au contraire du

fluoranthéne. La photomodification de celui-ci est lente mais les dommages causés aux
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membranes cellulaires sont importants. L’inhibition du nombre de racines et de leur longueur

est par contre nulle, au contraire des autres HAP.
2.2.3. Phytotoxicité des HAP purs

Une seule étude met en évidence une réduction de la croissance d'espéces végétales en
présence de composés purs (Wagner & Wagner-Hering, 1971). Ces auteurs ont montré que le
benzo[a]pyréne et le benzo[b]fluoranthéne n’avaient pas d’effet sur le riz, le blé de printemps
et le mais & des concentrations inférieures ou égales 4 1,2 mg kg™ sol. A une concentration de
benzo[b]fluoranthéne de 6,25 mg kg™ sol, une inhibition de 11% de la masse des feuilles et
des tiges produites est observée, mais les effets sur cette espéce ainsi que sur l'orge ne sont
vraiment significatifs qu'a une concentration de benzo [b]fluoranthéne supérieure a 18 mg kg™
sol.

Les études de toxicité conduites par Huzelbos et al.(1993) sur la laitue ont par ailleurs montré
que la concentration provoquant 50% d'inhibition de la production de biomasse (CLsg) était
supérieure 3 100 pg g™ de sol pour le naphtaléne et comprise entre 16 et 40 pg g™ de sol pour
l'acénaphténe. En solution hydroponique, la CLso du naphtaléne est comprise entre 4,8 et 34
mg I et celle de l'acénaphténe entre 0,1 et 0,32 mg I''. On en déduit que lintensité de la
phytotoxicité des HAP dépend de leur disponibilité, qui est totale en solution mais réduite en

présence de sol.

2.3. Conclusions

Au vu des données qui ont pu étre rassemblées, les HAP semblent pouvoir dans certains cas
exercer une action de type hormonale sur la croissance et le développement des végétaux
supérieurs, et dans d'autres cas inhiber ces phénoménes. La photoinduction des HAP conduit
dans tous les cas a la production de nombreuses molécules polaires trés réactives, plus
toxiques que les molécules méres. Les effets de phytotoxicité, constatés tant au niveau des
feuilles que des racines, sont divers : chloroses, inhibition de 1’élongation et de la croissance
racinaire, inhibition de la photosynthése et donc de la production d’assimilats, répercutée sur
la croissance.

Ainsi, il existe peu de données sur la toxicité des HAP sur le développement des végétaux et
celles-ci sont contradictoires. Il est donc apparu nécessaire d’étudier aussi bien la
phytotoxicité des terres d’anciennes usines & gaz, que celle du matériau polluant le goudron,

et celle des HAP, principaux polluants du goudron et cible de notre étude.
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3. MATERIELS ET METHODES

Ce paragraphe présente l'ensemble des matériels et des méthodes expérimentales utilisées
pour étudier 1) la germination, 2) la croissance et 3) le développement racinaire des végétaux
en présence de différentes matrices contenant des HAP. Etant donnée la variété des matrices
testées, les procédures expérimentales présentées sont nombreuses et ont été adaptées a

chaque cas particulier.

3.1. Les terres

Les quatre terres utilisées au niveau des tests de phytotoxicité sont trois terres de site
d'ancienne usine & gaz et une terre agricole. La caractérisation des propriétés physico-
chimiques des 4 terres a été réalisée au laboratoire d'Analyse des Sols de I'TNRA d'Arras. Ces

propriétés sont présentées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Analyse granulométrique et caractéristiques physico-chimiques de la terre
agricole et des trois terres d'ancienne usines a gaz utilisées au cours des tests de germination,

de croissance ou de développement racinaire de différentes espéces végétales.

Agricole S Gl G2
pH 5,9 8.4 8,2 10,4
Sables (%) 57,0 64,8 55,5 68,5
Limons (%) 31,9 26,5 23,6 20,7
Argiles (%) 11,1 8,7 20,9 10,8
Corg (%) 1,06 16,5 4,38 5,14
Norg total (%) 0,11 0,28 0,13 0,12
CaCO; (%) n.d. 8,3 24,8 20,9
P,0;5 (%) 0,043 0,009 0,009 0,019
CEC (CMol'kg) 53 7,6 10,8 8.3
16 HAP n.d. 108 1600 3500
(mg kg™)
Cap. au champ 23,0 22,6 21,6 21,2
(%)

Corg : Carbone organique, déterminé selon la méthode Anne; Norg : Azote organique total déterminé selon la
méthode Kjeldahl; P,Os : Phosphore, déterminé selon la méthode Dyer pour la terre agricole et la méthode
Joret-Hébert pour les terres d'ancienne usine a gaz; CEC : Capacité d'Echange Cationique, déterminée selon la
méthode Metson; Cap. au champ : capacité au champ, déterminée selon la méthode de la presse & membrane,

sur la terre fine uniquement dans le cas des terres d'ancienne usine a gaz.; n.d. : non détecté.
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La terre agricole est un sable limoneux, correspondant a un sol brun acide, prélevé dans
I'horizon Ap d'une parcelle cultivée située sur la commune de Chenevieres (Meurthe-et-
Moselle, 54). Dans la suite de ce mémoire, elle sera référencée "terre agricole".

La terre d'ancienne usine & gaz notée S a été prélevée dans l'horizon de surface (0-20 cm)
d'une zone pour laquelle la teneur en 16 HAP EPA a été quantifiée, selon la méthode décrite
dans le paragraphe 3.4. de ce chapitre, 4 108 mg kg™'. Les deux autres terres ont été prélevées
a partir des stocks constitués lors du processus de réhabilitation du site noté G. Les deux terres
sont notées G1 et G2 et présentent respectivement une teneur en 16 HAP EPA de 1600 et
3500 mg kg Ces terres d'ancienne usine & gaz présentent une texture sableuse et un pH
basique. La terre G2 avait, de plus, fait 'objet d'un chaulage a 2% (w:w).

Pour I’ensemble des expérimentations, les échantilions de terre ont été séchés & lair,

homogénéisés et tamisés a 2 mm.
3.2. Les produits

3.2.1. HAP purs

Cing HAP ont été testés : le naphtaléne, le phénanthréne, le fluoranthéne, le chryséne et le
benzo[a]pyréne (pureté > 99%, Aldrich). Les principales propriétés physico-chimiques de ces

molécules sont rappelées dans le tableau 1, présenté lors de I’introduction générale.

3.2.2. Le goudron

Un goudron a été prélevé sur le site G, dans une ancienne cuve de stockage. Il présente une
consistance liquide-pateuse. Une caractérisation de sa teneur en HAP a été conduite selon la
méthodologie décrite dans le paragraphe 3.4. de ce chapitre. Les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau 3.

La fraction volatile du goudron a été analysée qualitativement par CG-SM aprés injection
directe selon la technique du Headspace, technique favorisant la désorption des molécules de
faible poids moléculaire. Le matériel analytique est constitué d'un chromatographe en phase
gazeuse (Varian Star 3400), d'un passeur automatique d'échantillons (Varian 8600) et d'un
spectrometre de masse de type trappe ionique (Varian Saturn 2000). Les conditions d’analyse
ont été les suivantes :

- Colonne
DBS-MS

Dimensions : 30 m x 0,25 mm diamétre interne
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Epaisseur de phase : 0,25 pm
- Flux d'hélium : 11 psi
- Programmation en température du four
Gradient de 35°C 4 200 °C 4 4°C min™
Température de I'injecteur : 3°C au dessus de celle de la colonne
- Injection : "on column"
- Spectrométre de masse
Mode : impact électronique
Energie d'ionisation : 70 eV
Fenétre de masse : 30-400 uma

Délai d'allumage : aucun.

Tableau 3 : Teneur en HAP du goudron d'ancienne usine a gaz utilis¢ (moyenne de 3

analyses + écart-type).

Produit Teneur (mg g™)
Naphtaléne 36,1 =89
Acénaphtyléne 12,3+£2,9
Acénaphtene 1,6+ 0,4
Fluoréne 13,0+ 2,8
Phénanthréne 29,3+6,6
Anthracéne 10,6 +2,3
Fluoranthéne 18,0 +3,7
Pyréne 12,2426
Benzo[alanthracéne 8,1+1,7
Chryséne 6,1£1,1
Benzofk]fluoranthéne 6,1+1,1
Benzo[b]fluoranthéne 54+1,0
Benzo[a]pyrene 6,312
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 29+0,3
Benzo[g,h,i]péryléne 34+0,4
Dibenz[a,h]anthraceéne ,0+0,3

Total 16 HAP EPA 172,4+ 373

3.3. Les espéces végétales

Deux lots d'espéces ont été utilisés. Le premier lot est constitué¢ des espéces les plus
fréquemment identifiées lors des prospections conduites sur plusieurs friches industrielles,

I’ensemble des espéces étant répertorié en annexe, dont les semences étaient disponibles (en
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quantités trés limitées cependant) auprés du Conservatoire & Jardins Botaniques de Nancy.

Ces especes sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Espéces végétales "sauvages" utilisées au cours des tests de germination.

Espéce Nom latin Famille
Carotte sauvage Daucus carota sbsp. Carota Ombelliferes
Chénopode blanc Chenopodium album Chénopodiacées
Coquelicot Papaver Rhoeas Papavéracées
Erigéron acer Erigeron acer Composées
Matricaire perforée Matricaria maritima sbsp. Composées
Inodora
Millepertuis perforé Hypericum perforatum Hypéricinées
Siléne dioique Silene dioica Caryophyllacées
Sysimbre officinal Sysimbrium officinal Brassicacées
Vipérine commune Echium vulgare Borraginacées

Le second lot est constitué d'espéces végétales représentatives de celles utilisées en grande

culture, dont les semences sont disponibles sur le marché et dont la germination est certifiée.

Ces espéces sont présentées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Espéces végétales cultivées utilisées pour les tests de germination, de croissance
et de développement racinaire.

Espéce Nom latin Famille Cultivar
Colza d'hiver Brassica napus Brassicacées Goeland
Fétuque rouge Festuca rubra Graminées Bastide
Lupin blanc doux Lupinus albus Papilionacées Amiga
Luzerne Medicago sativa Papilionacées Europe
Mais Zea mays Graminées DEA
Orge de printemps Hordeum vulgare Graminées Scarlett
Ray-grass anglais Lolium perenne Graminées Score
Trefle violet Trifolium pratense Papilionacées Marcon

Afin d'éliminer la variabilité due & la quantité de réserves présente dans les semences de lupin
et de mafs, les graines utilisées ont été respectivement calibrées entre 250 et 300 mg pour le

lupin et entre 240 et 280 mg pour le mais (moyenne de 25 grains + 5%).

21



Chapitre 1 : Développement de végétaux sur diverses matrices en présence de HAP

3.4. Méthodologie d'analyse des HAP dans un échantillon de sol

3.4.1. Conditionnement

Les échantillons de terre sont séchés a l'air libre puis tamisés & 2 mm. Pour chaque
échantillon, une aliquote homogeéne de 30 g de terre, représentative de l'ensemble de
I'échantillon, est constituée par réductions successives de la taille de I’échantillon, puis est

broyée finement a l'aide d'un broyeur a billes en acier.

3.4.2. Extraction

L'extraction est conduite selon la méthdde EPA 3550A, modifiée de maniére a I’adapter aux
échantillons analysés et a l'utilisation de l'acétone pure comme solvant d'extraction.

Des essais préliminaires ont permis de montrer que, malgré une teneur en HAP des sols
relativement é€levée, la procédure normalement appliquée pour les sols peu contaminés était
plus adaptée. Le rendement d’extraction moyen sur 5 extractions est ainsi augmenté de plus
de 83% lorsque la masse de terre extraite passe de 2 g a 30 g. Une telle différence montre que
IPaugmentation de la taille de I'échantillon permet une meilleure prise en compte de
I'hétérogénéité du matériau, les écart-types d’extraction étant par ailleurs plus faibles dans le
cas d’échantillons de 30 g de terre. De plus, la suppression du sulfate de sodium comme
déshydratant améliore le rendement d'extraction des HAP de plus de 50% (moyenne de 5
échantillons) quelle que soit la procédure considérée. Etant donné que I’extraction des HAP
est plus performante sur une terre légérement humide (1-3% d’humidité), le sulfate de sodium
est peut-étre un déshydratant trop puissant. De plus, I'acétone est plus performante que le
sulfate de sodium pour récupérer 'eau. Celle-ci se retrouve ainsi, de toute maniére, dans
Iextrait. En conséquence, la procédure normalement destinée aux échantillons peu
contamings, sans sulfate de sodium, a été utilisée. Le reste du protocole n'a pas été modifié.
Cette procédure conduit a extraire successivement 3 fois l'aliquote de terre pendant 30 min
dans un bain a ultrasons (Bransonic), avec un rapport terre : solvant égal a 1 : 3. L'extrait est
ensuite filtré, évaporé a sec dans un évaporateur rotatif sous vide, et repris dans 200 ml

d'acétonitrile (HPLC grade), avant d'étre analysé.

3.4.3. Conditions d’analyse par CLHP

L'analyse des extraits de sol est conduite par Chromatographie Liquide Haute Performance
(CLHP) couplée a un détecteur UV. La chaine de CLHP se compose d'une pompe (Varian

9012), d'un passeur automatique d'échantillons (Varian 9100), d'une colonne de type

22



Chapitre 1 : Développement de végétawx sur diverses matrices en présence de HAP

Lichrospher 100RP-18 (250 x 4 mm, Merck) placée dans une enceinte thermostatée a 20°C, et
d'un détecteur UV (Varian 9065 Polychrom), le tout piloté par le logiciel Varian Star
Chromatography.

201 d'extrait sont injectés. L'élution est effectuée avec un débit constant de 0,8 ml min”,
selon un gradient eau ultrapure (UHQ, Elga) : acétonitrile (CLHP grade). Le rapport eau :
acétonitrile est ainsi de 40:60 v:v 4 0 min, 10:90 v:v 4 12 min et 5:95 v:v 4 15 min. La durée

totale d'une analyse est de 35 min.

3.4.4. Conditions de détection en U.V.

La détection est effectuée au maximum d'absorbance pour chacun des 16 HAP, de mani¢re a
avoir la meilleure sensibilité de détection possible, soit 4 210 nm (fluoréne, fluoranthéne et
benzo[g,h,i]péryléne), 224 nm (naphtaléne, acénaphténe et acénaphtyléne), 239 nm (pyréne et
benzo[k]fluoranthéne), 249 nm (phénanthréne, anthracéne et indénofl1,2,3-c,d]pyréne), 259
nm (chryséne, benzo[b]fluoranthéne et benzo[a]pyréne) et 287 nm (benzo[a]anthracéne et
dibenz[a,h]anthracéne). La quantification est réalisée par comparaison 4 une gamme étalon,
constituée de 4 solutions standards des 16 HAP dans 'acétonitrile aux concentrations 2,5, 5,
7,5 et 10 mg .

3.5. Méthodologie des tests culturaux
3.5.1. Conditions générales
3.5.1.1. Les test de germination
3.5.1.1.1. Conditions expérimentales

Ces tests sont réalisés selon la norme NF X31-201 (AFNOR, 1982), normalement conduite
pour tester une substance et adaptée au test de substrats terreux. Les tests sont conduits en
boites de Pétri en verre de 10 cm de diamétre. Trois boites contenant 25 graines sont mises en
place pour chaque espéce et chaque traitement. Lorsque les espéces sauvages sont utilisées, le
nombre de semences dans chacune des 3 boites est adapté a leur disponibilité, soit un nombre
de semences par boite compris entre 10 et 25. Les boites sont placées dans un incubateur
thermostaté a 22°C, a l'obscurité. Les graines germées sont dénombrées chaque jour a heure

fixe.
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3.5.1.1.2. Test de germination en milieu liquide

Le support de germination est constitué d'un papier filtre imbibé de 5 ml de solution de la
substance dont on veut tester la phytotoxicité. La solution témoin est constituée par de l'eau
distillée.

3.5.1.1.3. Test de germination en milieu solide

Cinquante grammes de matériau terreux humidifié 4 80% de la capacité au champ sont placés
dans chaque boite de Pétri. Le substrat témoin est la terre agricole de Cheneviéres, dans

- laquelle aucun HAP n'a été détecté.
3.5.1.1.4. Calculs

Le pourcentage d'inhibition de la germination d'une espéce en présence d'un substrat donné
par rapport au témoin est calculé suivant I'équation [1] :

Ix =100 x (1 = Nx/Nrt) 1]
Ix : Pourcentage d'inhibition de la germination de I'espéce testée en présence du substrat X.
Nx : Nombre de graines germées sur le substrat X.

Nt : Nombre de graines germées sur le témoin.

3.5.1.2. Les tests de croissance

Ces tests sont réalisés selon la norme NF X31-202 (AFNOR, 1986) adaptée au test de
substrats terreux. Les tests sont conduits dans des vases de végétation, remplis de terre

humidifi¢e & 80% de sa capacité au champ.

Les divers tests ont été conduits en chambre de culture en conditions contrflées :
photopériode de 16h a 22°C, nyctipériode de 8h & 18°C, éclairement de 500 pmol photons
m? sec”, humidité de l'air maintenue a 75% de la saturation et arrosage journalier afin de

maintenir une humidité des terres constante.
3.5.2. Effet des terres d'AUG

3.5.2.1. Sur la germination

L'ensemble des espéces des deux lots a été testé sur les terres d'ancienne usine a gaz G1 et G2
juste aprés leur prélévement, par rapport & un témoin constitué de terre agricole de
Chenevicres.

Les especes dont la germination était fortement perturbée en présence de ces 2 terres - colza,

fétuque rouge, tréfle violet- ont ensuite été testées sur les mémes terres aprés 2 ans de
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traitement en bacs lysimétriques (voir chapitre 3) en présence de plantes, ainsi que sur la terre

du site d'ancienne usine a gaz S.
3.5.2.2. Sur la croissance

Un test de croissance a été conduit en vases de végétation remplis d'l kg des terres d'ancienne
usine & gaz G1 ou G2, ou de terre agricole utilisée comme témoin. Du fait de la faible
disponibilité de leurs semences, les espéces sauvages n'ont pu étre testées. Seules les espéces
du lot de grande culture ont été employées. Six répétitions ont été mises en place pour chaque
espece et chaque test. Le test s'est déroulé sur une période de deux mois, au cours de laquelle
les hauteurs des plantules ont été mesurées chaque semaine. A la fin du test, les biomasses
aériennes et racinaires ont été mesurées par pesée avant et aprés séchage (48h en étuve a
60°C).

3.5.3. Effet du goudron
3.5.3.1. Sur la germination

Deux espéces ont été choisies parmi le lot de grande culture : une espéce pour laquelle la
germination n'est pas inhibée sur terre d'ancienne usine a gaz, l'orge, et une espéce dont la

germination est moyennement inhibée, le colza.
3.5.3.1.1. Test de germination en boite de Pétri fermées

Un test préliminaire a permis de fixer la gamme de concentration de goudron a réaliser avec la
terre agricole et pour laquelle la germination des deux espéces était comprise entre 0 et 100%,
soit 0-142 g de goudron kg™ de terre.

L'effet d'une dose croissante de goudron apportée dans la terre agricole de Cheneviéres a
ensuite été testé, en boite de Pétri fermées. Afin de reproduire la gamme de concentration
précédemment déterminée, un échantillon de goudron a été mélangé a un échantillon de terre
agricole de maniere & produire un mélange homogéne de concentration égale 4 142 g goudron
kg de terre. La terre contaminée a la concentration maximum de goudron a ensuite été
mélangée ou non & de la terre agricole non contaminée en goudron afin de produire des
échantillons présentant des concentrations en goudron de 0, 14, 33, 52, 71 et 142 g kg™ de

terre.
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3.5.3.1.2. Test de germination en boites de Pétri ouvertes

Dans un second temps, l'expérience précédente a été reconduite. Les boites de Pétri ont cette
fois été laissées ouvertes sous une hotte ventilée. Un arrosage journalier des boites par pesée a

été réalisé afin de compenser les pertes hydriques dues a l'aération.

3.5.3.1.3. Test de germination en présence de la fraction volatile du
goudron

Le dispositif expérimental de boites de Pétri, utilisé pour le test de substances en solution ou

dans un sol, a été adapté a I'étude de la toxicité de la fraction volatile des goudrons sur la

germination du colza et de I’orge (figure 3).

Boite de Pétri en verre, 25 cm diamétre

Boite de Pétri en plastique, 10
cm diamétre, remplie de sable
humidifié, 100 graines

/
Orge / Colza |

Goudron

Figure 3 : Schéma du dispositif expérimental utilisé pour tester l'effet de la fraction volatile

d'un goudron sur la germination de 2 espéces végétales.

3.5.3.2. Sur la croissance

La croissance de l'orge et du colza en présence de 3 concentrations de goudron (0, C1 et C2) a
été étudiée. C1 (1% goudron) et C2 (0.2% goudron) ont été définies a partir des résultats
obtenus avec le test de germination. Elles ne doivent pas avoir d'effet sur la germination mais
éventuellement inhiber fortement (C1) ou faiblement (C2) la croissance des espéces.

Un échantillon de goudron a été mélangé a un échantillon de terre agricole de maniére a
produire une matrice homogéne contaminée avec une concentration de 120 g de goudron kg™
de terre. Cette matrice contaminée a ensuite été mélangée a de la terre agricole non
contaminée afin de produire des échantillons de terre présentant des concentrations en
goudron de 0, 2 et 10 g de goudron kg™ de terre.

Une série de 27 vases de végétation remplis de 500 g de terre sont préparés, soit 9 vases pour
chaque concentration en goudron. Dix graines ont été semées sur chaque pot. La culture a été

conduite pendant 1 mois au cours duquel différentes mesures ont été effectuées. Le taux de
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germination a été noté. Au bout de 2, 3 et 4 semaines, trois vases sont prélevés pour chaque
traitement. Sur chacun des vases, les mesures suivantes sont réalisées : nombre de feuilles et
hauteur des plantules, pesée des biomasses aériennes et racinaires fraiches et séches (aprés

passage 48h a l'étuve a 60°C).

3.5.4. Effet des produits purs
3.5.4.1.Sur la germination

La germination des espéces végétales du lot de grande culture a été testée en présence de
solution aqueuse contenant 'un des 5 HAP suivants : naphtaléne, phénanthréne, fluoranthéne,
chryséne et benzo[a]pyréne. Le support de germination est un papier filtre, afin de s'affranchir
des phénomenes (adsorption, dégradation, formation de résidus liés), qui, dans un sol, limitent
fortement la disponibilité des produits et donc leur effet potentiel. Pour chaque boite de Pétri,
1 mg de composé est apporté dans 5 ml d'eau distillée afin de constituer une solution saturée.

Le témoin est constitué d'eau distillée.
3.5.4.2. Sur la croissance

Le test de germination a permis de sélectionner une espéce dont la germination n'est pas
inhibée en présence de HAP purs et dont la croissance est rapide. Un test de croissance du

mais en présence d'un HAP, le phénanthréne, a ainsi été réalisé.
3.5.4.2.1. Choix et calcul des concentrations de phénanthréne

Le test a été conduit en vases de végétation contenant 100 g de terre agricole de Cheneviéres
contaminée ou non par des concentrations croissantes de phénanthréne. Les quatre
concentrations de phénanthréne sont notées C1, C2, C3 et C4. Les concentrations C2, C3 et
C4 sont calculées & partir de la concentration de base notée C1. Cette concentration tient
compte des phénomenes d'adsorption des molécules hydrophobes par les matiéres organiques
du sol. Ces phénoménes sont décrits par le coefficient de partition sol-solution de la molécule
considérée, Kd. Ainsi, le Kd est fonction, d'une part du coefficient de partage eau-matiéres
organiques (Kom) de la molécule, et, d'autre part, du pourcentage de matiéres organiques du
sol (% MO), selon I'équation [2].
Kd =Kom x (% MO/100) [2]

Le Kom peut étre estimé & partir de la valeur d'hydrophobicité de la molécule, c'est a dire de
son coefficient de partage octanol-eau, Kow, selon l'équation [3].

log Kom = 0,52 x log Kow + 0,62 (3]
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Pour la terre agricole de Cheneviéres, dont le taux de MO est de 1,82%, et le phénanthréne, de
Kow égal a 4,5, on obtient ainsi un coefficient Kd égal a 16,6. Ceci indique que pour une
quantité de phénanthréne présente dans I'eau, une quantité 17 fois supérieure est présente sous
forme adsorbée dans le sol.

La concentration Cl a été calculée afin de saturer théoriquement la solution du sol dans
chaque vase de végétation. La quantité de phénanthréne nécessaire pour saturer les 30 ml
d'eau apportés a chaque vase est de 36,3 pg. En tenant compte du Kd, C1 est donc égale a
726 mg kg™ Les quatre concentrations apportées sont donc 7,26, 14,52, 36,3 et 72,6 mg kg™'.

3.5.4.2.2. Mise en place et conduite du dispositif

Quatre solutions de phénanthréne dans le dichlorométhane sont constituées. Une aliquote de
solution est apportée & une aliquote de terre finement broyée pour chaque vase. Le solvant est
évaporé sous hotte, a l'obscurité, et & pression et température ambiantes, puis l'aliquote de
terre est mélangée avec le reste de la terre du vase de végétation. Le test cultural a duré un
mois au cours duquel la hauteur des plantules a été réguliérement mesurée. A la fin du test, les
biomasses aériennes et racinaires fraiches et séches (aprés passage a l'étuve 48h a 60°C) ont

été pesées.

3.6. Etude du développement racinaire d'une graminée en présence de terre
d'AUG

3.6.1. Constitution des rhizotrons

Le dispositif est constitué de 24 rhizotrons. Un rhizotron est un vase de végétation en PVC de
dimensions 30 x 25 x 8 cm, dont une face est constituée par une paroi transparente d’altuglas
(figure 4).

Chagque rhizotron est d’abord rempli d’une couche de graviers de 5 cm, afin de constituer une
zone drainante. Huit modalités de remplissage ont été testées, avec 3 réplicats pour chaque
modalité. Les terres utilisées sont les terres d'ancienne usine a gaz G1 et G2 et la terre agricole
de Chenevieres, tamisées & 5 mm. La description des modalités est résumée dans le tableau 6
et est illustrée par la figure 5.

Les inclusions ont été réalisées a 1’aide de tubes de PVC de 5,7 cm de diamétre. Pour cela, le
rthizotron, sans sa face vitrée, est placé horizontalement. Des tubes sont disposés dans le
thizotron perpendiculairement au fond (figure 4). La terre destinée & l'inclusion est placée
dans le tube. Le reste du rhizotron est rempli avec la terre adéquate. Puis, on retire le tube de

PVC et on replace la surface transparente.
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T ‘ i Inclusion d
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W
@ i~
o - =
B -
Paroi en plastique
5.7 cm 1 transparent
A
v - - /
8cm
25cm

Figure 4 : Dispositif expérimental permettant de visualiser le développement racinaire des

especes végétales testées.

Tableau 6 : Description des différents traitements mis en place lors du remplissage des

rhizotrons.
Numéro du traitement Rhizotrons Description
1 1-3 Inclusions de terre agricole dans la terre
d’AUG G1
2 4-6 Inclusions de terre d’AUG G2 dans la terre
agricole
3 7-9 Inclusions de terre d’AUG G1 dans la terre
agricole
4 10-12 Zone de terre d’AUG G1 au milieu de la
terre agricole
5 13-15 Zone de terre agricole au dessus de terre
d’AUG G1
6 16-18 Zone de terre d’AUG G1 au dessus de terre
agricole
7 19-21 Homogene terre G1
22-24 Homogeéne terre agricole

La densité des terres, calculée aprés confection a partir des volumes et masses de terres, est la

méme pour les 3 terres (d = 0,9 en moyenne). Aprés confection, les rhizotrons sont humidifiés

par capillarité ascendante.
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Traitement 1 Traitement 2 Traitement 3

Traitement 4 : Traitement 5 Traitement 6

Traite i
itement 7 Traitement 8§

Terre agricole

Terre AUG G1 . Terre AUG G2

Figure 5 : Différentes modalités de remplissage des rhizotrons.

3.6.2. Conduite de I'essai en rhizotrons

0,4 g de semences de ray-grass ont été semés a la surface de chaque rhizotron. Le dispositif
est ensuite placé en serre, face vitrée vers le bas sur un support incliné a 45 degrés, afin que
les racines, qui présentent un géotropisme positif, se développent contre la vitre (photographie

2). La température de la serre est régulée a 20°C. Des lampes assurent une photopériode de 12
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heures. Les rhizotrons sont arrosés chaque jour avec de ’eau du robinet. La durée du test est

de 40 jours.

Photographie 2 : Disposition des rhizotrons sur leur support dans la serre.

3.6.3. Mesures

Les racines apparaissent sur la face transparente dés le 7°™ jour. La longueur des racines sur
chaque rhizotron est enregistrée sur un transparent avec une fréquence de deux jours au départ
puis de quatre jours. Dix enregistrements ont ainsi été réalisés. A chaque enregistrement, une
photocopie 1:1 du transparent est réalisée.

Au bout de 40 jours, une coupe des parties aériennes a été réalisée. Les matiéres fraiches et
seches (apres passage a I’étuve 48h a 60°C) ont été pesées.

En fin d’expérience, les racines des rhizotrons des traitements “ terre homogéne ” (7 et 8) ont
été intégralement récupérées et lavées, ainsi que celles présentes dans chacune des couches de
terre des traitements 4, 5 et 6. Les matieres racinaires fraiches et séches (aprés passage en

étuve pendant 48h a 60°C) ont été pesées.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

Dans ce paragraphe, seront abordés successivement les résultats relatifs & la germination, la
croissance de diverses especes végétales et au développement racinaire d'une graminée en
présence de différentes matrices contaminées par des HAP. Le développement des espéces a
tout d'abord été étudié en présence des terres d'anciennes usines & gaz, puis du goudron, de la
fraction volatile de ce goudron et enfin de HAP purs. Les terres d'anciennes usines a gaz ayant
subi un pré-traitement en conditions naturelles ont aussi été testées, afin de mettre en évidence

P'effet du vieillissement des terres sur leur toxicité.

4.1. Etude de la germination de différentes especes végétales en présence de
matrices contenant des HAP

4.1.1. Germination des végétaux en présence de terres d'anciennes usines a
gaz brutes d'excavation

Des tests de germination ont été conduits pour I'ensemble des espéces végétales, cultivées et
sauvages, en présence de terres d'anciennes usine a gaz brutes d'excavation, représentatives de
I'état des terres qui pourraient faire I'objet du phytotraitement. La terre agricole ne contenant
pas de HAP a été utilisée comme référence pour ces tests.

Les résultats de germination des espéces sauvages ne sont pas, a ’exception du chénopode et
" de la vipérine, différents de ceux des espéces cultivées. De plus, les quantités de graines
disponibles de ces especes disponibles n’étaient pas suffisantes pour envisager leur utilisation
dans I'ensemble des tests conduits ultérieurement. Par conséquent, dans l'exposé des résultats,
nous présenterons principalement les espéces cultivées.

Les espéces testées présentent deux types de comportement. Ils seront présentés
successivement. La germination d'une partie des espéces est indifférente & la présence de
contamination, tandis que d’autres espéces y sont sensibles : soit leur taux de germination

augmente, soit il diminue en présence de terres d'anciennes usines a gaz.
4.1.1. Germination indifférente a la présence de contamination

Le comportement indifférent est illustré par la figure 6 qui présente la germination de l'orge
de printemps en présence des terres d'ancienne usine a gaz G1 et G2 et de la terre agricole
utilisée comme témoin. Les courbes de germination de l'orge sont identiques sur les trois
terres quel que soit le temps considéré. Le taux de germination atteint 100% sur les 3 terres

aprés 3 jours de germination.

32



Chapitre 1 : Développement de végétaux sur diverses matrices en présence de HAP
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Figure 6 : Germination de I'orge de printemps sur les terres d'ancienne usine a gaz G1 et G2

ainsi que sur la terre agricole témoin.

Aprés 24 h, le taux de germination de l'orge sur les 2 terres d'ancienne usine a gaz est
cependant significativement inférieur a celui observé sur la terre témoin. Cette différence n'est
plus significative au dela de 24 h.

L'orge se comporte donc de maniére indifférente pour sa germination vis & vis de la présence
de contamination. Ce comportement est aussi observé pour le mais et pour le ray-grass, deux
autres espéces de la famille des graminées. Ces résultats semblent ainsi traduire l'existence
d'une tolérance de ces espéces a la présence de contamination dans le sol. Les mécanismes de
cette tolérance ne sont cependant pas connus.

Toutefois, I'hypothése de la tolérance est d'autant plus probable que la majorité des espéces

testées est sensible 4 la présence de contamination.
4.1.1.2. Germination sensible a la présence de contamination

La sensibilité de la germination a la présence de terres d'ancienne usine a gaz est illustrée par
la figure 7 qui présente les résultats obtenus pour le tréfle violet. En présence de terres
d'ancienne usine a gaz, une latence de la germination du tréfle est observée. Ainsi, au bout de
2 jours, si le taux de germination du témoin atteint 80%, celui sur G1 atteint seulement 40% et
celui sur G2 10%. Aprés 2 jours, une autre partie des graines germe, mais, & 10 jours, le taux
de germination du tréfle sur G1 (soit 80%) et sur G2 (soit 60%) reste cependant

significativement inférieur a celui du témoin (soit 97%).
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Figure 7 : Germination du tréfle violet sur les terres d'ancienne usine & gaz et G2 ainsi que sur

la terre agricole témoin.

Il existe donc une phytotoxicité des terres d'ancienne usine a gaz sur la germination du tréfle
violet qui se traduit par une inhibition de sa germination. Ces résultats sont également vérifiés
pour certaines plantes sauvages - le millepertuis, le coquelicot, la matricaire et I'érigéron — et
certaines plantes cultivées — le colza, la fétuque, le lupin et la luzerne.

Cette phytotoxicité peut étre due & de nombreux composés présents dans la terre d'ancienne
usine a gaz, dont certains ont des effets connus sur les végétaux (Ivens, 1952; Reynolds, 1977,
1978, 1987; Chaineau, 1995). Les phénols, les acides organiques et les métaux lourds inhibent
la germination de nombreuses espéces. Les cyanures ont une action inhibitrice sur la
respiration. Enfin, les naphtas ont une action phytotoxique reconnue sur la germination.
Cependant, a ce stade de nos travaux, nous ne pouvons pas conclure quant a la raison de cette
phytotoxicité des terres d'anciennes usines a gaz.

Par ailleurs, pour deux espéces sauvages, le chénopode et la vipérine, le taux de germination
obtenu aprés 10 jours de contact avec les terres G1 et G2 sont trés significativement
supérieurs a ceux obtenus avec la terre agricole. Pour le chénopode, ces taux de germination
sont en effet de 5% environ sur la terre témoin et compris entre 40 et 60% sur les terres
d'anciennes usines a gaz. Toutefois, les lots de semences des espéces sauvages présentent une
trés grande variabilité de leur capacité germinative y compris sur une matrice non toxique. Il
est donc difficile de conclure sur la signification de ces résultats particuliers. Cependant, on

ne peut pas exclure pour ces deux espéces, dont les graines présentent des téguments
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relativement épais, une action des produits présents dans les terres sur ces enveloppes ayant
entrainé une stimulation de la germination et/ou une levée de la dormance.

“Trois types de comportements des espéces végétales vis 4 vis de leur germination en présence
de terres d'ancienne usine a gaz sont donc mis en évidence. Si toutes les espéces tolérent la

présence de HAP, leur sensibilité varie fortement.
4.1.1.3. Sensibilité des espéces aux terres d'anciennes usines a gaz

La sensibilité des espéces peut étre estimée a partir de l'inhibition de germination constatée en
présence de terres d'anciennes usines a gaz par rapport a la terre témoin. Cette inhibition est
calculée grace a 1'équation [1] décrite dans le paragraphe 3.5.1.1. de ce chapitre. Le tableau 7

présente les taux d'inhibition de la germination des espéces cultivées observés pour les terres
G1 et G2.

Tableau 7 : Inhibition de la germination des espéces végétales cultivées en présence de terres

d'anciennes usines a gaz G1 et G2 par rapport a la terre agricole témoin sans HAP.

Espéce % inhibition G1 % inhibition G2
Colza 0,0 12,2
Fétuque 10,7 71,4
Lupin 8,2 11,0
Luzerne 7,0 8,3
Mais 0,0 0,0
Orge 0,0 0,0
Ray-grass 0,0 0,0
Treéfle violet 15,1 38,2

% d'inhibition 1 : calculé selon I'équation I(X) = 100 x (1-N(X)/N(T)) avec N(X) le nombre de graines germées

sur le substrat X et N(T) le nombre de graines germées sur le témoin.

De tels résultats sont semblables & ceux obtenus pour la contamination par des terres par les
hydrocarbures (Udo & Fayemi, 1975; Amakiri & Onofeghara, 1984; Terje, 1984; Chaineau et
al., 1997).

Parmi les espéces végétales citées dans le tableau 7, celles appartenant a la famille des
graminées, le mais, l'orge et le ray-grass en particulier, sont les plus indifférentes, tandis que
les légumineuses comme le tréfle présentent un taux d'inhibition de germination compris entre
15 et 40%. Ce type de comportement différentiel est également mis en évidence en présence
de fuel par Terje (1984).
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4.1.1.4. Conclusion

Les espéces végétales sauvages et cultivées tolérent les contaminants variés présents dans les
terres d'anciennes usines & gaz. Cette tolérance est soit totale pour certaines espéces comme le
ray-grass, soit partielle pour la majorité des autres espéces. Dans le cas ou une inhibition
particlle de la germination est observée, on ne peut conclure quant au(x) produit(s)
responsables de cette toxicité, car ceux-ci sont nombreux. Toutefois, les espéces graminées
sont globalement plus tolérantes que les autres espéces. Les terres d’AUG exercent par contre

un fort effet toxique sur les espéces légumineuses.

Dans un second temps, afin de mieux cerner ’origine de la toxicité, la germination des
différentes especes cultivées en présence de goudron, principale matiére polluante présente

dans les terres d'anciennes usines a gaz, a été étudiée.

4.1.2. Germination en présence de goudron

Dans cette partie les modalités de la germination de l'orge et du colza en présence de terre
agricole contaminée ou non par des concentrations croissantes de goudron, en boites de Pétri
fermées, ont été étudies. Les résultats présentés feront référence 1) aux cinétiques de
germination, 2) aux courbes dose de goudron-réponse de la plante et 3) a I'état des tissus des

semences apres contact avec le goudron.

4.1.2.1. Cinétigue de germination de l'orge et du colza en présence de
goudron

La figure 8 illustre les résultats de germination obtenus pour l'orge en présence de

concentrations croissantes de goudron dans la terre agricole.

Une latence de la germination de l'orge est enregistrée dés l'apport de 14 g goudron kg™ terre.
Cependant, pour cette concentration, cette latence n'est pas suivie d'un effet permanent et le
taux de germination aprés 6 jours de test est égal a celui du témoin. Au dela de cette
concentration, le phénomene de latence de la germination est d'autant plus marqué que la
concentration en goudron augmente. Pour ces concentrations, un effet permanent est mis en
évidence. Ainsi, aprés 8 jours de test, le taux de germination de l'orge en présence de
concentrations de goudron supérieures a 14 g kg™ terre est significativement inférieur & celui

du témoin. Sur la terre agricole en effet, 100% des graines d'orge ont germé, tandis qu'en
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présence de 52 et 142 g goudron kg™, seulement 45% et respectivement 1% des semences ont

germé.

% graines germées
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Figure 8 : Germination de l'orge en présence de terre agricole témoin et de terre agricole
mélangée a des concentrations croissantes de goudron d'anciennes usines a gaz. Les écart-types

sont inférieurs a la taille des symboles.

Ces résultats mettent donc en évidence une inhibition de la germination de l'orge en présence
de goudron. Ce résultat est aussi observé pour le colza. Le comportement de cette espéce en
présence de goudron est, aux valeurs pres, le méme que celui observé sur les terres
d'anciennes usines a gaz, ce qui semble suggérer que la phytotoxicité de ces terres est due en
grande partie a la présence des goudrons. Par contre, I'orge ne montrait aucune inhibition
significative en présence de terres d’ancienne usine a gaz. L’inhibition de germination est
supérieure en présence de terre contaminée par les goudrons, probablement parce que le
niveau de contamination est plus élevé que dans la terre d’ancienne usine a gaz.

Aprés avoir caractérisé I'évolution de la germination au cours du temps, dans une deuxiéme
phase, les courbes de réponse de la plante & des concentrations croissantes de goudron ont été

analysées.

4.1.2.2. Courbes dose-réponse de la germination de f'orge et du coiza en
présence de goudron

La réponse de l'orge et du colza aux concentrations croissantes de goudron, évaluée par le
pourcentage de graines germées a 8 jours, est illustrée par la figure 9. Le taux de germination

de l'orge diminue fortement aux concentrations supérieures a 14 g goudron kg™ terre, de fagon
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proportionnelle & Ia teneur en goudron. Le taux de germination du colza diminue peu entre 0
et 33 g goudron kg terre. Au dela de cette concentration, on observe une diminution forte du

taux de germination, proportionnelle a la teneur en goudron.

% graines germées
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80 -

60

40 -

20 4

0 T i § T T
0 25 50 75 100 125 150

Concentration goudron (g kg-1 terre)

Figure 9 : Courbes dose-réponse de la germination du colza et de l'orge aprés 8 jours de

contact avec des concentrations croissantes de goudron dans la terre agricole.

Ces courbes montrent une légére différence de sensibilité des 2 espéces. La concentration
provoquant 50% d'inhibition de la germination (CLso) est ainsi de 50 g de goudron par kg de
terre pour l'orge et de 66 g goudron par kg de terre pour le colza.

Les travaux de Chaineau (1995) ont montré que la CLso de l'orge en présence de fuel était de
04 g kg La sensibilité de cette espéce est donc plus forte en présence de fuel que de
goudron. Ces 2 matrices sont composées d'un mélange complexe de composés hydrocarbonés
mais n'ont pas la méme composition. Le goudron contient majoritairement des composés
aromatiques de fort poids moléculaire, tandis que le fuel n'en contient que 30% mais présente
une forte teneur en composés légers et volatils. Ce résultat différentiel tendrait donc & montrer
que plus la matrice est polyaromatique, moins elle est phytotoxique. Cette hypothése sera
discutée dans la suite du travail.

Les valeurs de CLso obtenues pour l'orge et le colza sont proches mais le comportement de ces
especes en présence de goudron est différent, de méme que la cinétique d'apparition des

symptdomes de toxicité.
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4.1.2.3. Symptémes de phytotoxicité des goudrons sur 'orge et le colza

Les différences de comportement de l'orge et du colza mises en évidence en présence de
goudron se traduisent par des différences dans l'intensité des phénoménes de phytotoxicité
observés. La latence de la germination observée pour ces espéces n'est au départ pas corrélée
a l'apparition de symptOmes sur les semences. La destruction des semences n'est donc
vraisemblablement que partielle. Un début d'élongation racinaire est observé pour l'orge aux
faibles concentrations de goudron, tandis que les semences de colza sont détruites rapidement
apres germination.

Aprés 2 jours, tant pour l'orge que le colza, les téguments des semences qui ne germent pas
présentent un aspect normal mais les tissus internes (réserves, embryon) prennent un aspect
laiteux et une consistance liquide. Ces symptomes traduisent la destruction compléte de la
semence et de sa capacité germinative. De tels symptomes sont par ailleurs observés sur de
nombreuses espéces végétales en présence de différents produits pétroliers par Udo & Fayemi
(1975), Reynolds (1977), Amakiri & Onofeghara (1984), Oudot (1994) ou Chaineau (1995).
Ces résultats confirment ceux relatés dans le paragraphe précédent quant a la phytotoxicité du
goudron, mais ne permettent pas de qualifier plus précisément la nature des produits
phytotoxiques. Les résultats discutés dans le paragraphe 4.1.2.2., ainsi que ['étude des données
bibliographiques suggérent cependant que les molécules volatiles sont beaucoup plus
phytotoxiques que les fractions aromatiques de haut poids moléculaire. L’effet de la fraction

volatile du goudron sur la germination des espéces a donc été examinée.

4.1.3. Etude de la phytotoxicité de la fraction volatile du goudron sur la
germination de l'orge et du colza

4.1.3.1. Etude de la phytotoxicité

Le dispositif utilisé pour les tests de germination a été adapté au test de composés volatils
(chapitre 1, paragraphe 3.5.3.1.3., figure 3). Apres 8 jours de test, les taux de germination de
l'orge et du colza en présence de la fraction volatile du goudron sont identiques a ceux
obtenus lorsque ces espéces étaient testées en présence de terre agricole contaminée par 142 g
goudron kg™ terre, soit 1% de germination pour I’orge et 20% pour le colza.

Ces résultats confirment donc ceux discutés dans les paragraphes précédenté. Afin de les
valider, l’évolutioh de la phytotoxicité de la terre agricole contaminée par des concentrations
croissantes de goudron a ensuite été étudiée en laissant les boites de Pétri ouvertes et placées

sous une hotte ventilée, afin de diluer la fraction volatile.
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4.1.3.2. Effet de la ventilation sur la phytotoxicité du goudron

Le test de germination décrit dans le paragraphe 4.1.2. de ce chapitre a permis d'obtenir les
courbes de toxicité du goudron sur la germination de l'orge et du colza en fonction de sa
concentration dans la terre. Ces résultats, illustrés sur la figure 10, ont été obtenus en

conditions de non dilution (boites fermées) ou de dilution (boites ouvertes) de la fraction

volatile.
ORGE - COLZA
% graines germées % graines germées
100 100
80 - 80 - boites ouvertes
60 - 60
40 - 40 1 boites fermées
20 - boltes fermées 20
O T ¥ T I T 0 T T T T T
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Figure 10 : Courbes dose-réponse de la germination de l'orge et du colza aprés 8 jours de
contact avec la terre agricole contaminée par des concentrations croissantes de goudron, en

conditions permettant la dilution ou non des composés volatils dans I'atmosphére.

La proportion de graines ‘d'orge et de colza germées diminue fortement au dela d'une
concentration de 71 g goudron kg de terre agricole. Un effet trés significatif de la ventilation
sur le taux de germination de l'orge est observé. En effet, le taux de germination du colza en
présence de la plus haute concentration en goudron augmente d'environ 20% et celui de 1'orge
de 50% lorsque les boites de Pétri sont ouvertes.

Pour l'orge, la CLso de goudron passe de 50 g kg™ terre en absence de dilution de la fraction
volatile du goudron a 108 g goudron kg™ terre lorsque cette fraction est diluée. Pour le colza,
ces valeurs sont respectivement de 66 g goudron kg™ terre en atmosphére non diluée et 102 g
goudron kg™ terre en atmosphére diluée. Ces résultats montrent que, la fraction volatile est
effectivement phytotoxique puisque sa dilution se traduit par une diminution de la
phytotoxicité.

Ce résultat est trés important puisque il indique qu'en milieu aéré, la germination des espéces
est assurée pour des concentrations de goudron dans la terre qui sont largement supérieures a

celles généralement observées pour les terres d'anciennes usines a gaz devant étre traitées par
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une méthode biologique. En effet, si on prend l'exemple de la terre G2, en considérant la
teneur en HAP du goudron correspondant, on peut évaluer la teneur en goudron de la terre &
environ 20,3 g kg terre.

Pour affiner ces résultats, et afin de les comparer aux données de la bibliographie, nous avons
ensuite essayé de qualifier les molécules majoritairement présentes au niveau de la fraction

volatile du goudron.

4.1.3.3. ldentification de composés présents dans la fraction volatile du
goudron

L'analyse de la fraction volatile du goudron a été réalisée par chromatographie en phase
gazeuse couplée & la spectrométrie de masse, selon la technique du headspace. Les composés
ont été identifiés grace a leurs fragments caractéristiques et a la co-injection de standards. La
figure 11 présente les analyses ayant conduit & l'identification du benzéne, du toluéne, des
isomeres du xyléne, du naphtaléne et de ces dérivés alkylés dans la fraction volatile du

goudron.
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Figure 11 : Chromatogramme du courant ionique total et du courant ionique caractéristique
du naphtaléne (m/z=128), des méthylnaphtalénes (m/z=142) et des diméthylnaphtalénes
(m/z=156).
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Les composés identifiés sont particuliérement abondants dans la fraction volatile, ce qui
suggere qu'ils sont responsables de la phytotoxicité du goudron. Cette hypothése est de plus
corroborée par les travaux conduits par Havis (1949), Huzelbos et al. (1993) ou Oudot (1994),
qui ont examiné la phytotoxicité de ces composés pris & I'état pur. L'ensemble de ces

molécules volatiles sont référencées sous le nom générique de naphtas.

4.1.3.4. Conclusions

La fraction volatile du goudron, constituée de molécules au nombre desquelles le naphtaléne
et ses isomeres alkylés, est responsable de la phytotoxicité du goudron sur la germination de
deux espéces et vraisemblablement, en partie, de la phytotoxicité des terres d'anciennes usines
a gaz. La présence de naphtaléne dans la fraction phytotoxique conduit cependant a
s’interroger sur sa réelle phytotoxicité, ainsi que sur celle des HAP de plus haut poids
moléculaire. Afin de répondre & cette question, des tests de germination en présence de divers

HAP purs ont été réalisés.

4.1.4. Germination de différentes espéces végétales en présence de HAP purs

4.1.4.1. Cinétique de germination des végétaux en présence de HAP purs

Des tests de germination ont été conduits avec les especes végétales cultivées en présence de
solutions saturées par I'un des cinq HAP suivants : le naphtaléne, le phénanthréne, le
fluoranthéne, le chryséne et le benzo[a]pyréne. La figure 12 illustre les résultats obtenus pour
le colza en présence d'eau distillée (témoin) et de solution de naphtaléne ou de
benzo[a]pyréne.

En présence des molécules de moins de cinq cycles, on observe une latence de germination
pendant les premiers jours du test. Cette latence ne se traduit pas par une inhibition du taux de
germination au bout de 14 jours. La latence a la germination est particuliérement marquée
pour le naphtaléne, tandis que, pour les HAP de plus haut poids moléculaire, la germination
est plus rapide que celle du témoin. Cependant, dans tous les cas, aprés 5 jours, le taux de
germination n'est plus différent de celui du témoin.

Les résultats des courbes de germination en fonction du temps suggérent ainsi que 1) le
naphtaléne est phytotoxique, ce qui est en accord avec les résultats discutés antérieurement
dans ce chapitre, et 2) les HAP de plus haut poids moléculaire stimulent la germination des
especes dans les conditions retenues et pour des concentrations faibles. Cet effet est corroboré

par les travaux de Griaf & Nowak (1966), qui comparent l'action stimulatrice du
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benzo[a]pyréne, a trés faibles doses, sur le développement d'algues et de végétaux supérieurs,

a une action de type hormone végétale.
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Figure 12 : Germination du colza en présence d'eau distiliée (témoin) ou de solution aqueuse

saturée en naphtaléne et benzo[a]pyréne. Nb : les courbes relatives au phénanthréne et au fluoranthéne
sont comprises entre celle du témoin et celle du naphtaléne, la courbe relative au chryséne est pratiquement

confondue avec celle du benzola]pyréne.

Ainsi, un effet transitoire des HAP sur la germination du colza est observé. Ce résultat est
généralisable & 'ensemble des espéces cultivées testées.

Les taux de germination des diverses espéces dans les premiers jours de contact avec la
solution témoin et les solutions saturées de HAP ont ensuite été comparés, en relation avec les

propriétés physico-chimiques des molécules.

4.1.4.2. Effet des HAP purs sur la germination des espéces cultivées

Un effet significatif des HAP sur la germination des especes est mis en évidence pendant 2
jours pour l'ensemble des espéces testées (Tableau 8). Globalement, le taux de germination
augmente significativement dans l'ordre suivant ;: naphtaléne < fluoranthéne < phénanthréne <

témoin < chryséne < benzo[a]pyrene.

Ces résultats suggérent que les HAP de haut poids moléculaire stimulent la germination des
espéces. Le naphtaléne a un effet inhibiteur pour toutes les espéces sauf le lupin. Le
fluoranthéne a un effet phytotoxique sur la germination du colza, et de I’orge mais stimule

apparemment celle des autres espéces. Cet effet est transitoire. Cependant, comme les boites

43



Chapitre 1 : Développement de végétaux sur diverses matrices en présence de HAP

de Pétri ne sont pas fermées de fagon étanche, les HAP les plus légers ont pu se volatiliser, ce
qui expliquerait qu'apres 3 jours, l'effet des HAP n'est plus significatif. Au tout début du test
au contraire, étant donné la quantité de produit apportée, I'ensemble du dispositif (eau+air) est

saturé en HAP, ce qui a probablement permis d’observer un effet.

Tableau 8 : Pourcentages de graines germées aprés 1 jour de contact avec la solution témoin

sans HAP ou les solutions aqueuses saturées en naphtaléne, phénanthréne, fluoranthéne,

chryséne ou benzo[a]pyréne.

Colza Fétuque Lupin Mais Orge Trefle
Témoin 40,0 b 0,0¢c 14,7d 38,7¢ 73,3 b 38,7¢
Naphtaléne 0,0d 0,0 ¢ 42,7 ¢ 333¢ 10,7d 80d
Phénanthréne 29,3 ¢ 0,0¢ 62,7 a 77,3 b 78,7b 73,3a
Fluoranthéne 22,7¢ 62,1a 61,3a 76,0 b 56,0 ¢ 56,0 b
Chryseéne 50,7 ab 17,3b 54,7b 74,7b 92,0a 80,0 a
Benzo[a]pyreéne 62,7 a 14,7b 533b 89,3a 96,0 a 84,0a

Les valeurs d’une méme colonne affectée de letires différentes sont significativement différentes, n=3 et p=0,05.

L’effet des molécules légéres et celui des molécules de plus haut poids moléculaire sont
différents. Afin de vérifier si cette différence était liée au hasard, nous avons donc examiné la
répartition des taux de germination observés en relation avec l'ensemble des propriétés
physico-chimiques des HAP. Le taux de germination obtenu pendant les premiers jours de test
est ainsi assez bien corrélé a la solubilité (r’=0,916), 4 la pression de vapeur (1>=0,954) et au
log Kow (1*=0,744) des molécules. Les meilleures corrélations sont ainsi observées pour les
propri€tés physico-chimiques des molécules déterminant la répartition dans le systéme sol-
eau-atmosphére.

Ces corrélations montrent donc que les taux de germination obtenus sont corrélés aux
propriétés physico-chimiques des molécules, celles gouvernant leur répartition entre la phase
aqueuse et la phase gazeuse en particulier. Etant donné que le systéme n'était pas étanche,
I’importance de ces propriétés pourraient cependant traduire la redistribution perpétuelle du
produit entre la solution et la phase gazeuse qui s'appauvrit. Cet appauvrissement se traduisant

au final par une absence d’inhibition de la germination.
4.1.4.3. Conclusions

Concernant les terres d’anciennes usines a gaz, ’ensemble des résultats obtenus indique que
leur phytotoxicité sur la germination des espéces végétales testées est due en grande partie au

goudron. La phytotoxicité de ce goudron est en partie expliquée par celle de sa fraction
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volatile. Parmi les composés présents dans cette fraction, on trouve le naphtaléne, dont la
_phytotoxicité sur la germination de diverses espéces a pu étre vérifiée a I’état isolé. Dans le
méme ordre d’idée, ’absence de phytotoxicité des composés de plus haut poids moléculaire a
pu étre vérifiée. Dans un contexte plus appliqué, la phytotoxicité des terres d’AUG pose un
probléme en terme d'installation d'un couvert végétal.

Ces résultats semblent cependant étre en désaccord avec I'abondance de la flore qui peut étre
identifiée sur certains sites d'anciennes usines & gaz, y compris dans des zones trés
contaminées en HAP (goudrons). Toutefois, sur ces sites, les terres de surface ont pu évoluer
naturellement sous l'effet de phénomenes tels que la dégradation ou le lessivage. Ces
phénomeénes conduisent & ce que les anglo-saxons nomment "weathering of soils", ce que I'on
peut traduire par le terme de "vieillissement des terres". Ainsi, dans une derniére partie
consacrée a la germination, l'effet de ce vieillissement sur la toxicité des terres d'ancienne

usine & gaz a donc été examiné.

4.1.5. Effet du vieillissement sur la phytotoxicité des terres d'anciennes usines

agaz
A l'occasion du suivi d'un dispositif pilote de phytotraitement des terres d'anciennes usines a
gaz G1 et G2 en conditions climatiques naturelles, dispositif présenté dans le chapitre 3, la
phytotoxicité des terres aprés 2 ans et demi d'évolution a pu &tre analysée. Ces résultats ont
ensuite été comparés a ceux obtenus avec la terre d'un horizon végétalisé prélevé sur le site S.
La germination du colza en présence de terres Glet G2 « vieillies » ne montre ni latence ni
inhibition du taux de germination quelle que soit la date (figure 13). Ces résultats sont aussi

observés pour les autres espéces testées, et pour la terre S.

Ces résultats montrent que le vieillissement des terres s'est accompagné d'une disparition de
leur phytotoxicité. Ces observations tendent & confirmer les travaux d'Alexander & Alexander
(1999, 2000) sur I'évolution de la génotoxicité de sols contaminés par des HAP au cours du
temps. Ils montrent également que le vieillissement des terres est un phénoméne favorable a

I'implantation de végétaux.
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Figure 13 : Germination du colza en présence de terres d'anciennes usines a gaz G1 et G2

prétraitées et de la terre agricole témoin.

4.1.6. Conclusions

La premiére étape du développement de végétaux en présence de HAP, la germination, a été
étudiée. Les tests de germination ont mis en évidence une phytotoxicité plus ou moins élevée
des terres d'ancienne usine a gaz, certaines espéces végétales étant cependant quasi
indifférentes & la présence de contamination. Les espéces de la famille botanique des
Graminées sont les plus résistantes. La phytotoxicité du goudron, de sa fraction volatile et des
HAP de moins de 3 cycles a été mise en évidence. Les HAP de plus haut poids moléculaire ne
sont pas phytotoxiques. Une phase de vieillissement permet cependant de supprimer la
phytotoxicité des terres d’ancienne usine a gaz. Cette phase de prétraitement pourrait s'avérer

nécessaire pour pouvoir implanter un couvert végétal sur les terres les plus phytotoxiques.

Apres avoir étudié les modalités de la germination des espéces en présence de différentes
matrices contenant des HAP, la sensibilité des espeéces végétales a4 la présence de
contamination a été examinée au cours des phases ultérieures du développement. Ces études

ont été conduites gréice a la réalisation de tests de croissance de courte durée.

4.2. Effets de différentes matrices contenant des HAP sur la croissance des
espéces végétales

Suite a I’étude de la germination, la croissance des especes végétales cultivées a €té examince

en présence successivement de terres d'anciennes usines a gaz, de goudron et de HAP purs.
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4.2.1. Croissance des espéces cultivées en présence de terres d'anciennes
usine a gaz

Les espéces végétales de type grande culture ont été cultivées pendant 2 mois en vases de
végétation en présence des terres d'anciennes usines a gaz G1 et G2. Leur croissance a été

réguliérement évaluée par la hauteur des plantules.
4.2.1.1. Cinetique de croissance

La mesure réguliére des hauteurs des plantules, non destructrice, a permis de tracer les
courbes de croissance des especes testées en présence de terres d'anciennes usines a gaz et en
présence de terre agricole utilisée comme témoin.

Pendant les deux premiéres semaines, les taux de croissance de l'orge sur G1 et sur le témoin
ont été identiques, tandis que celui des plantules poussant sur G2 était, dés le départ, tres
inférieur a celui du témoin (figure 14). Aprés 15 jours, le taux de croissance des plantules sur
G2 est resté faible et constant. Le taux de croissance des plantules témoin et de celles
poussant sur G1 a légérement diminué entre 15 et 30 jours. Aprés 30 jours, les taux de
croissance sur le témoin et sur G1 sont proches. Le taux de croissance des plantules sur G2

est significativement inférieur a celui des plantules témoin.

Hauteur des plantules (cm)

60 1 Témoin (HAP non détectés)
50 1
40 1
30 -

G1 (1600 mg HAP kg terre)

20 1
10 A

& 4 G2 (3500 mg HAP kg terre)

0 20 40 60
Temps (jours)

Figure 14 : Courbes de croissance de l'orge en présence des terres d'anciennes usines a gaz

G1 et G2 et de la terre agricole témoin. Les écart-types sont inférieurs a la taille des marques.

Des effets sur la croissance, comparables a ceux observés pour la germination, sont donc mis
en évidence. Cet effet pourrait étre soit le résultat d'une toxicité des produits polluants
présents dans la terre (effet direct), soit la conséquence d'un déficit nutritionnel (effet

indirect), soit la résultante de ces deux phénomeénes.
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* Effets indirects

La présence de goudron dans la terre modifie ses propriétés, en particulier vis a vis de la
porosité, du facteur hydrique et de la fertilité. Le goudron colmate les pores du sol ce qui
limite I’accessibilité a l'air et a I'eau (Vercamer ef al., 1996). De plus, il confére au sol des
propriétés d’hydrophobicité, donc une moins bonne rétention en eau. Toutefois, un arrosage
précis des vases de végétation et une surveillance constante ont permis de garder une humidité
quasi constante des terres.
Par ailleurs, les terres d'anciennes usines a gaz sont des milieux nutritivement déséquilibrés.
Le manque de substances nutritives pourrait expliquer une croissance réduite des végétaux.
Cependant 1'apport de fertilisants ne modifie pas cet état de fait. Nous pouvons donc supposer
que ce manque de nutriments n'est pas suffisant pour expliquer les différences de croissance
observées. Toutefois, il faudrait pouvoir vérifier que les nutriments ajoutés ne sont pas passés
sous forme non biodisponible sous l'effet de processus non déterminés dans les terres
d'anciennes usines a gaz.

* Effets directs
Apres absorption, de nombreux composés présents dans le sol ont pu induire une
phytotoxicité. Des symptomes de toxicité, tels que la prolifération de racines et des nécroses
sont par exemple observés. ,

* Cumul d’effets directs et indirects

Les symptomes de toxicité traduisent un effet direct, mais celui-ci a aussi pu s’accompagner
d’effets indirects. En effet, I’intégrité du systéme racinaire étant altérée, une modification de
sa capacité a absorber l'eau et les nutriments a pu avoir lieu. Cette modification étant
répercutée au niveau de la croissance. Cette hypothese sera discutée plus loin dans ce
chapitre.

La croissance des espéces n'a pas été suivie jusqu'a maturité, puisque le but des tests de
croissance était de sélectionner, rapidement, des espéces capables de croitre sur les terres
d’AUG. Dans cette optique, la réalisation de I’ensemble du cycle de développement de la
plante n’était pas un facteur déterminant.

Ainsi, rien n'indique que, comme pour la germination, le taux de croissance des plantules
poussant en présence de terre d'anciennes usines a gaz ne soit pas par la suite égal a celui des
plantules témoins. Les travaux de Chaineau (1995) ont dans cette optique montré que
I'inhibition constatée en début de croissance des espéces est restée constante ou a diminué en
cours de croissance, toutes les plantes arrivant a maturité. Ces résultats suggérent que les

phases initiales de croissance sont les plus sensibles a la présence d’hydrocarbures, quelle que
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soit la plante. La limitation de la durée du test 4 un mois ne serait pas dans cette optique un
frein & la mise en évidence du phénoméne étudié. Dans le cas considéré, les effets de toxicité
indirects, sur 1’état nutritionnel de la plante en particulier, ont peu de chances de s’atténuer au
cours du temps. De plus, la mise a fleur et la constitution des semences sont deux périodes du
développement végétal ou la nutrition est un facteur clé. Par conséquent, il est probable que
des inhibitions apparaissent a ce stade du développement. Cet aspect resterait a vérifier lors de
cultures plus longues. En ce qui concerne les effets directs de toxicité, comme la sensibilité de
la plante peut varier, il est possible que ceux-ci s’atténuent au cours du temps, ce qui
.

rejoindrait les travaux de Chaineau (1995).

4.2.1.2. Hauteurs des plantules des différentes espéces aprés 2 mois de
culture

Quelle que soit l'espéce, la hauteur des plantules est significativement inférieure en présence
de terre d'ancienne usine & gaz G1 ou G2 par rapport au témoin constitué de terre agricole ne
contenant pas de HAP (figure 15). La hauteur des plantules ayant poussé sur la terre G2 est

significativement inférieure a la hauteur de celles ayant poussé sur la terre G1.

Hauteur relative des plantules (%) O Témoin (HAP non détectés)
M G1 (1600 mg HAP kg-1 terre)

1407 B G2 (3500 mg HAP keg-1 terre)

120 1
100 1
80
60 1
40 -
20 1

0 T T T T T
Colza Fétuque  Luzerne Mais Orge Tréfle  Ray-grass

Figure 15 : Hauteurs des plantules des différentes espéces, mesurées aprés 63 jours de culture
en vases de végétation remplis de terre d'ancienne usine & gaz G1 et G2 ou de terre agricole

témoin. Résultats exprimés % de la hauteur des plantules ayant poussé sur la terre témoin.

Les espéces appartenant a la famille des Graminées, l'orge et le mais en particulier, sont les
plus résistantes. Ainsi, la hauteur des plantules sur G1 et G2 atteint respectivement 84% et 9%
de celle des plantules témoin pour l'orge et 80% et 11% pour le mais. Les Légumineuses et le
colza sont les espéces les plus sensibles. En effet, la hauteur des plantules sur G1 et G2 atteint

respectivement 45 et 0 % de celle des plantules témoin pour le colza, 23% et 0% pour le
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trefle. Cette sensibilité différenciée, déja observée au niveau de la germination, est donc en
accord avec les travaux d'Udo & Fayemi (1975), Terje (1984), Huzelbos et al.(1993) ou
Chaineau (1995).

De méme que pour la germination, I'impact du goudron sur la croissance des espéces a ensuite

été étudié.

4.2.2. Croissance de l'orge et du colza en présence de goudron

Des plantules de colza et d'orge ont été cultivées 1 mois en présence de terre agricole (témoin)
ou de terre agricole contaminée par 2 concentlrations de goudron compatibles avec la
germination des espéces.

Un effet du goudron sur divers paramétres de croissance de l'orge et du colza est mis en

évidence apres 1 mois . Le tableau 9 illustre ces résultats.

Tableau 9 : Caractérisation de la croissance des plantules d'orge et de colza cultivées en

présence de différentes concentrations de goudron et sur de la terre agricole sans goudron.

Nb feuilles Hauteur (cm) MF racines (g) MF feuilles (g) PA/PR

ORGE

Témoin " 46a 33,52 58a 6,7a  l14a
0.2% goudron 42a 33,3a 4,6 a 50b 1,15a
1% goudron 3.3b 24,0 a 33a 3,4b 1,09 a

__________ coLza
Témoin " 32a 145a 13a 41a 349a
0,2% goudron 2,7a 11,1 a 0,5b 2,6 ab 6,55 a
1% goudron 2,1 a 7,2 a 0,1b 0,7b 583 a

Pour chaque espéce, les valeurs d’une méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement
différentes, n=3 et p=0,05 ; Nb feuilles : nombre de feuilles; MF racines : matiére fraiche des racines; MF

feunilles : matiére fraiche des parties aériennes; PA : parties aériennes; PR : parties racinaires.

Une concentration de 1% de goudron dans la terre agricole diminue significativement le
nombre de feuilles des plantules d'orge. Quelle que soit la concentration en goudron, la
production de biomasse aérienne est significativement diminuée, tandis que la production de
biomasse racinaire et la hauteur des plantules ne varient pas significativement. Toutefois, pour
ce dernier paramétre, les résultats obtenus montrent une nette différence de taille entre les
plantules ayant poussé sur la terre témoin et celles ayant poussé en présence de 1% de

goudron. Le paramétre PA/PR est peu modifié.
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Une concentration de 1% de goudron dans la terre agricole inhibe de maniére significative la
production de biomasse aérienne et surtout racinaire du colza, ainsi que le nombre de feuilles
et la hauteur des plantules. Le paramétre PA/PR augmente de plus de 50%.

Ces résultats montrent donc que le goudron a une action phytotoxique sur la croissance des
espéces. La sensibilité de la croissance est supérieure a celle de la germination. En effet, aux
concentrations pour lesquelles la germination n’est pas inhibée par le goudron, la croissance
est inhibée. Cette observation confirme ainsi les résultats obtenus par Chaineau (1995) quant a
la germination et la croissance de diverses espéces en présence de fuel.

Des signes de phytotoxicité des terres d'ancienne usine a gaz et du goudron sur les racines et
les parties aériennes de diverses espéces ont été mis en évidence : prolifération des racines,
nécroses. Ces signes plaident en faveur d'une action biologique directe des hydrocarbures. La
fraction volatile est probablement responsable des symptomes de toxicité aériens,
vraisemblablement aussi de ceux mis en évidence au niveau des racines.

Le goudron a une forte action phytotoxique sur la croissance des especes cultivées, supérieure
a celle observée pour la germination. Des signes de toxicité sont observés sur les racines.
Dans la suite du travail, une recherche spécifique de toxicité a été conduite grice a

Putilisation de HAP purs représentatifs des 16 HAP EPA.

4.2.3. Croissance des espéces en présence de HAP purs

Les produits susceptibles d'avoir un effet sur la croissance ont été choisis en fonction des
résultats des tests de germination. L’utilisation du naphtaléne, trés volatil, dans de bonnes
conditions n'étant pas assurée, le phénanthréne, molécule moins volatile mais relativement
soluble dans I’eau et de petite taille a été choisi. Cette molécule est de plus couramment
utilisée comme modéle car 1) elle est présente a de fortes teneurs dans les sols, 2) nombre de
molécules présentant une partie de leur squelette basé sur le phénanthréne sont cancérogenes
et 3) c’est le plus petit HAP présentant & la fois une « bay-region» et une « K-region»
(Bezalel et al., 1996), dont la présence a des implications non négligeables sur la réactivité de
ces molécules. L’effet du phénanthréne sur la croissance d’une plante, le mais, a donc été
étudié, dans une gamme de concentration tenant compte des capacités de rétention du sol
utilisé.

Quelle que soit la concentration a laquelle il est apporté dans la terre agricole, le phénanthréne
ne présente aucun effet sur le déroulement de la croissance des plantules de mais, évaluée par
le suivi de la hauteur des plantules (figure 16). Toutefois, en présence d'une concentration

égale a 10 fois la concentration de base, la croissance semble ralentir plus t6t.
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Hauteur des plantules (cm) —_ _

60 - 4 —
—

50 + .

40 - .

30 . Ecart-types Témoin

20 - _ - —a— 7,26 mg pnénanthréne/kg
de terre

10 - —aA— 72,6 mg phénanthréne/kg
de terre

0 ) ] ] 1
0 5 10 15 20 25 30

Temps (jours)

Figure 16 : Courbes de croissance du mais en présence de terre agricole sans phénanthréne ou

de terre agricole contaminée par du phénanthréne. Nb : Les courbes de croissance du mais en présence

de 1,72 mg phénanthréne kg terre et 3,63 mg phénanthréne kg™ terre sont comprises entre celle du témoin et

celle 4 la concentration de 72,6 mg phénanthréne kg™ terre.

Ces résultats confirment donc ceux obtenus pour la germination en montrant I'absence d'effet
du phénanthréne. 1l s'agit cependant d'une molécule particuliere, qui n’est pas forcément
représentative de 1’ensemble des HAP EPA. Toutefois, des études complémentaires non
présentées ici avaient conduit aux mémes résultats avec des molécules de plus haut poids
moléculaire comme le benzo[a]anthracéne, le benzo[a]pyréne et le dibenz[a,h]anthracéne. Par
ailleurs, si les phénomenes d'adsorption au sol ont été théoriquement pris en compte dans le
calcul des concentrations de phénanthréne apportées, on ne peut cependant pas exclure que le

produit ait pu étre non biodisponible au cours du test.

4.2.4. Conclusions

La germination et la croissance de différentes espéces végétales en présence de HAP ont été
étudiées. Les résultats obtenus ont montré que les HAP purs, a l'exception du naphtaléne,
n'étaient pas phytotoxiques. Les goudrons d'anciennes usines a gaz ont quant a eux une forte
action phytotoxique, due a leur fraction volatile, contenant du naphtaléne. La toxicité diminue
et disparait a la suite du vieillissement du sol. Dans ce cas, la colonisation du sol par les
végétaux est assurée, comme le confirme l'existence d'une flore variée sur les sites

d'anciennes usines & gaz.
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Cependant, si le développement des espéces semble assuré, les paramétres liés a la
colonisation de ce sol par les racines, sont aussi des facteurs dont dépend la réussite d’un
phytotraitement. Le paragraphe suivant présente donc, dans cette optique, les résultats d'un
test visant a étudier le développement racinaire en présence de terres d'anciennes usines a gaz.
Ce test, développé initialement pour l'étude de la colonisation racinaire de matériaux
contaminés par des métaux lourds (Schwartz et al., 1999), a été adapté¢ a l'étude d'une

contamination organique.

4.3. Etude du développement du systéme racinaire du ray-grass en présence
de terres de site d'ancienne usine a gaz

4.3.1. Production de biomasse
Les données relatives a la croissance du ray-grass sont regroupées dans la tableau 10.

Tableau 10 : Matiére fraiche aérienne (MFfeuil), racinaire (MFrac) et rapport de la biomasse
aérienne a la biomasse racinaire aprés culture de ray-grass sur les rhizotrons pendant 1 mois :

effet de la modalité de remplissage.

Tt Description MFfeuil (g) MFrac (g) PA/PR
1 Inclusions terre agricole 22,4 b - -

2 Inclusions terre G2 26,3 ab - -

3 Inclusions terre G1 23,5b - -

4 Zone terre G1 au milieu 29,2 a 15,9B 1,8b
5 Zone surface terre agricole 23,6 b 149B 1,6 b
6 Zone surface terre G1 29.5a 195A 1,5b
7 Homogene terre G1 17,5¢ 16,3 a 1,le
8 Homogene terre agricole 22,6 b 10,1 b 22a

Tt : traitement; - : donnée non mesurée; les valeurs d’une méme colonne affectées de lettres différentes sont
significativement différentes, n=3 et p=0,05. Des tailles de lettres différentes dans une méme colonne font

référence a 2 analyses de variance distinctes.

La production de biomasse aérienne moyenne est comprise entre 17,5 g de matiére séche pour
les rhizotrons de terre d'anciennes usines a gaz homogéne (traitement 7) et 29,5 g de matiére
séche pour les rhizotrons de terre agricole contenant une couche de terre d'ancienne usine a
gaz en surface (traitement 6). Le rendement est significativement plus élevé pour les
traitements 4 et 6, rhizotrons constitués d’une couche de 5 cm de terre d’AUG G1 dans la

terre agricole. La production de biomasse pour ’ensemble des modalités avec inclusions de
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terre (traitements 1, 2 et 3), ainsi que pour les rhizotrons de terre agricole homogéne
(traitement 8) ou en surface (traitement 5) est du méme ordre.

La production de racines des rhizotrons de terre agricole homogéne et des rhizotrons de terre
G1 homogéne suit le schéma inverse de la production de biomasse aérienne. La masse de
racines mesurée pour les rhizotrons présentant une couche de terre Gl en surface est
supérieure a celle des rhizotrons pour lesquels cette couche est 8 5 cm de profondeur. Il n’y a
pas de différences significatives entre les deux traitements présentant la terre agricole en
surface, indépendamment du type de terre présente en dessous. La quantité totale de racines
produites est fonction du type de terre dans les cinq premiers centimétres, ce qui correspond a
la zone de densité racinaire maximale pour le ray-grass.

La valeur du rapport PA/PR mesurée pour les rhizotrons de terre G1 homogéne est inférieur
de moitié a celle mesurée pour les rhizotrons homogeénes de terre agricole. Ceux de
I’ensemble des traitements comportant des superpositions de terres différentes ne sont pas
significativement différents et sont intermédiaires entre ceux des rhizotrons homogenes. Dans
tous les cas, lorsque le rhizotron est au moins en partie constitué de terre G2, le rapport
PA/PR diminue significativement.

Si le traitement homogéne de terre agricole est pris comme référence, la quantité de matiére
séche aérienne produite par unité de biomasse racinaire diminue en présence de terre G1, ce
qui montre que le fonctionnement de la plante est altéré. En présence de terre Gl, le
compartiment racinaire se développe ainsi aux dépends du compartiment foliaire.

La morphologie du systéme racinaire du ray-grass a donc ensuite été étudiée, afin d’identifier

les modalités ayant conduit 4 une augmentation de la masse de racines.

4.3.2. Morphologie du systéme racinaire du ray-grass sur terre agricole et terre
d'anciennes usines a gaz

4.3.2.1. Description de I'architecture racinaire du ray-grass

Sur la terre G1, la morphologie du systéme racinaire montre un nombre de racines plus
important que sur la terre agricole (photographies 3 et 4 et figures 17 a 24). Ces racines sont
beaucoup plus fines que sur la terre agricole et présentent un chevelu racinaire secondaire plus
développé. Ces différences de morphologie décrites pour les rhizotrons de terre homogéne
sont aussi observées au niveau des couches et inclusions des autres rhizotrons. On note ainsi
une plus grande ramification des racines et une prolifération de racines fines dans la terre G1
ou qu'elle soit située. Cette prolifération de racines peut étre I’indice d'une phytotoxicité des

terres considérées.
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Les mécanismes conduisant a la prolifération des racines dans des terres non polluées et ne
présentant aucun obstacle a leur développement ne sont pas intégralement connus. Il en est de
méme de ceux conduisant 4 une prolifération anormale, en réponse par exemple a un stress.
Toutefois, une prolifération des racines peut €tre observée dans certains cas particuliers

développés ci-apres.
4.3.2.2. Discussion quant aux mécanismes de la prolifération racinaire
4.3.2.2.1. Fertilité des terres

De nombreux auteurs ont décrit une prolifération racinaire dans des zones bien pourvues en
nutriments et 'augmentation de prélévement de nutriments qui en découle (Hodge et al.,
1999). Ce phénoméne est interprété comme une adaptation & I'nétérogénéité de la fourniture
dans le sol. Cette stratégie est en particulier développée par les Graminées, comme l'ont décrit
les travaux de Paterson & Sim (1999). Cependant, dans le cas ot une zone de terre agricole,
de fertilité supérieure, est située a proximité, le ray-grass ne la colonise pas préférentiellement
et la prolifération racinaire a lieu dans la terre Gl. Il est donc probable que l'aspect
nutritionnel ne soit pas seul responsable de la prolifération racinaire, & moins qu'a l'inverse de
la stratégie citée plus haut, le ray-grass n'ait adopté une stratégie pour compenser le
déséquilibre nutritionnel par une augmentation de la surface de contact sol-racine, donc de la
capacité d'absorption. Précisons toutefois que I’apport de nutriments n’est pas suivi de la

disparition des symptomes précédemment décrits.
4.3.2.2.2. Compaction des terres

La compaction de la terre est un facteur de stress de la plante qui peut se traduire par une
prolifération des racines. Cette prolifération est en général anarchique, contrairement 2 celle
que nous observons. L'architecture racinaire est globalement respectée et c'est le nombre de
racines de chaque ordre qui est multiplié. De plus, les 3 terres utilisées ont la méme densité et
les rhizotrons ont été remplis de la méme maniere, ce qui exclut l'existence de couches

compactes.
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un rhizotron de terre agricole homogene.

Photographie 4 :  Développement

racinaire sur un rhizotron de terre AUG

G1 homogeéne.
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Figure 17 : Traitement 1 Figure 18 : Traitement 2 Figure 19 : Traitement 3
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Figures 17 a 24 : Développement racinaire du ray-grass aprés 1 mois sur les différents

rhizotrons.
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4.3.2.2.3. Toxicité chimique

Elle pourrait étre due & la surabondance de certaines espéces chimiques comme le sodium ou
le calcium, ou 4 la présence de polluants, bien que I'on ne puisse pas alors en préciser le mode
d'action. Si cette hypothése était vérifiée, la prolifération serait une réaction spécifique a la
présence de la contamination et pourrait ainsi faire l'objet d'un test d'évitement facile & mettre
en ceuvre. Cette réaction spécifique rejoindrait ce que Schwartz ez al. (1999) ont pu décrire sur
le comportement différentiel du systéme racinaire d'un hyperaccumulateur de zinc et
cadmium, Thlaspi caerulescens, en présence ou absence de métal et constituerait la premiére

mise en évidence du genre.

4.3.2.2.4. Modification de la balance des hormones végétales

La division et 1’élongation cellulaire conduisant a I’induction et a la croissance des racines
sont sous le déterminisme de diverses hormones végétales. Toute perturbation des équilibres
existants entre les différentes hormones se traduit par des modifications de ces mécanismes.
Les symptomes visibles qui en découlent sont des modifications de croissance des racines
ainsi qu’une modification du nombre de leur ramifications. Par exemple, les travaux de
Vaughan & Ord (1990) sur la phytotoxicité des acides organiques ont montré que des acides
carboxyliques mono-hydroxylés sont des cofacteurs de I’enzyme responsable de I’oxydation
de P'acide indole-acétique (IAA), ce qui a pour conséquence d’augmenter la destruction de
’auxine et donc de diminuer la croissance.

Au niveau de la terre G1, la longueur et le nombre de racines principales et de ramifications
sont supérieurs a ceux observés sur la terre agricole. Il se pourrait donc que certains composés
présents dans cette terre aient induit, via leur action au niveau de la balance des diverses
hormones, une stimulation des mécanismes conduisant a la production de nouvelles racines et
a leur élongation. Cette hypothése se trouverait alors confortée par 1’absence de

développement anarchique constatée au niveau du systéme racinaire.

L'architecture racinaire du ray-grass présente donc un aspect différent selon le type de terre ou
il se développe. Parallélement & ces mesures et & ces observations, la prise en compte par le
ray-grass de I'hétérogénéité de la teneur en contaminants et de leur répartition horizontale et

verticale a été examinée.
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4.3.3. Développement des racines en relation avec l'intensité et la localisation
de la contamination

11 est illustré par les figures 17 a 24. Au niveau des rhizotrons présentant des taches de terre
fortement chargée en HAP et molécules volatiles (traitement 2), on note un trés faible
développement racinaire dans les taches, voire un effet de contournement (photographie 5).

Les racines ont en outre un aspect trés particulier : en zig-zag, sortant de la tache ou poussant

vers le haut.

S LTSNS = D, | A L \

Photographie S : Développement racinaire du ray-grass au voisinage d’une inclusion de terre
d’AUG G2 dans la terre agricole.

Ce résultat montre une colonisation différentielle suivant la nature et/ou le niveau de
contamination. Les zones non ou moyennement contaminées semblent étre préférentiellement
colonisées au détriment des zones trés contaminées. Or, la prise en compte de I'hétérogénéité
de la contamination est un résultat déterminant de ’efficacité du phytotraitement des terres
d’ancienne usine a gaz, donc des conditions de sa mise en ceuvre. Les résultats obtenus

indiquent qu’a ce niveau, il sera vraisemblablement nécessaire, d'une part, d'écarter les terres
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trop fortement contaminées, et, d'autre part d'effectuer un travail d'homogénéisation de ces

terres avant la mise en place du traitement.

4.3.4. Conclusions

L'étude du développement racinaire du ray-grass dans un dispositif de rhizotrons a montré une
modification de son développement global de cette espéce en présence de terre d'anciennes
usines 4 gaz G1. Celle-ci induit une prolifération des racines de la plante au détriment de la
production de biomasse aérienne. Cette étude a aussi révélé la colonisation différentielle des
matériaux par le systéme racinaire d’une graminée, les moins contaminés étant

préférentiellement colonisés.

5. Conclusions

Les terres d'anciennes usines a gaz ont une action inhibitrice sur la germination et plus
particuliérement sur la croissance de nombreuses espéces végétales, la sensibilité dépendant
de T'espéce testée. La toxicité sur les parties aériennes du végétal semble €tre en majorité due
a la présence de nombreuses molécules volatiles dans les goudrons, au nombre desquelles le
naphtaléne, dont la toxicité a été vérifiée a 1’état isolé. Les HAP de plus fort poids moléculaire
que le naphtaléne n’induisent pas de phytotoxicité. L'utilisation de rhizotrons a permis de
montrer que 1) les terres d’AUG perturbent également le développement racinaire d’une
graminée, le ray-grass et 2) que celui-ci évite les zones de forte contamination en HAP au
profit de zones peu ou pas polluées. De ce fait, le traitement des terres d’AUG par
phytoremédiation devra vraisemblablement étre conduit de la méme maniére qu’un traitement
par bioremédiation simple, sur des terres excavées, triées pour en écarter les terres trop
fortement contaminés et homogénéisées.

Au cours de ces travaux, les résultats obtenus pour les espéces sauvages ont été semblables a
ceux obtenus avec des espéces cultivées, et ont de plus contribué a souligner les difficultés de
maitrise de leur cycle cultural. Pour ces raisons, les espéces utilisées dans la suite de ce travail
seront choisies dans le lot des espéces de grande culture, principalement a I’intérieur de la
famille des graminées, du fait de leur résistance plus élevée. Des espéces appartenant a la
famille des légumineuses, bien que plus sensibles, ont cependant été employées du fait de leur
capacité a fixer l'azote atmosphérique et de leur demande réduite en fertilisants.

A l'exception du facteur «espéce», I'ensemble des tests n'a pas permis de mettre en évidence
de plantes particulierement adaptées a la présence de HAP dans la terre. Pour la suite des

expériences, les espéces ont donc été choisies sur d'autres critéres. Etant donné I'objectif final
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des travaux, qui est la phytoremédiation, les critéres les plus significatifs sont apparus étre
ceux li€s & un itinéraire technique réduit et a la colonisation racinaire du sol. Les espéces
(résistance aux paramétres climatiques défavorables) ont donc été privilégiées, ainsi que les
especes pérennes, et dont la profondeur atteinte par le systéme racinaire et la densité racinaire
étaient élevées. Pour ces raisons, les graminées prairiales rustiques ont été considérées comme
répondant parfaitement & ces critéres ainsi que les légumineuses telles que la luzerne ou le
tréfle, traditionnellement utilisées dans les prairies de fauche, seules ou en association avec

des graminées.

Les études de phytoxicité ont donc permis de déterminer les grands types d'espéces végétales
adaptées pour la poursuite des objectifs. Elles ont aussi permis de fixer des conditions
restrictives 4 la mise en ceuvre du traitement des terres d'AUG par les végétaux. Ces
conditions restrictives sont relatives a la préparation des terres. Une condition restrictive
supplémentaire pourra étre également fixée au niveau des végétaux. Dans le cadre de la
limitation des risques d'exposition aux HAP et de la limitation des cofiits de traitement des
terres, les végétaux devront en effet étre secondairement sélectionnés sur leur capacité a ne
pas transférer les HAP vers leurs parties aériennes. L'étude des conditions et modalités du

transfert sont ainsi détaillées dans le chapitre 2.
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Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

1. INTRODUCTION

" Dans le cadre de leur requalification, certains sites d'ancienne usine & gaz pourraient supporter
une activité humaine. Or les HAP, dont certains sont suspectés avoir des propriétés mutagénes
et cancérogénes, sont susceptibles d'étre transférés du sol vers les végétaux. De l'existence d'un
transfert découle un risque de contamination de la chalne alimentaire. D'autre part, dans le
cadre de la phytoremédiation, un transfert de HAP vers les plantes en quantités non
négligeables aurait deux types de répercussions :

e Le traitement par phytoremédiation doit permettre d’atteindre des concentrations
conduisant & un risque acceptable pour les usagers du site.

e L’étude du transfert des HAP vers le végétal pourrait étre une €tape préliminaire a I’étude
de la transformation in-vivo des HAP. Cette fraction transformée non au niveau du sol
mais au niveau du végétal, pourrait, selon son importance, contribuer a 'efficacité du
traitement.

L'objectif de ce chapitre est donc de quantifier le transfert de HAP et d'en étudier les

modalités, notamment grice a l'utilisation de molécules marquées au "*C. Une plante modéle,

présentant un développement racinaire et une transpiration élevés, ainsi qu'une croissance
particuliérement rapide, a été choisie pour ces études. Il s'agit du mais. Le transfert a d'abord
été étudié en conditions hydroponiques, dans des conditions ou les HAP sont totalement

biodisponibles, puis dans des sols, pour simuler les conditions réelles.

2. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE
2.1. Absorption d'eau et de solutés par les végétaux

Chez les végétaux supérieurs non épiphytes, le lieu de l'absorption de l'eau et des solutés est la
racine, essentiellement au niveau de l'assise pilifére portant les poils absorbants. Ceux-ci sont
des cellules allongées de 0,7 a 1 mm de longueur et de 12 & 15 um de diamétre a paroi fine
(figure 25). IIs sont présents en nombre élevé (de 200 a 500 par cm’ avec un maximum de
2000 par cm?® chez les graminées), ce qui augmente considérablement la surface de contact

avec le sol et donc la surface d'absorption de l'eau et des solutés.
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Figure 25 : Plantule de moutarde blanche (Sinapis alba) et détail d’un poil absorbant (d’aprés
Heller et al., 1977).

L'absorption de l'eau par la racine découle de l'existence de pressions différentielles entre le
sol et les diverses zones de celle-ci. Au niveau des poils absorbants, la pression osmotique des
vacuoles est supérieure a la pression osmotique externe du fait de la présence d'ions et d'acides
organiques. Ce phénoméne d'hypertonie crée un appel d'eau. L'eau migre ainsi passivement du
sol dans le poil absorbant, entrainant avec elle certaines espéces dissoutes. Au niveau des
tissus internes, la pression osmotique des vacuoles, les forces d'imbibition des colloides
présents dans le cytoplasme des cellules et les phénomeénes de transpiration et de cohésion de
l'eau assurent la continuité du phénomene de succion, maintenant ainsi le gradient osmotique

qui conduit au passage ultime de l'eau dans les vaisseaux conducteurs du xyléme (Figure 26).
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Figure 26 : Coupe transversale de racine montrant I’évolution du potentiel osmotique w0 et du

potentiel hydrique y.
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La circulation de l'eau emprunte 3 voies : la voie de I’apoplasme, la voie du symplasme et la

voie de circulation de vacuole a vacuole (Figure 27).

Figure 27 : Voies de passage de I’eau et des espéces dissoutes dans la plante (d’aprés Heller et
al., 1977). 1) apoplasme, 2) symplasme, 3) de vacuole a vacuole. Co : cellules du cortex; E :

endoderme; Pe : péricycle; PV : parenchyme vasculaire;V : vaisseau conducteur.

L'apoplasme est constitué des parois pecto-cellulosiques des cellules, des méats et lacunes
entre les cellules et des vaisseaux du xyléme. La circulation de I’eau au niveau des parois y est
facile, ainsi que la diffusion passive des solutés. En effet, les parois pecto-cellulosiques sont
perméables car leurs constituants forment un maillage laissant de nombreux vides. Les méats
et les lacunes offrent peu de résistance a 1’eau, de méme que les vaisseaux du xyléme, qui sont
des tubes creux. La zone corticale de la racine contient ainsi "l'espace libre apparent" qui
occupe 10-20% du volume de la racine (Nye & Tinker, 1977). La voie apoplastique est la voie
de migration principale jusqu'aux zones subérifiées de l'endoderme, qui constitue une barriére
aux propriétés hydrophobes (Sattelmacher et al., 1998).
Le symplasme est l'ensemble des cytoplasmes des cellules, reliés entre eux par des
plasmodesmes, sortes de pores situés dans la paroi des cellules. Ces plasmodesmes laissent
passer 1’eau mais filtrent les solutés notamment en fonction de leur taille. Cette voie devient
obligatoire au niveau de I’endoderme. Les espéces dissoutes ayant traversé cette zone
subérifiée franchissent ensuite la paroi cellulaire puis le plasmalemme selon quatre processus :

- la diffusion simple, selon un gradient de concentration,

- la diffusion facilitée, a travers des canaux constitués de protéines enchissées dans

le plasmalemme,
- Daction de transporteurs, molécules amphiphiles situées au sein de la membrane et

agissant par des relations de type enzyme-substrat
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- et grice a des pompes ioniques.

2.2. Barriéres végétales : conséquences sur les possibilités de pénétration et
de mobilité des HAP dans la plante

Le devenir d'un HAP arrivant au niveau d'une barriére dépend des propriétés physico-
chimiques du composé (poids moléculaire, constante de dissociation,...) et de l'affinité des
différents constituants de la barriére pour la molécule considérée. Ainsi, plus cette affinité est
grande, plus le HAP sera stocké dans ce compartiment et moins il aura de chance de

progresser dans le végétal, 8 moins d'une saturation des capacités d'adsorption de la barriére.

2.2.1. La cuticule

La cuticule est présente sur toutes les structures aériennes non lignifiées. Elle est composée
d'une couche superficielle, I'épicuticule, constituée de cires, et d'une couche plus profonde,
constituée de cutine et de cires (Figure 28).

Voie de péndtration Voie de pénétration
Polaire Apolaire

=+ 7aCires cuticulaires

~a e

¢ Cutine = Cuticule

Ji

Pectine
b~ Parot cellulaire
Cellulose

Membrane
plasmique

Cytoplasme
Figure 28 : Barriéres des parties végétales aériennes (d’aprés Goodman et al., 1992).

La quantité d'épicuticule varie fortement d'une espece végétale a l'autre. La quantité totale peut
atteindre 4% du «poids vert» et 15% du poids sec de la feuille soit une couche de 50 pg par
centimétre carré de surface foliaire (Eglinton &Hamilton, 1967). Les cires sont constituées
d'un assemblage complexe de monomeéres comprenant des alcanes a longues chaines, des
alcools, des cétones, des aldéhydes, des acétals et des acides (Eglinton & Hamilton, 1967). La
cutine, autre composé de la cuticule, est un bio-polyester, polymére peu polaire constitué de
deux familles d'acides gras hydroxylés et époxydés. Ces deux familles sont respectivement
constituées d’acides gras en Ci¢ et d’acides gras en C;3 (Kolattukudy, 1980). Les cires

constituent un pdle hydrophobe. La cutine est un polymére relativement hydrophile donc

65



Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

susceptible d'exclure le passage des HAP. L'architecture de la cuticule (figure 28) détermine
ainsi deux voies d'entrée des xénobiotiques, selon leur polarité (Sabjlic et al., 1990; Goodman
et al, 1992; Wild & Jones, 1992). Les HAP, molécules trés lipophiles, sont susceptibles
d'atteindre les parois cellulaires par la voie des cires. Elles sont aussi fortement susceptibles
d'y étre retenues, tout comme au niveau de la cutine, par des liaisons de Van der Waals ou des
liaisons covalentes. La composition de la cuticule gouvernera par conséquent le passage des
xénobiotiques (Baur, 1997; Baur et al., 1997). Celui-ci peut varier selon les stades de
développement de la plante car la composition de la cuticule évolue au cours du temps
(Eglinton & Hamilton, 1967).

2.2.2. La subérine

La subérine est le polymére constitutif des barriéres protectrices des parties souterraines, des
surfaces blessées et de certains organes internes, comme le cadre de Caspary. C'est un
polymeére proche de la lignine, riche en fonctions phénoliques et aromatiques (Kolattukudy,
1980; Kolattukudy et al., 1972, 1975). Du fait de sa nature de polyester, la subérine se
comporte comme un faible échangeur de cations. La subérine constitue, bien qu’elle soit
proche de la lignine qui est un polymére a caractére hydrophile, I'un des pdles lipophiles des
limites cellulaires au niveau des racines, susceptible de permettre l'adsorption des HAP aux

surfaces racinaires (Briggs ef al., 1982; Schwab et al., 1998).

2.2.3. Les parois pecto-cellulosiques

Elles sont présentes au niveau de toutes les cellules y compris au niveau des poils absorbants
et des cellules stomatiques. Au niveau racinaire, elles constituent le compartiment majeur de
l'apoplasme (Heller et al., 1977). Ces parois peuvent se comporter comme un piége physique a
molécules, grice aux mailles des polymeéres constitutifs, ou chimique par la liaison aux
constituants. Il semble qu'en dessous d'un poids moléculaire de 500 g mol’, il n'y ait pas de
rétention. Parmi les trois polyméres constitutifs, un est relativement polaire, la pectine, et les
deux autres de polarité moyenne (polymeéres de sucres), I'hémicellulose et la cellulose
(Goodman et al., 1992). La perméabilité et la capacité de rétention de ces composés vis a vis

de xénobiotiques lipophiles n'est pas documentée.

2.2.4. La membrane plasmique

Cette barriére régule la mobilité de l'eau et des solutés dans la plante. Le plasmalemme est

constitué d'une bicouche lipidique dans laquelle s'enchéssent entiérement ou partiellement des

66



Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

protéines. La géométrie de cette membrane est variable. Les deux propriétés gouvernant le
passage d'espéces chimiques a travers la membrane plasmique sont la lipophilicité, traduite par
le coefficient de partition eau-octanol (log Kow) et la constante de dissociation pKa
(Bromilow et al., 1989, 1990; figure 29). Les HAP présentent des log Kow supérieurs a 3,3 et
ne sont pas ionisés. Par conséquent ces molécules sont peu susceptibles de traverser la
membrane plasmique. La mobilité des molécules ayant franchi le plasmalemme serait ainsi

réduite et confinée a l'apoplasme des vaisseaux du xyléme, 3 méme d'en adsorber une partie.
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Figure 29 : Relations entre la constante de dissociation (pKa) et le log Kow, en regard de la

systémicité des xénobiotiques.

2.3. Absorption racinaire de molécules organiques et de HAP

L'entrée de molécules organiques dans la racine peut se faire par des processus de type passif,
basés sur le flux transpiratoire et le phénomeéne de diffusion, ou par des processus actifs,
faisant intervenir des structures spécialisées ou non (Ryan et al., 1988). Dans le premier cas, le
phénomeéne d'entrée peut étre corrélé de maniere nette avec les propriétés physico-chimiques
de la molécule considérée. Dans le cas des HAP, la littérature ne fait pas état de l'existence de
transporteur. Etant données les propriétés des molécules et des composés cellulaires
considérés, l'entrée de ces composés dans la racine se fait probablement par effet
d’entrainement suivant le flux hydrique.

Des corrélations ont été développées par un certain nombre d'auteurs pour décrire le
prélevement racinaire. Ces corrélations sont décrites par des facteurs de concentration. Le

Root Concentration Factor (RCF) est égal au rapport de concentration de la molécule dans les
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racines et la solution du sol (Shone ef al., 1974). Les études conduites par Briggs ef al. (1982,
1983) sur l'absorption de composés non-ionisés marqués au '*C par les racines de plants d'orge
ont montré que les RCF mesurés étaient corrélés aux caractéristiques physico-chimiques des
composés, en particulier a la lipophilicité, exprimée par le log Kow (Figure 30) :

log (RCF-0,82) = 0,77 log Kow - 1,52 (Briggs et al., 1982).
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Figure 30 : Relation entre le Root Concentration Factor et le log Kow de molécules

xénobiotiques (d’aprés Briggs et al., 1982).

Le RCF des composés lipophiles est élevé, ce qui traduit I'affinité des constituants cellulaires
pour ces composés (Ryan et al., 1988). D'autre part, les résultats obtenus sont équivalents pour
des racines vivantes ou mortes, ce qui montre que le passage de molécules organiques dans la
racine résulte probablement de la simple partition de celles-ci entre la solution du sol et les
composés lipophiles de la racine (adsorption) plus que d'une absorption au sens strict (Briggs
et al., 1982). Ce type de modélisation est une simplification basée sur des données
expérimentales qui prend en compte des molécules ayant un log Kow inférieur a 4,5. C’est en
particulier le cas des pesticides, qui constituent la majeure partie des produits testés dans cette
étude. Les HAP, de par leurs log Kow supérieurs se situent donc aux bornes de ce modéle.
Cependant, la présence de HAP dans les racines de plantes poussant sur des terrains
contaminés par des HAP (Wild & Jones, 1991; Schwab et al., 1998; Topp et al., 1986.
Kipopoulou et al., 1999) ou en présence de solution contenant des HAP (Edwards et al., 1982;
Edwards, 1986) a bien été mise en évidence. Les HAP y sont présents principalement sous
forme adsorbée localisés dans les zones corticales de la racine et se désorbent spontanément
(Wild & Jones, 1991).
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La modélisation de la concentration racinaire fait appel & l'utilisation de solutions, dans
lesquelles l'accessibilité des molécules testées n'est pas limitée. En présence de sols, dont les
capacités de rétention des molécules lipophiles sont parfois élevées, il existe une corrélation
négative entre les RCF et la capacité d'adsorption du sol, évaluée & partir de la teneur en

carbone organique (Topp et al., 1986; Ryan et al., 1988) :

Log RCF = 2,196 — 0,622 log Koc Topp et al., (1986)
r=-0,838
avec Koc = (g adsorbé kg sol/g dissous 1" eau) x (100/% carbone organique)

La biodisponibilité de la molécule est ainsi un facteur limitant du transfert.

2.4. Transfert de molécules organiques et de HAP des racines vers les parties
aériennes

De nombreux auteurs ont mis en évidence le transfert de divers produits organiques dans les
plantes (Briggs et al., 1982; Edwards et al., 1982; Edwards, 1986; Scheunert et al., 1986;
Ryan et al., 1988; Wild & Jones, 1991 et 1992; Schroll et al., 1994, Reilley et al., 1996;
Chaineau et al., 1997). Certaines de ces études concernent les HAP mais la majorité des
comportements identifiés ’ont été grace a I’utilisation de pesticides. Des articles de synthése
(Edwards, 1983; Sims & Overcash, 1983) font cependant état de travaux indiquant le passage
des HAP dans la plante autant par la voie racinaire que par la voie foliaire, suivi d'un transfert
et d’une mobilité dans la plante.

La modélisation mathématique du transfert a été effectuée par de nombreux auteurs
(McFarlane et al., 1987, Boersma et al., 1988; McFarlane & Pfleeger, 1990; Boersma et al.,
1991; Lindstrom et al., 1991; Corapcioglu, 1992). Ces modéles sont basés sur la représentation
des flux de substances entre divers compartiments, simulant les divers tissus végétaux, et des
équations décrivant le passage des substances a travers les limites des différents
compartiments. A I’opposé de ces modeles, relativement compliqués, d’autres auteurs ont
développé une description des phénoménes de transfert basée sur les propriétés physico-
chimiques des molécules (Shone et al., 1974; Briggs et al., 1982; Ryan et al., 1988; Wild &
Jones, 1992).

Le transfert de molécules de la racine vers les parties aériennes se fait via le passage dans le
xyléme. Plus la lipophilicité du composé est élevée, plus l'accés au flux transpiratoire est
difficile, méme s'il existe un équilibre de concentration au niveau de la racine (Briggs ef al.,
1983). D'autre part, le polluant est en contact avec les parois du xyléme. Par conséquent, la

translocation vers les feuilles sera fonction de la capacité des constituants pariétaux a retenir
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les polluants. Ceux-ci atteindront les feuilles lorsque la capacité de sorption des vaisseaux sera
saturée (Paterson et al., 1990). Les constituants de ces vaisseaux se comportent comme une
colonne chromatographique vis a vis de la migration des solutés (Briggs e al., 1983).

Dans I'hypothése ol la mobilité des HAP dans la plante est passive, suivant le flux
transpiratoire, les relations entre le flux d'eau et le transport des polluants est décrit par le
Transpiration Stream Concentration Factor (TSCF) égal au rapport entre la quantité¢ de
polluant dans les parties aériennes par ml d'eau transpirée et la quantité de polluant dans la
solution externe (Shone et al., 1974; Briggs et al., 1982; Ryan et al., 1988; Wild & Jones,
1992). Le TSCF est en général inférieur a 1 pour les xénobiotiques, ce qui est l'indice d'un

transport passif. D'autre part le coefficient peut étre relié au log Kow par la formule :
TSCF = 0,784 * exp (-(log Kow-1,78)%/2,44) (Figure 31)

1.0
0.8

06

Transpiration Stream
Concentration Factor
o
H

T 0.2

log Kow

Figure 31 : Relation entre le Transpiration Stream Concentration Factor et le log Kow de

molécules xénobiotiques (d’aprés 'Briggs etal., 1982).

Les HAP, dont les log Kow sont supérieurs & 3,3 sont ainsi peu susceptibles d'étre transférés
aux parties aériennes des végétaux, d’autant plus que le passage dans la tige et le temps pour
atteindre une concentration stable maximum dans la tige sont des processus trés lents. Ryan et
al. (1988) décrivent un facteur de bioconcentration : le SCF (Stem Concentration Factor) égal
au rapport de la concentration dans la tige a la concentration dans la solution externe. Une
relation du méme type que celles décrites précédemment peut étre estimée a partir de données

expérimentales. Une telle relation ne décrit pas forcément la réalité car la concentration dans le
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sol ou la plante est susceptible de changer selon le développement de la plante elle-méme et sa
capacité a dégrader le xénobiotique absorbé (Ryan er al., 1988). De plus la modélisation en
courbe de Gauss avec les points présentés ne semble pas forcément pertinente pour des
composés comme les HAP dont le log Kow est supérieur 4 3,3. Enfin, la majorité des systémes
expérimentaux utilisent des solutions nutritives. En présence de sol, la biodisponibilité des
polluants est limitée et la courbe de bioaccumulation des produits est décalée au profit des

composés de log Kow les plus faibles (Ryan et al., 1988; Figure 32).

77 (a)
SCF (solution)

SCF (sol)*

-(b)
Matiére organique
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PR St
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Figure 32 : (a) Relation entre le Stem Concentration Factor et le log Kow de xénobiotiques en
présence de solution et de sol; (b) Evolution de la relation en fonction de la teneur en matiéres

organiques du sol.

D'apres ces résultats, le transfert de HAP aux parties aériennes & la suite d'une absorption
racinaire, en particulier en présence de sol, devrait étre relativement réduit. Certaines études
conduites dans le cadre de I'épandage agricole de déchets confirment cette hypothése
puisqu'aux concentrations permettant la croissance du végétal testé, aucun hydrocarbure
pétrogénique n’a pu étre détecté dans les parties aériennes des végétaux testés (Wild & Jones,

1992; Chaineau et al., 1997).
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2.5. Passage de molécules organiques et de HAP dans la plante a partir des
feuilles

Les HAP sont des composés semi-volatils, présents dans 'atmosphére sous forme gazeuse et
liée & des particules (Atkinson & Arey, 1992). 1Is sont donc susceptibles de pénétrer dans le
végétal a la suite d'une contamination des feuilles par dép6t sec ou humide de particules
(Sabljic et al., 1990; Keymeulen ef al., 1991). De plus, les précipitations fortes donnent lieu a
un phénomene de "splash”" entrainant un contact entre I'épiderme de la feuille et les particules
de sol contaminées sur lequel les plantes se développent (Dreicer et al., 1984).

La voie de pénétration foliaire pourrait ainsi étre une voie de contamination majeure des
végétaux par les HAP (Sabljic ef al., 1990; Keymeulen et al., 1991) du fait 1) de la surface
totale du feuillage; 2) de I'affinité des constituants présents a la surface des feuilles pour les
composés lipophiles et 3) de la capacité & pénétrer sous forme gazeuse au niveau des stomates.
Plusieurs observations vont dans ce sens. Ainsi, on retrouve des HAP dans des plantes, méme
en des lieux éloignés de toute source de production, les HAP étant transportés dans
I'atmosphére (Laflamme & Hites, 1978; Ockenden et al., 1998). On retrouve aussi des HAP,
ainsi que des marqueurs pétroliers, issus des combustibles fossiles, dans les végétaux situés au
bord des routes ou dans des zones industrielles (Larsson & Sahlberg, 1981; Bryselbout ef al.,
1999, 2000; Kipopoulou et al., 1999).

Le passage des molécules dépend de leurs caractéristiques physico-chimiques : poids
moléculaire, volatilité, log Kow et volumes moléculairés (Schwarz & Jones, 1997,
Kipopoulou et al., 1999). Un indice, le FCF (Foliar/air C(';ncentration Factor) est décrit par
analogie avec le SCF (Paterson et al., 1990). 11 peut étre corrélé avec la constante de volatilité
des produits (constante de Henry, H) :

Log FCF = 1,25 log H + 4,06.

2.6. Devenir des molécules xénobiotiques et des HAP dans la plante

Au niveau des cellules végétales, les xénobiotiques semblent suivre 2 voies principales : soit
ils sont retenus de maniére passive par les composés pariétaux, soit ils entrent dans un
processus de biotransformation.

Le métabolisme des xénobiotiques (dont les HAP) dans la plante se déroule en 3 phases,
analogues a celles du métabolisme animal (figure 33).

La Phase I est une phase d'oxydation, au cours de laquelle la molécule est fonctionnalisée.

Cette étape est catalysée par des enzymes de type monooxygénases & cytochrome P-450
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(protéines a hémes localisées au niveau du réticulum endoplasmique) et des peroxydases
(Coleman et al., 1997). Elle donne licu 4 la formation d'époxydes, de quinones et de phénols.
La formation de diols est négligeable, & part dans le cas des algues vertes (Schoeny et al.,
1988; Warshawsky et al., 1995). Cette capacité & métaboliser les HAP a souvent été montrée

pour des cellules végétales en cultures (Harms et al., 1977; Harms, 1983; Schoeny et al., 1988;

Warshawsky et al., 1995; Schrenk & Steinberg, 1998).
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Figure 33 : Processus de détoxification des xénobiotiques dans la cellule végétale (d’aprés
Coleman et al., 1997); CT : transporteur conjugué du glutathion; AT : transporteur ATP-
dépendant des xénobiotiques anioniques; GT : transporteur ATP-dépendant conjugué des

glucosides; VP : peptidase vacuolaire.

Peu d'études font référence a la plante enticre (Harms, 1996; Vanderford et al., 1997). Les
monocotylédones semblent peu métaboliser les HAP au contraire des dicotylédones comme le
soja (Glycine max) (Schrenk & Steinberg, 1998) qui formeraient plus de résidus conjugués
(Harms, 1996).

Plus hydrosolubles, les métabolites formés sont, pour certains, pius toxiques que les molécules
mere (Belkin ef al., 1991). Les époxydes en particulier peuvent se lier aux molécules d'ADN
par des liaisons covalentes avec les bases puriques ou pyrimidiques, d’ou I’origine des

propriétés de cancérogénicité de ces molécules. Cependant la transformation chimique
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diminue les possibilités de partition dans les membranes et donc diminue la demi-vie des
composés dans le végétal et le temps d'exposition (Coleman et al., 1997).

Certaines transformations peuvent s'avérer étre Ilétales pour les cellules et la plante. La plante,
comme l'animal, dispose donc de moyens pour détoxifier ces molécules (Coleman et al.,
1997). La phase II du métabolisme procéde par conjugaison a diverses molécules
hydrosolubles, parmi lesquelles des sucres, des acides aminés, 1'acide éllagique (Sayer ef al.,
1982) et le glutathion, griace a l'action de glutathion-transférases. Cette molécule a un rdle
central car elle est présente en grande quantités au niveau des centres de la photosynthése, son
role principal étant la protection contre les radicaux libres qui s'y forment. La phase III du
métabolisme a pour but 1'élimination du xénobiotique sous sa forme conjuguée. L’acide
éllagique, dont la formule est présentée sur la figure 34, est un phénol végétal dont I’activité

de neutralisation des diols est exceptionnellement élevée.

0O

O

Figure 34 : Formule chimique de ’acide éllagique.

Pour les HAP, deux processus semblent co-exister : soit l'incorporation dans les constituants
végétaux comme la lignine (Trenck & Sandermann, 1981; Sandermann ef al., 1983), soit la
compartimentation dans les vacuoles (Coleman et al., 1997). Les enzymes qui catalysent la
polymérisation de la lignine ne sont pas spécifiques, ce qui explique que des molécules
aromatiques et réactives telles que les métabolites des HAP puissent entrer dans le processus.
L'immobilisation des conjugués formés dans le symplasme, dans l'apoplasme ou la vacuole
fait appel & des transporteurs spécifiques enchissés dans le plasmalemme et/ou le tonoplaste
(Coleman et al., 1997).
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2.7. Conclusions

Les polluants comme les HAP peuvent atteindre le végétal & partir de la solution du sol ou de
I’atmosphére. Leur passage dans la plante et leur mobilité dans le végétal sont conditionnés,
d’une part, par leurs propriétés physico-chimiques et, d’autre part, par ’existence de barriéres
végétales qui interagissent avec eux.

Les HAP de plus de 2-3 cycles sont des molécules de haut poids moléculaire, de volume
moléculaire élevé, trés lipophiles et trés peu solubles. Leur caractére lipophile leur confére une
forte affinité pour divers polymeéres constitutifs des barriéres cellulaires, les cires au niveau
des feuilles ou la subérine au niveau des racines. Leurs poids et volumes moléculaires limitent
leur mobilité au sein des polyméres constitutifs de I’apoplasme. Leur trés faible solubilité et
leur absence d’acidité déterminent leur partition dans les parois des structures conductrices au
détriment de la phase aqueuse ou de la séve brute. Les HAP seront ainsi trouvés
préférentiellement dans les zones corticales des racines ou dans la cuticule des feuilles.

Des cellules végétales isolées métabolisent les HAP a divers degrés et/ou les détoxifient. Il
semble que cette capacité soit généralisable a la plante entiere, bien que le transfert du HAP
jusqu’aux cellules soit alors un facteur extrémement limitant.

Du fait de leurs propriétés, les HAP sont donc vraisemblablement peu mobiles dans la plante.
Les molécules comme le naphtaléne ont des propriétés situées en marge des limites données
pour la mobilité dans le végétal. Elles pourraient donc étre transférées dans le végétal. De
méme, les métabolites des HAP, qui sont des molécules parfois de plus faible poids
moléculaire, présentant des fonctions chimiques réactives, solubles dans I’eau et qui ont des
propriétés acides, sont, au vu des conditions discutées, fortement susceptibles d'étre mobiles
dans le systéme sol-plante. Cependant, il n’existe pas de données relatives au transfert de ces
molécules, bien que leur stockage dans les végétaux pose potentiellement plus de problémes
en termes de risque d’exposition pour les individus que les molécules méres, largement moins
toxiques.

La majorité des études a été conduite en conditions hydroponiques. Cependant, en présence de
sol, la biodisponibilité des produits diminue d’autant plus que ces molécules sont lipophiles. I1
existe ainsi un déplacement des courbes de transfert vers des valeurs de lipophilicité plus
faible au détriment de molécules comme les HAP, qui ont alors peu de chances d’étre

transférées.
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3. MATERIELS ET METHODES

3.1. Matériels
3.1.1. Les produits

Le phénanthréne marqué au deutérium (Phe-Dy) et le phénanthréne non marqué, de puretés
supérieures 4 99% ont été fournis par Aldrich. Le phénanthréne marqué au *C sur le carbone
9 a été fourni par ISOTOPCHIM. Sa pureté est de 99%. La source présente une activité
spécifique de 2,035 GBq mmol”. Le phénanthréne marqué au '*C sur tous les cycles a été
fourni par Amersham Life Science. Sa pureté est de 98%. La source présente une activité de
4,33 GBq mmol’. Le benzo[alpyréne, marqué sur les carbones 7 et 10, a été fourni par
Amersham Life Science. Sa pureté est de 97,2%. La source présente une activité de 2 GBq

mmol™.

3.1.2. La solution hydroponique

La solution hydroponique de Hewitts présente la composition suivante : KNO3 363,6 mg I,
MgS0,, 7TH,0 331,2 mg I'', FeSO, 12,32 mg 1'01, NaH,PO,, 2H,0 187,2 mg I, CuSO4,15H_20
2,25 mg I'', MnSO4, 4H,0 20,07 mg I, HiBOs, 27,9 mg I'', Na;MoOy, 2H,0 1,08 mg I,
ZnS0y4, TH,0 2,61 mg I, NaCl 53,1 mg I dans l'eau distillée.

3.1.3. L'espéce végétale

Nous avons utilisé pour cette expérience le mais (Zea mays) de variété DEA. Cette espéce a
été choisie pour sa croissance rapide, sa masse racinaire et son volume d'eau transpirée élevés.
Les semences sont calibrées (+ 5% autour d'une moyenne) afin de s'affranchir de la variabilité

due a la quantité de réserves.

3.1.4. Les terres
La terre agricole de Cheneviéres et la terre d'AUG G1, décrites au chapitre 1 ont été utilisées.
L'échantillon de terre utilisé a été séché a l'air libre et tamisé 4 2 mm avant utilisation.
3.2. Transfert de phénanthréne et benzo[a]pyréne marqué d'une solution

nutritive vers les plants de mais

Le dispositif est composé d'erlenmeyers en verre remplis de 300 ml de solution nutritive. Un
dispositif en fil de fer permet de maintenir 2 grains de mais par erlenmeyer en contact

permanent avec la solution (figure 35).
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Fil de fer

Erlenmeyer en Grain et plantule

verre de 250 ml de mais
recouvert de

papier

aluminium 300 ml solution

nutritive + ““C-HAP

Figure 35 : Dispositif expérimental pour P’étude du transfert de HAP d’une solution nutritive

vers les plantules de mais.

3.2.1. Marquage isotopique de la solution

L'apport de HAP marqué dans la solution nutritive se fait par dissolution d'une quantité
adéquate de la source, contenue dans un solvant miscible a I'eau. La concentration en
phénanthréne apportée a la solution est de 909 nmol I soit une radioactivité de 2,09 MBq I'".
Celle en benzo[a]pyréne est de 4,63 nmol I' soit une radioactivité de 0,17 Bq . La
radioactivité apportée avec le phénanthréne est quarante fois supérieure a celle apportée par le

benzo[a]pyréne car la trés faible solubilité aqueuse de celui-ci a limité I'apport.

3.2.2. Mise en place et conduite de I'essai

Trois traitements ont été appliqués, chacun avec 4 répétitions (erlenmeyers) : 1) un témoin de
volatilisation, 2) un témoin de croissance et 3) les modalités test. Le témoin de volatilisation
est constitué de solution nutritive marquée sans plantules de mais. Les modalités tests se
composent de solution marquée sur laquelle on place deux grains de mais. Le témoin de
croissance est constitué de solution nutritive non marquée et des deux grains de mais. Des
prélévements ont été réalisé€s a quatre dates pour l'expérience de transfert du phénanthréne (7,
14, 21 et 28 jours) et 2 dates pour l'expérience de transfert du benzo[a]pyréne (10 et 20 jours).
Le dispositif se compose ainsi de 24 erlenmeyers pour l'expérience avec le phénanthréne et 16
erlenmeyers pour celle avec le benzo[a]pyréne.

Le dispositif est placé en laboratoire, sous hotte, & lumicre et température ambiante. Les
graines sont descendues tous les quatre jours de maniére & maintenir en permanence les

racines des plantules dans la solution.
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3.2.3. Mesures
La radioactivité des solutions nutritives de tous les erlenmeyers est contr6lée tous les deux
jours. Le comptage est réalisé dans 10 ml de scintillant (Ultima-Gold™, Packard) a I’aide
d’un compteur P (Liquid Scintillation Analyzer Tricarb 2100 TR, Packard). Pour chaque
erlenmeyer prélevé, la radioactivité et le volume de la solution nutritive sont mesurés. Les
plantules (regroupées par erlenmeyer) sont séparées en feuilles, racines et graines. Les poids
frais et sec de ces fractions sont mesurés. Les trois fractions sont rincées a l'acétonitrile, sont
séchées & l'air libre, puis sont broyées dans l'acétonitrile. La radioactivité du solvant de
ringage et des extraits est mesurée. L'ensemble de ces mesures permet I'établissement d'un

bilan de radioactivité.

3.3. Identification et quantification de phénanthréne marqué au deutérium dans
les parties aériennes du mais

3.3.1. Dispositif, mise en place et conduite de I'essai

Le dispositif expérimental est basé sur celui décrit par Edwards et al. (1982). Neuf flacons de
verre fumé de 1 litre ont été remplis avec 1 litre de solution hydroponique. Dans six de ces 9
flacons, sont apportés 2 mg de Phe-Do. Trois traitements, avec trois répétitions, ont été mis
en place: a) solution contenant le Phe-Dj¢, sans mais, jouant le rble d'un témoin de
biodégradation; b) solution sans Phe-D,, avec mais, pour contrdler la croissance des plantes;
et c) solution avec Phe-Djo et mais. Des plantules de mais, homogenes (en taille, poids et
volume racinaire), pré-cultivées pendant 15 jours sur un sol agricole sans HAP, sont
repiquées, aprés un léger ringage des racines. Les flacons sont alors fermés par du coton et du
ruban téflon. Le dispositif est placé en serre a 20°C pendant 1 mois et la perte de solution est
compensée par l'ajout & la pipette chaque semaine de solution hydroponique sans
phénanthréne. En cours d'expérience, I'absence d'évaporation dans les flacons sans plantules a

été vérifiée.
3.3.2. Traitement des solutions en fin d'expérience

3.3.2.1. Extraction

Les solutions ont été extraites 3 fois avec 250 ml de dichlorométhane (HPLC Grade), pendant
10 min sur un agitateur automatique d'ampoules a décanter (Agitelec, J. Toulemonde & Cie).
Les extraits sont ensuite concentrés sous vide. La quantité de phénanthréne adsorbée au

niveau des bouchons et des parois des flacons a été évaluée. Cette quantité est négligeable.
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3.3.2.2. Séparation par Chromatographie sur Couche Mince

L'objectif est de séparer l'extrait en deux fractions : une fraction apolaire contenant le
phénanthréne résiduel, et une fraction plus polaire contenant les métabolites du phénanthréne
éventuellement présents dans la solution. Cette séparation a été réalisée par CCM sur plaque
de silice. Les plaques de silice (10 x 5 cm, Merck) ont été lavées au dichlorométhane. Le
phénanthréne marqué au deutérium, ainsi que les principaux métabolites (le 9-phénanthrol, le
9,10-phénanthreéne diol et la 9,10-phénanthréne-quinone) ont été utilisés comme références
sur une premicre plaque. Chaque extrait a été parallélement déposé sur une plaque
individuelle. L'élution est faite au dichlorométhane. La plaque de référence a été analysée
sous lumiere UV et développée par l'acide sulfurique concentré couplé & la chaleur. Les
valeurs Rf obtenues sont les suivantes : 1 pour le phénanthréne, 0,036 pour le diol, 0,524 pour
le 9-phénanthrol et 0,451 pour la quinone. La migration différentielle des métabolites décrit 3
zones sur la plaque : la premiére, Rf (0,646 a 1) inclut les aromatiques comme le
phénanthréne résiduel; la seconde, Rf (0,219 a 0,646) inclut les métabolites du type mono-
alcools ou cétones et la troisiéme, Rf (0 & 0,219) inclut des métabolites comme les diols ou les
acides. Les fractions ont été grattées sur les plaques et ont été extraites avec 3x500 pl
d'éthylacétate:CH,Cly 50:50 (v:v) sur pipette Pasteur (étant donné le faible volume de silice

concerné) et ont été analysées par CG-SM.

3.3.3. Traitement des plantes

Les parties aériennes, séparées des racines, ont été séchées 48h a 50°C, broyées, puis extraites
successivement 3 fois avec du dichlorométhane dans un bain d'ultrasons (Bransonic) pendant
15 minutes. Les extraits sont ensuite filtrés sur silice (Silicagel 60, Merck) et alumine (Merck)

sur pipette Pasteur, afin d'éliminer les composés tels que les cires, et ont enfin été analysés par
CG-SM.

3.3.4. Conditions d'analyses par CG-SM

La chaine d'analyse est composée d'un chromatographe en phase gazeuse (Varian Star 3400),
muni d'un passeur automatique d'échantillons (Varian 8200 CX) et couplé a un spectrométre
de masse de type trappe ionique (Varian Saturn 2000).Les conditions chromatographiques
sont les suivantes : flux d'hélium, 11 psi; injection "on column"; colonne DB5-MS (J&W
Scientific), 30m x 0,25 mm i.d., phase de 0,25 um d'épaisseur, constituée de silice greffée par
un mélange de 5% phényl-95 % méthylpolysiloxane; température du four : 30°C pendant 2

min, montée & 150°C & 15,6°C min!, 305°C & 6°C min’ puis un palier de 10 min a 305°C,

79



Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

soit une durée totale de 45,52 min; température de l'injecteur : 33°C pendant 0,1 min, puis
montée 4 305°C 4 180°C min™, puis un palier de 20 min 4 305°C. Les conditions d'analyse en
masse sont les suivantes : mode d'impact électronique, énergie d'ionisation de 70eV, vitesse
d'acquisition d'l scan sec”, durée d'analyse de 43 min, délai d'allumage du filament et du
multiplicateur de 9,6 min, échelle de masse balayée : 100-300 uma pour les fractions
aromatiques, 160-260 ou 40-300 uma pour la recherche de métabolites. La quantification est
réalisée par rapport a une gamme étalon constituée de 6 concentrations de 16 HAP réalisées a

partir de standards des 16 HAP dans I'heptane (0,16, 0,4, 0,8, 1,6, 3,2 et 8 ng ml™).
3.4. Transfert de HAP en présence de sol en chambre de culture

3.4.1. Dispositif

Le dispositif est constitué de vases de végétation en verre de 5 cm de diamétre et 10 cm de
hauteur, remplis de 100 g de terre humidifiée & 80% de sa capacité au champ. La moitié des
pots sont remplis de terre agricole de Cheneviéres, l'autre moitié est remplie par de la terre
d'ancienne usine & gaz G1. Pour chaque type de terre, trois traitements sont appliqués : 1) trois
répétitions de terre amendée avec du phénanthréne froid 4 raison de 10 mg et du phénanthréne
marqué a raison de 66,7 MBq par vase; 2) trois répétitions de terre amendée en phénanthréne
froid uniquement; et 3) trois répétitions de terre seule. Chaque vase de terre seule a été placé
entre trois vases de terre marquée de maniére & quantifier le passage par voie foliaire. Trois
grains de mais sont semés sur chaque vase. Trois dates de prélévement ont été retenues : 3, 8

et 14 jours.

3.4.2. Apport du phénanthréne dans la terre

Deux solution de 25 ml de dichlorométhane contenant 250 mg de phénanthréne non marqué
sont réalisées. Une des solutions est ensuite amendée avec la source radioactive de maniére a
obtenir une concentration de 36,4 pmol 1" soit une activité de 74 MBq mI”'. Pour chaque vase
de végétation, 1 ml d'une des solutions est apporté sur une aliquote de 10 g de terre finement
broyée a l'aide d'un broyeur a billes en acier. Le solvant est évaporé sous hotte puis l'aliquote

est mélangée intimement avec les 90 g de terre restant.

3.4.3. Conduite de I'essai

Le dispositif est placé en chambre de culture dans les conditions qui ont été décrites dans le
chapitre 1 pour les tests de croissance. Un arrosage journalier est conduit par pesée de chaque

vase afin de maintenir I'humidité de la terre.
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3.4.4. Mesures
3.4.4 1. Extraction

A chaque date de prélévement, les végétaux sont récupérés et les matiéres végétales sont
divisées en parties aériennes et parties racinaires. Elles sont ensuite rincées a l'acétonitrile
(HPLC Grade) puis sont broyées dans un mortier. Le broyat est transféré dans un tube a
centrifuger en verre de 80 ml avec 10 ml de dichlorométhane (HPLC grade), mis dans un bain
d'ultrasons (Bransonic) pendant 15 min, puis centrifugé 15 min & 2000 g (Jouan). L'extrait est
récupéré dans une fiole jaugée, afin d'en ajuster le volume et sa radioactivité est mesurée. Le
broyat est extrait successivement jusqu'a épuisement de la radioactivité.

Chaque échantillon de terre est placé dans quatre tubes & centrifuger avec 50 ml d'eau
distillée, extrait pendant 15 min dans un bain d'ultrasons puis centrifugé 15 min a 2000 g.
L'extrait est récupéré dans une fiole jaugée afin d'en ajuster le volume puis sa radioactivité est
mesurée. Une extraction a I'eau est réalisée afin de caractériser la fraction biodisponible, puis
des extractions successives au dichlorométhane sont effectuées jusqu'a épuisement de la

radioactivité extraite.
3.4.4.2. Combustion

Quand le bilan est déséquilibré, une combustion des résidus d'extraction des sols et
secondairement des végétaux est réalisée de maniére & quantifier une faction non extractible
de produits marqués (Perrin-Ganier ef al., 1999). La combustion des échantillons est réalisée
dans un four & combustion (H. Wosthof oHG Bochum type MRA) a 950°C sous flux
d'oxygene. Le '*CO, est piégé dans un mélange d'éthanolamine et d'ester monométhylique de
I'éthyléne glycol. Le comptage est réalisé dans 10 ml de scintillant "Scintillator Plus™"
(Packard). Le rendement de combustion est calculé aprés apport d'une radioactivité connue
sur un échantillon de végétal dont on réalise ensuite la combustion. La combustion est réalisée
sur 1 g de terre dans le cas de la terre de Chenevieres et 500 mg de terre dans le cas de celle

d'ancienne usine a gaz.

3.5. Transfert de phénanthréne et de benzo[a]pyréne en présence de sol en
enceinte fermée

3.5.1. Description du dispositif

Il est présenté par la photographie 6.
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Le dispositif se compose d'un dessicateur de verre de 30 cm de diametre. Ce dessicateur
contient 9 vases de végétation en verre de 5 cm de diamétre et 4 cm de hauteur, remplis de
100g de terre agricole de Cheneviéres humidifiés a 80% de sa capacité au champ. Il est reli€,
via des tubes de verre de 8 mm de diametre, a une série de piéges constitués par des
erlenmeyers de 250 ml en verre, contenant pour le premier, en amont, 200 ml de soude 0,5 N
destinée a piéger le CO, de l'air. En aval du dessicateur, sont placés deux erlenmeyers
contenant 200 ml de soude 0,5 N suivis de deux erlenmeyers contenant 200 ml d'acétonitrile.
La soude est destinée a piéger le CO, produit dans le dispositif. L'acétonitrile est destiné a
piéger les molécules organiques volatiles produites dans le dispositif. Le dispositif est relié en
aval a une trompe a vide afin de faire circuler l'air. Deux chaines sont constituées, I'une pour

I'étude du devenir du phénanthrene, l'autre pour I'é¢tude du benzo[a]pyrene.

Photographie 6 : Dispositif expérimental mis en place pour I’étude du transfert du

phénanthréne et du benzo[a]pyréne a partir d’un sol vers les parties aériennes de plantules de

majs, en enceintes fermées (d’aprés Scheunert et al., 1986).

3.5.2. Mise en place et conduite de I'essai

Pour les deux HAP, trois traitements sont réalisés, chacun avec trois répétitions : 1) la terre
agricole a laquelle on apporte 32,4 pg phénanthréne marqué par vase ou 46,7 pg

benzo[a]pyréne marqué par vase (366,7 MBq), 2) la méme modalité avec apport de trois
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grains de mais par vase et 3) la terre agricole seule avec trois grains de mais par vase. Pour
cette derniére modalité, la terre est recouverte de papier aluminium muni d'orifices pour
assurer la croissance des plantules de mais. De cette maniére, les plantules de mais ne peuvent
capter de molécules radioactives qu’a partir de I'atmosphére du dessicateur.

Une solution de phénanthréne et une de benzo[alpyréne sont réalisées dans l'acétonitrile.
L'apport des radioéléments dans la terre est effectué par addition d’une aliquote de 2ml de
solution sur une aliquote de 10 g de terre finement broyée. Le solvant est évaporé, puis
l'aliquote est mélangée intimement avec le reste de la terre du vase correspondant. Trois
échantillons de terre pour chaque élément constituent le temps 0.

Avant de mettre les vases de végétation dans le dessicateur, une aération de 1h est effectuée
de maniére a connaitre la quantité de CO, de l'air qui y est présente au départ. Aprés la mise

en place du systéme, une aération est conduite quotidiennement pendant 30 min.

3.5.3. Mesures

Apres chaque aération, la soude du pi¢ge a CO, d'entrée est changée. La radioactivité présente
dans la soude en sortie (”COZ) est mesurée. Suivant I'état de saturation, la soude dans les
erlenmeyers est changée ou son volume est complété. La radioactivité présente dans les
erlenmeyers d'acétonitrile est mesurée.

Apres 16 jours, l'expérience a €té arrétée, les plantules étant attaquées par des moisissures.
Les plantules ont été¢ séparées de la terre et séparées en feuilles, racines et graines. Ces
différentes fractions végétales ont été rincées a l'acétonitrile, séchées a température ambiante
puis broyées dans l'acétonitrile. La radioactivité des solvants de ringage et des extraits a été
mesurée. Les résidus d'extraction des végétaux ont ensuite fait 'objet d'une combustion dont

le protocole a été décrit dans le paragraphe précédent.

4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Transfert de HAP a partir de solutions nutritives vers les parties aériennes
de plants de mais

Des plantules de mais ont été cultivées pendant environ un mois en présence de solution
nutritive. La solution nutritive contenait soit du phénanthréne marqué au "C, soit du
phénanthréne marqué au deutérium, soit du benzo[a]pyréne marqué au '*C. Le marquage au

1C a été utilisé pour étudier les flux de radioactivité vers les différentes parties végétales
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entre la germination et la fin du test. Le marquage au deutérium a été employé pour qualifier

les éventuelles molécules transférées.

4.1.1. Transfert de phénanthréne

Dans une premiére expérience, des grains de mais ont été apportés dans un dispositif
d'erlenmeyers contenant une solution nutritive et du phénanthréne marqué au 'C a l'activité
de 2,09 MBq I''. La germination des grains puis la croissance des plantules ont été suivies
pendant 28 jours. |

Afin de mettre en évidence les modalités du devenir du phénanthréne, un bilan de

radioactivité dans les divers compartiments du systéme a été réalisé.

4.1.1.1. Analyse de la radioactivité présente dans les différents compartiments
végétaux
Le bilan de la radioactivité retrouvée dans les différents compartiments du systeme aux

différentes dates de prélévement est présenté dans le tableau 11.

Tableau 11 : Répartition de la radioactivité* dans les différents compartiments du systéme au
cours de la croissance des plantules de mais en présence de phénanthréne marqué au '*C.

Résultats exprimés en % de la radioactivité introduite.

7 jours 14 jours 21 jours 28 jours
Solution nutritive 40,0+£39a 20,5+ 1,5b 123+19¢ 10,1+£29¢
Feuilles R* 0,4+0,2cd 0,3+£0,1¢d 1,8 £ 0,6 be 0,6 +0,0 cd
E* 0,6+0,5 0,5+0,1 1,0£04 0,8+0,3
Racines R 0,3+02d 1,3+0,1 cd 29+04b 1,7+ 0,8 be
E 0,2+0,0 0,8+0,1 1,2+0,6 1,1 £0,3
Graines R 0,3+0,2 bed 0,5+0,1 bed 1,1+0,1a 1,0£0,5¢cd
E 2,0+0,7 2,0+0,6 53+2,8 0,5+0,2
Dissipation (%) 456+3,5¢ 73,0+2,7b 780+ 1,8a 820+24a
Total 99,3 +9,1 98,9+5,3 102,7 + 8,6 97,7+74

* Comptage direct des solutions nutritives, rincage et extraction des parties végétales,
dissipation évaluée grdce aux erlenmeyers témoin, R : ringage;, E : extractible a
l'acétonitrile; lettres : analyses de variance conduites indépendamment sur les valeurs de la
solution nutritive, de la dissipation et de l'ensemble des parties végétales en considérant la
somme du ringage et de l'extractible, n=4 et p=0,05.
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Les quantités de radioactivité retrouvées, par rapport a la radioactivité introduite, sont en
moyenne de 1,5% dans les parties aériennes, 2,8% dans les racines et 2,9% dans les graines.
Ces quantités ne présentent pas d'évolution systématique au cours du temps du fait de la
croissance différentielle des plantules. La quantité de radioactivité¢ adsorbée sur le dispositif
est négligeable. La quantité de radioactivité présente dans la solution diminue
significativement au cours du temps du fait de la dissipation du phénanthréne. Celle-ci étant
évaluée a partir des solutions témoin, sans mais, les bilans sont équilibrés pour toutes les
dates.

Une forte dissipation de la radioactivité est observée. Celle-ci pourrait étre due a l'action
combinée de la volatilisation et de la photo- ou bio-dégradation. A titre de vérification, une
expérience complémentaire a été conduite en annexe sur un dispositif maintenu stérile par
I'ajout de chlorure de mercure. Aucune différence dans la dissipation n'ayant été observée par
rapport au dispositif non stérile, le phénomeéne de biodégradation a été considéré comme
négligeable. La photo-dégradation des HAP est possible mais n'est vraisemblablement pas un
facteur significatif de la dissipation comparée a la volatilisation. Le phénanthréne est en effet
une molécule relativement volatile, la constante de Henry étant de 4,5 10%. La volatilisation
modérée d'une partie de la solution nutritive a pu par ailleurs accentuer le phénomeéne.

En moyenne, la quantité de radioactivité trouvée dans les racines et les graines est
équivalente. Celle trouvée dans les parties aériennes est inférieure de moitié. Au niveau des
racines, plus de la moitié de la radioactivité est récupérée par ringage. Cette fraction
correspond vraisemblablement a des produits simplement adsorbés a la surface des racines ou
dans les zones corticales des racines. La fraction extraite au solvant correspondrait quant a
elle aux produits ayant migré plus avant dans la racine. L'existence de ces deux fractions est
déja décrite dans les travaux de Wild & Jones (1991) et Schwab et al. (1998) sur les racines
de graminées et de la carotte. La fraction adsorbée est récupérée aprés simple trempage de la
racine dans l'eau pure par ces auteurs.

Au niveau des feuilles, la majeure partic de la radioactivité est présente sous forme
extractible. Etant donné que le dispositif ne permet pas de discriminer la voie de transfert
racinaire de la voie gazeuse, la fraction récupérée par ringage pourrait provenir de la
contamination par des molécules volatilisées a partir de la solution. La fraction extractible par
le solvant correspondrait dans ce cas aux produits ayant pénétré dans le végétal par la voie
racinaire ainsi que, éventuellement, aux produits prélevés par voie gazeuse et ayant migré plus

profondément dans la cuticule des feuilles ou dans les cellules.

85



Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

Afin de s'affranchir des variations d'accumulation de produits radioactifs dans les différents
compartiments, nous avons ensuite calculé la teneur en produit radioactif par unité de matiére

séche végétale (tableau 12).

La teneur en produits radioactifs des organes en contact avec la solution nutritive est
supérieure a celle des parties aériennes. Elle augmente globalement jusqu'a 21 jours, puis elle
diminue au dernier prélévement. Ceci pourrait s'expliquer par un passage de produits
préalablement adsorbés sur les racines et les graines vers la solution nutritive, dont la teneur
“en produits marqué a fortement diminué. Entre 60 et 70% de la radioactivité présente au
niveau des racines (entre 10 et 70% pour les graines) est en effet récupérée par simple ringage
des racines (graines). Cette facilité de récupération indique I’implication de molécules
faiblement retenues, comme nous 'avons discuté au niveau du paragraphe précédent. De plus,
seule la radioactivité récupérée par ringage diminue. La teneur en radioactivité extraite reste
stable au cours du temps ce qui 1) pourrait traduire l'existence d'un équilibre et 2) tend a

montrer que cette fraction correspond bien a une fraction absorbée par les racines.

Tableau 12 : Teneur en produits radioactifs dans les différentes parties des plantules de mais
ayant poussé en présence de phénanthréne marqué au “C dans la solution nutritive (n=4).

Résultats exprimés en pg équivalent phénanthréne g MS.

7 jours 14 jours 21 jours 28 jours
< nge' MS
Feuilles R 1,3+£0,9 0,4 +0,1 0,2+0,1 0,04 + 0,01
E 2,1+£1,6 0,6 0,1 0,1+0,0 0,06 + 0,01
Racines R 55+27 9,1+0,9 10,7 £ 2,1 8,1+3,8
E 3,7+0,7 4,9 +0,7 45+29 49+1,5
Graines R 0,4+0,2 2,0+0,6 2,2+0,1 3,9+ 1,8
E 29+1,0 83+2,6 10,3+5,5 1,9+ 0,6

R :ringage, E : extractible a I'acétonitrile

La teneur en produit radioactif des tiges diminue au cours du temps. Il pourrait s'agir d'un
effet de dilution. La cinétique d'accumulation des produits radioactifs dans les parties

aériennes comparée a celle de la production de matiére s¢che a donc été examinée.
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4.1.1.2. Cinétique du transfert de produits radioactifs

Dans le but d’établir la cinétique de transfert du phénanthréne, le rapport de la quantité de
phénanthréne accumulée (ug) chaque semaine & la quantité de matiére séche produite (g)
pendant le méme temps a été calculé.

Ce rapport est de 20,2 pg g la premiére semaine, 7,8 pg g la seconde semaine, 0,1 pg g™ les
troisiéme et quatriéme semaines. Ces résultats montrent donc que la capacité d'accumulation
de la plante diminue au cours du temps et confirment l'existence d'une dilution du produit
absorbé dans la matiére séche produite.

Aprés avoir étudié la cinétique de transfert des produits radioactifs, assimilés au

phénanthréne, nous avons ensuite considéré les quantités de produits correspondantes.
4.1.1.3. Quantités de phénanthréne transférées

La teneur en produit radioactif des différents extraits n'était pas suffisante pour qu'une analyse
par CLHP couplée un détecteur de radioactivité soit conduite. Dans I'hypothése selon laquelle
la molécule mére seule est transférée, les teneurs moyennes de phénanthréne, ringage et
extractible confondus, présentes dans les parties aériennes et les racines des plantules de mé'fs
seraient ainsi de 0,3 et 15 mg kg’ MS aprés 3 semaines. La teneur maximale des feuilles est
de 3,4 mg kg MS et n’est observée qu’apres 7 jours.

Les quantités de phénanthréne marqué retrouvées dans les feuilles des plantules de mais sont
plus élevées que celles couramment trouvées dans la bibliographie (Edwards, 1983).

Le modéle mathématique de Briggs et al. (1982) permet de prédire le transfert racinaire et
aérien de molécules organiques & partir de la lipophilicit¢ de la molécule (évaluée par le
coefficient de partition eau-octanol, Kow) et de son affinité pour les matiéres organiques
(évaluée par le coefficient de partition eau-matiere organique, Koc). Le transfert racinaire est
défini par le RCF (Root Concentration Factor), rapport de la concentration de la molécule
dans les racines a la concentration dans la solution. Dans le cas du phénanthréne, le modéle
de Briggs donne un RCF de 89. Le transfert aux parties aériennes est défini par le SCF (Stem
Concentration Factor), rapport de la concentration de la molécule dans les parties aériennes a
la concentration dans la solution. Dans le cas du phénanthréne, ce SCF modélisé est de 6,4.
Nous avons calculé ces coefficients & 7 et 21 jours, dates ou la teneur en phénanthréne des
feuilles et respectivement des racines était la plus élevée. Les RCF sont ainsi de 0,85 et 1,4 a
7 et 21 jours. Les SCF correspondants sont de 0,31 et 0,03. Les valeurs expérimentales
trouvées sont donc totalement différentes des valeurs prédites par le modéle de Briggs

pourtant établi & partir de résultats concernant des systemes hydroponiques. Cependant, les
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propriétés des HAP les situent en marge du modéle. Nos résultats traduisent donc
vraisemblablement 1) soit les limites de I'application du modele, 2) soit que la démarche
simplificatrice utilisant certaines propriétés physico-chimiques des molécules n'est pas
adaptée dans le cas du phénanthréne. Ils montrent aussi que dans le cas du phénanthréne, les
propriétés physico-chimiques utilisées par Briggs ne gouvernent probablement pas le
transfert.

Ces facteurs de bioconcentration sont également supérieurs a ceux de la bibliographie. Par
exemple, Edwards (1983) cite des facteurs de bioconcentration compris entre 0,001 et 0,183
pour les HAP totaux.

A lissue de la discussion des résultats de cette expérience de transfert du phénanthréne
marqué au *C, quatre questions se posent. La premi¢re concerne l'occurrence d'une
dégradation du phénanthréne dans la solution. La seconde est relative a la nature des produits
transférés. La troisiéme concerne l'aptitude de la plante a transférer le phénanthréne aprés la
germination. Enfin, le dispositif expérimental employé, s'il a permis I'étude des flux de
radioactivité dans les différents compartiments, n'a pas permis de discriminer la voie de
passage par les racines de celle par 'atmosphére. Une expérience de transfert de phénanthréne
marqué au deutérium a permis de répondre aux trois premiéres questions. Ce travail a aussi
permis de mettre en évidence I'importance potentielle de la voie de transfert par la phase

gazeuse.

4.1.1.4. Transfert de phénanthréne marqué au deutérium

Des plantules de mais 4gées de 15 jours ont été repiquées sur des solutions nutritives
contenant ou non du phénanthréne deutéré. Ces plantules se sont ensuite développées pendant
un mois dans un dispositif expériméntal congu pour isoler complétement la solution nutritive
et les racines d'un contact avec l'air ambiant.

Aucun des trois métabolites principaux du phénanthréne (diol, mono alcool et quinone) n'a été
détecté dans la solution nutritive, ce qui tendrait & montrer que la dégradation n'est pas un
facteur significatif dans ce type de dispositif.

Aprés 1 mois de mise en contact, 1,4, 76,6 et 143 ug kg™ MS de phénanthréne deutéré sont
quantifiés dans les parties aériennes des plantules de mais ayant poussé en présence du
produit deutéré (figure 36). Le phénanthréne deutéré n'est pas détecté dans les plantules
témoin. L’existence d'une voie de transfert racinaire d'un HAP de faible poids moléculaire, le

phénanthréne, chez le mais est donc démontrée sans ambiguité.
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Figure 36 : Chromatogrammes d’un extrait de feuilles de mais aprés 1 mois de culture en
solution hydroponique en présence de phénanthréne marqué au deutérium. Analyse par
spectrométric de masse. (a) courant ionique total entre 16,6 et 19 min; (b) m/z 178

caractéristique du phénanthréne et (c) m/z 188 caractéristique du phénanthréne-Dj,.

Ces résultats montrent de plus I'existence d'un transfert de phénanthréne pour des plantules de
mais "4gées". Ils confirment ainsi les travaux conduits dans les mémes conditions
expérimentales par Edwards et al. (1982) et Edwards (1986) avec l'anthracéne, molécule de
propriétés proches de celle du phénanthréne, et le soja ou le haricot. Ils suggérent que le
transfert est un phénoméne continu au niveau de la vie de la plante. Cependant, au vu des
résultats de notre expérience précédente, le taux de transfert évoluerait au cours du temps. Les
phases de développement initiales de la plante seraient ainsi les plus significatives pour le
passage, ce que confirme le tres faible ordre de grandeur des quantités transférées par rapport
a l'expérience précédente.

Enfin, des résultats complémentaires, obtenus lors de I’analyse des végétaux, viennent étayer
I'existence d'une voie de contamination atmosphérique. Douze HAP non marqués ont en effet
été détectés dans les parties aériennes des plantules témoin et des plantules ayant poussé en
présence de phénanthréne marqué au deutérium. La quantité maximum de phénanthréne non
marqué détectée est de 34 pg kg MS. Les teneurs des autres HAP varient de 5 ng kg' MS a
212 pg kg MS.

De telles valeurs montrent, d'une part, la puissance de I'utilisation d'un traceur pour

discriminer la contamination atmosphérique et la contamination liée au dispositif
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expérimental et, d'autre part, que la voie de contamination atmosphérique semble ne pas étre
négligeable, ce que d'autres auteurs avaient déja souligné (Sabljic et al., 1990; Keymeulen ef
al., 1991). L’importance de cette voie a pu étre vérifiée lors de la réalisation d’une étude de

transfert conduite en présence de sol et en enceinte fermée.
4.1.1.5. Conclusions

Un transfert de phénanthréne vers les racines et les parties aériennes du mais a été mis en
évidence au cours de deux expériences conduites en conditions hydroponiques. L'expérience
conduite avec du phénanthréne marqué au 'C a permis de montrer que les phases de
germination ont une signification importante au niveau du transfert total. Les plantules de
mais absorbent et transférent le phénanthréne au deld de ces phases juvéniles, dans une
moindre mesure cependant. De plus, il existe un effet de dilution dans la biomasse produite au
cours du temps.

Le transfert par I'absorption racinaire a été mis en évidence au cours de notre expérience
conduite avec du phénanthréne deutéré. Cette expérience a, de plus, souligné l'importance
potentielle de la voie de contamination atmosphérique et donc I'importance des témoins dans
nos expériences, ou de l'utilisation de traceurs pour discriminer les produits mis en ceuvre lors
de I'expérience de ceux dus 4 la contamination par I'air ambiant.

Le phénanthréne est une molécule représentative des HAP de faible poids moléculaire. Ces
molécules sont susceptibles d'étre transférées car leurs propriétés physico-chimiques
(solubilité, Kow, volume moléculaire) n'excluent pas & priori leur passage a travers les
barriéres végétales, comme cela a été évoqué dans la partie bibliographique. Par contre, les
molécules de haut poids moléculaire ont, semble-t-il, une faible probabilité d'étre transférées
car leur taille et leur lipophilicité réduit considérablement leur mobilité, en particulier dans les
phases aqueuses. Aussi, le transfert des HAP de plus haut poids moléculaire a, dans un second
temps, €té examiné. Le benzo[a]pyréne a été utilisé parce qu'il s'agit du composé

communément choisi comme traceur des HAP cancérigenes.

4.1.2. Transfert de benzo[a]pyréne

L'expérience décrite a été conduite avec du benzo[a]pyréne marqué au *C dans les mémes
conditions expérimentales que pour le phénanthréne. Le bilan de radioactivité retrouvée dans

les différents compartiments du systéme aux différentes dates est présenté dans le tableau 13.
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Tableau 13 : Répartition de la radioactivité retrouvée* dans les différents compartiments du
systéme au cours de la croissance des plantules de mais en présence de benzo[a]pyréne

marqué au "*C. Résultats exprimés en % de la radioactivité introduite.

10 jours 20 jours

Solution nutritive 53+14b 9,7t24a

Ringage Extractible Ringage Extractible
Feuilles 0,0b 0,005 £ 0,004 0,1+£0,03a 0,05 £ 0,03
Racines 04+02b 0,2+0,1 24+20Db 1,2+0,9
Graines 1,0£0,06 b 0,6 £0,2 1,4+£08b 2,0£0,3
Dissipation 846%1,1a 759+13a
Total 922+3,6a 91,9+39a
Non retrouvée 7,8+3,6a 8,1+39b

* Comptage direct des solutions nutritives, ringage et extraction des parties végétales, dissipation évaluée grace
aux dispositif témoin; lettres : analyses de variance conduites indépendamment sur les valeurs de la solution
nutritive, du total retrouvé, du total non retrouvé, de la dissipation et de l'ensemble des parties végétales en
considérant la somme du ringage et de Fextraction, n=4 et p=0,05.

La quantité de radioactivité présente dans la solution nutritive diminue trés fortement pendant
les 10 premiers jours, trés peu ensuite. La quantité de radioactivité présente au niveau des
parois en verre a été contrlée. Elle est négligeable. Le benzo[a]pyréne n'est pas volatil mais
est facilement exclu de la phase aqueuse car sa solubilité est trés faible. La perte enregistrée
pourrait donc étre due a l'action combinée de la recristallisation du composé lorsque le
volume de la solution diminue au cours du temps, et de l'entrainement par I’eau.

Les quantités de radioactivité présentes dans les tiges, racines et graines progressent au cours
du temps. Apres 20 jours, les teneurs en équivalent benzo[a]pyréne sont en moyenne de 0,1
ug g' MS dans les parties aériennes, 150,1 pg g MS dans les racines et 3,7 pg g MS dans
les graines. Le transfert de benzo[a]pyréne vers les parties aériennes est donc apparemment
plus faible que celui observé pour le phénanthréne. En ce sens, ces résultats confirment les
observation faites par d'autres auteurs sur l'importance décroissante du transfert quand le
poids moléculaire de la molécule augmente (Blum & Swarbrick, 1977; Edwards et al., 1982;
Edwards, 1986). Les valeurs obtenues sont aussi en accord avec celles généralement
retrouvées dans la bibliographie soit entre 0,1 et 150 pug kg™ (Edwards, 1983).

Les racines constituent le principal compartiment ot s'accumulent les produits radioactifs. Ces

résultats confirment que les constituants racinaires ont une tres forte affinité pour les
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molécules trés lipophiles, ce que l'étude de la nature des barriéres végétales nous avait
suggéré. Les racines pourraient donc constituer un réservoir pour le transfert, trés lent de
molécules vers les parties aériennes. De méme que pour le phénanthréne, plus de 50% de la
radioactivité retrouvée est récupérée par ringage, ce qui traduirait l'existence d'une fraction
ayant faiblement pénétré dans la racine.

Au niveau des tiges, la quantité de radioactivité retrouvée par ringage augmente au cours du
temps. Malgré la trés faible volatilité de la molécule, il est tout de méme possible qu'un
transfert a partir de la phase gazeuse ait eu lieu.

De méme que pour le phénanthréne, nous avons comparé les teneurs expérimentales en
benzo[a]pyréne des parties végétales a celles calculées selon le modéle mathématique de
transfert de Briggs et al. (1982) qui prédit le transfert racinaire et aérien de molécules
organiques a partir des propriétés physico-chimiques de la molécule. La valeur calculée du
Root Concentration Factor, facteur de concentration dans les racines est de 2182. Le RCF
expérimental s'éléve a 82. Le Stem Concentration Factor, facteur de concentration dans les
feuilles, calculé est de 1,54. La valeur expérimentale du SCF est de 1,72. Le SCF calculé est
donc bien prédit par la théorie de Briggs, ce qui confirme que la lipophilicité de la molécule
est un facteur clé du transfert des HAP de fort poids moléculaire. Le RCF est par contre trés
sous évalué, ce qui, comme dans le cas du phénanthréne montre 1) les limites d'un
raisonnement simplifié & partir des propriétés physico-chimiques et 2) qu'une trés forte
disponibilité du HAP ne s'accompagne pas forcément d'un transfert. Les valeurs trouvées ainsi
que celles du modéle de Briggs sont également largement supérieures aux valeurs de
bioconcentration couramment admises, soit des facteurs de concentrations compris entre
0,002 et 0,33 pour le benzo[a]pyréne (Edwards, 1983).

4.1.3. Conclusions

Il a été¢ montré, a partir des résultats présentés, un transfert de benzo[a]pyréne, molécule
choisie comme modéle des HAP de haut poids moléculaire. Toutefois, I'intensité du transfert
est réduite par rapport & une molécule de plus faible poids moléculaire comme le
phénanthréne.

L'utilisation de systémes hydroponiques permet d'obtenir une biodisponibilité maximale du
HAP pour la plante. Cette biodisponibilité s'accompagne, pour le phénanthréne comme pour
le benzo[a]pyréne d'une surestimation du transfert par rapport aux données bibliographiques.
Cette surestimation découle de 1’emploi de solution hydroponiques dans lesquelles la

biodisponibilité des produits est totale. La présence de matiéres organiques dans le sol, dont
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I'affinité pour les molécules organiques est forte, limiterait potentiellement leur quantité dans
les phases gazeuse et liquide, c'est & dire la quantité biodisponible. Cette diminution de la
biodisponibilité devrait donc logiquement se traduire par une diminution de la quantité
transférée aux plantes, 4 moins bien siir que celles-ci puissent influer sur cette
biodisponibilité. L’influence du sol sur lintensité du transfert du phénanthréne et du
benzo[a]pyréne a donc été examinée dans la seconde partie de cette étude.

Par ailleurs, notre expérience de transfert avec du phénanthréne deutéré avait permis de mettre
en évidence une contamination des végétaux & partir de I'atmosphere. Ces résultats nous
suggéraient l'importance de la voie de transfert atmosphérique. Nous avons donc, & l'occasion
de la mise en place d'un dispositif expérimental fermé, étudié la capacité des parties aériennes

a capter des HAP et leurs molécules dérivées a partir de 1'atmosphere.

4.2. Influence des propriétés d’adsorption du sol sur le transfert de HAP vers
les parties aériennes du mais

4.2.1. Etude du transfert de phénanthréne en vases de végétation
4.2.1.1. Répartition des produits radioactifs dans les compartiments végétaux

A lissue de la culture du mais en présence de terre agricole (1,82% MO) ou de terre
d'ancienne usine a gaz G1 (7,5% MO), amendées avec du phénanthréne marqué au 'C, un
bilan de la radioactivité présente dans les diverses fractions végétales et dans l'extrait a l'eau

des terres est présenté dans le tableau 14.

En présence de terre agricole comme de terre d'ancienne usine a gaz, aucune radioactivité
n'est détectée dans les tigelles, quelle que soit la date de prélevement. Or, & 14 jours, a
quantité égale de phénanthréne marqué apportée dans la solution hydroponique, une quantité
non négligeable de radioactivité avait été détectée dans les parties aériennes des plantules de
mais. Ces résultats sont confortés par les travaux d'Edwards ef al. (1982), sur le soja et
l'anthracéne, molécule proche du phénanthréne. Cette limitation est vraisemblablement la
conséquence de la trés forte affinité des HAP pour les matiéres organiques du sol. Cette
capacité de rétention limite la quantité de HAP présent en phase aqueuse et en phase gazeuse

dans le sol, au profit de la phase solide.
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Tableau 14 : Radioactivité retrouvée dans les parties végétales et dans l'extrait a l'eau des
terres apres 3, 7 et 14 jours de culture de plantules de mais sur une terre agricole et une terre
d'AUG a laquelle a été apportée du phénanthréne marqué au '*C. Résultats exprimés en ng
équivalent phénanthréne g MS pour les végétaux et en ng équivalent phénanthréne g’ terre

pour l'extrait & I'eau.

3 jours 8 jours 14 jours

Te
Terre extrait eau 0,07+0,01b 0,52 £0,02 a 0,69+£0,19a
Tiges n.d. n.d. n.d.

Parties racinaires 1,05+3,16b 0,03 +0,01 a 0,01 +0,003b

Terre extrait eau 0,18+0,12a 0,10+0,14 a 0,05+0,08 a

Tiges n.d. n.d. n.d.
Parties racinaires 68,00+ 71,00 a 0,54 +£0,54 a 2,46 +2,46 a

n.d. : non détecté; lettres : analyses de variance indépendantes par ligne, n=3 et p=0,05.

Pour la terre agricole, la quantité présente dans les racines a trois jours est significativement
supérieure a celles obtenues aux deux autres dates. En présence de terre d'ancienne usine a
gaz, la quantité de radioactivité présente au niveau des parties racinaires est relativement
élevée a trois jours, faible ensuite. A dose égale de phénanthréne radioactif apportée et a la
méme date, ces quantités sont beaucoup plus faibles que celles trouvées dans les parties
racinaires des plantules de mais cultivées en milieu hydroponique. Ceci conforte donc les
observations faites précédemment quant a la biodisponibilité du HAP pour le mais.

En solution hydroponique 100% du phénanthréne est en phase liquide donc biodisponible. En
présence de terre, la fraction biodisponible du HAP est celle présente dans la solution du sol.
On peut l'approcher grice a une extraction a I'eau. Nous avons donc caractérisé la fraction
biodisponible du phénanthréne marqué dans la terre agricole et la terre d'ancienne usine a gaz

au cours du temps.
4.2.1.2. Fraction de phénanthréne biodisponible

La quantité de phénanthréne marqué biodisponible augmente significativement au cours du
temps pour la terre agricole (tableau 14). Elle est ainsi multipliée par 10 entre 3 et 14 jours.
Pour la terre d'ancienne usine a gaz, la quantité biodisponible diminue au cours du temps : elle
passe ainsi de 0,18 ng phénanthréne g terre a 3 jours & 0,05 ng phénanthréne g terre a 14

jours.
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La diminution de la fraction extractible a I'eau pour la terre d'ancienne usine a gaz pourrait
traduire une diminution de la biodisponibilité du produit. Cette diminution pourrait étre due a
la forte rétention du produit par les constituants de la terre et a l'absorption par les racines.
Quelle que soit la date de prélévement et d'analyse, la fraction extractible & l'eau de la terre
agricole est supérieure a celle de la terre d'ancienne usine & gaz. Cette observation confirme
ainsi I'hypothése de la limitation de la biodisponibilité par les constituants organiques du sol.
En effet, la terre d'ancienne usine a gaz contient 4 fois plus de matiéres organiques que la terre
agricole.

La terre agricole présente un comportement différent de la terre d'ancienne usine a gaz
puisque la fraction biodisponible augmente au cours du temps. Cette augmentation est
apparemment en désaccord avec I'hypothése faite. Ce phénoméne pourrait traduire la
formation de métabolites de HAP, qui sont plus polaires, donc moins retenus par le sol. La
quantité de radioactivité présente dans l'extrait n'a pas permis d'identifier par CLHP les
molécules présentes dans cette fraction. Les éventuels métabolites formés, résultant en général
d’une simple oxydation de la molécule sans cassure des noyaux aromatiques, sont plus
susceptibles que les molécules méres d'étre transférées car leurs propriétés les rendent plus
mobiles. Une fois transférés ces métabolites peuvent étre incorporés dans les tissus végétaux
(Sandermann et al., 1983). Or, si une augmentation de la quantité de radioactivité présente
dans les racines est bien observée, aucun passage ultérieur n'est détecté dans les parties
aériennes. Ce résultat indique, que si il y a eu formation de métabolites dans le sol, ceux-ci
n’ont pas été transférés vers les plantules de mais. Cependant, ce résultat n’exclut pas
totalement I’hypothése de la présence de métabolites dans la fraction biodisponible.

Aprés avoir étudié I'évolution de la fraction biodisponible de radioactivité dans les deux
terres, nous avons recherché une corrélation entre la radioactivité présente dans les racines et
celle présente dans la fraction extraite a l'eau.

Pour la terre agricole, il existe une trés bonne corrélation entre la fraction extraite a l'eau et
celle extractible au niveau des racines & 14 jours (1*=0,999). Ce résultat pourrait traduire un
équilibre de concentration entre les racines et la solution du sol. Avant cette date, ces deux
variables ne sont pas corrélées. Pour la terre d'ancienne usine & gaz, la corrélation est
relativement bonne a 3 jours (r2=0,828) et diminue ensuite, vraisemblablement a la suite de la

fixation du phénanthréne sur les constituants organiques du sol.
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4.2.1.3. Conclusions

Cette expérience a permis de montrer qu'en présence de sol, le transfert de HAP était limité
par la biodisponibilité du produit. Cependant, cette expérience a été conduite en milieu ouvert.
Nous n'avions ainsi pas accés aux paramétres de dissipation du produit, ni a ceux de la
dégradation. Par ailleurs, l'absence de radioactivité dans les feuilles des plantules de mais
montre l'absence d'effet de la volatilisation éventuelle de composés marqués sur la
contamination des parties aériennes. Or l'étude bibliographique montre que cette voie de
transfert pourrait ne pas étre négligeable. Afin de conforter ces résultats et d'étudier l'influence
du sol sur la contamination par voie gazeuse des plantes, nous avons donc mis en place une
culture de plantules de mais en présence de terre traitée par du phénanthréne et du
benzo[a]pyréne marqués, dans des enceintes fermées. Nous avons utilisé deux molécules
modeéles représentatives des HAP Iégers et lourds, afin de mettre en évidence les spécificités
de comportement des différentes molécules. Le phénanthréne utilisé pour cette expérience
était marqué sur tous les carbones de mani¢re a optimiser le suivi de la molécule dans le
systéme. Ce qui n’a malheureusement pas pu étre obtenu pour le benzo{a]pyre¢ne, qui n'est

donc marqué que sur 2 carbones.

4.2.2. Etude du transfert du phénanthréne et du benzo[a]pyréne en vases de
végétation placés dans une enceinte fermée

Des plantules de mais ont été cultivées pendant 16 jours sur de la terre agricole présentant des
teneurs en phénanthréne ou benzo[a]pyréne de 152 ng g terre ou 467 ng g’ terre
respectivement, en enceintes fermées. Les tableaux 15 et 16 résument les teneurs en
équivalent phénanthréne et benzo[a]pyréne marqué des plantules témoin et des plantules test

aprés 16 jours de culture.

4.2.2.1. Phénanthréne

Des produits radioactifs sont détectés dans les divers compartiments des plantes ayant poussé
sur une terre enrichie en phénanthréne marqué. Les plus fortes teneurs sont retrouvées dans
les racines et dans les graines.

La teneur des feuilles est vingt-cinq fois plus faible que celle des racines. Les teneurs en
phénanthréne obtenues dans cette expérience sont environ mille fois plus faibles que celles
enregistrées a4 14 jours en milieu hydroponique et du méme ordre de grandeur que celle
obtenues en présence de sol dans l'expérience précédente. Ces résultats confirment donc que

le transfert de HAP dans les plantes est limité en présence de sol.
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Tableau 15 : Teneurs en produits radioactifs des différents compartiments des plantes ayant
poussé en présence de phénanthréne marqué au '*C ou non (témoin) pendant 16 jours.

Résultats exprimés en ng équivalent phénanthréne g MS.

Feuilles Racines Graines
R 09+0,8 1,0+1,3 0,05 + 0,05
Terre non contaminée E 21,1+10,9 1,1+1,1 0,4+0,3
NE - . -
R 0,5+0,4 34,2 +26,4 7,5+3,9
Terre contaminée E 1,0£0,3 39,2 +10,3 29,9+ 9,6
NE 1,1+£0,1 19,1 +£5,1 26,0 +9,7

R : ringage, E : extractible & l'acétonitrile, NE :résidus non extractibles retrouvés par combustion.

La fraction de produit retrouvée par ringage est assimilée a la fraction faiblement retenue,
adsorbée dans des zones facilement accessibles des organes végétaux. La fraction extractible
au solvant représente la fraction ayant migré vers l'intérieur des organes végétaux. La fraction
retrouvée aprés combustion correspondrait aux résidus liés c'est a dire au produit incorporé a
la biomasse végétale. Au niveau des feuilles, 1/5°™ de la radioactivité est retrouvée par
rincage. Les quantités retrouvées par extraction et combustion sont équivalentes. Au niveau
des racines, 35% du produit est facilement retrouvé, 40% est extrait au solvant et 25% est
présent sous forme non extractible. Au niveau des graines, ces quantités sont respectivement
de 12, 47 et 41%.

Les parties aériennes des plantules témoin présentent une teneur en phénanthréne dix fois
supérieure a celle des plantules ayant poussé sur les vases de végétation contenant la terre
contaminée. Cette valeur élevée est en fait due au trés faible développement aérien des
plantules témoin. Considérant les quantités de produits concernées, les plantules témoins
présentent 1/4 de la radioactivité des plantules test. Ce résultat montre donc sans ambiguité la
contamination des plantules par 1'atmosphere.

Au cours de I'expérience, un dégagement de 2,1 pg équivalent phénanthréne de dioxyde de
carbone marqué et de 0,03 pg équivalent phénanthréne de molécules organiques volatiles
marquées a été mesuré. Les produits marqués dégagés ne sont cependant pas identifiés. Ils
pourraient correspondre a la dégradation des impuretés du produit puisque les 2,1 pg dégagés
correspondent environ & 2% du produit introduit soit la proportion d'impuretés de celui-ci.

Les parties aériennes de la plante ont donc capté ces produits radioactifs. Elles ont pu fixer les

molécules organiques volatiles (phénanthréne et/ou métabolites) passivement par piégeage
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dans les cires. Elles ont pu aussi fixer le carbone 14 du CO, par la photosynthése. La présence
de radioactivité au niveau des graines des plantes témoin peut s'expliquer par la condensation
deau contenant des produits marqués a leur surface. La contamination des racines en
découlerait. On ne peut toutefois pas exclure que des molécules captées par les feuilles aient
été transférée jusqu'aux racines. En particulier, la fixation de molécules de dioxyde de
carbone par la photosynthése a pu donner lien a la formation d'assimilats ensuite exsudés au
niveau des racines.

Les facteurs de bioconcentration dans les feuilles et les racines, en tenant compte des teneurs

présentes dans les plantules témoin, sont de 0,016 et 0,608 respectivement.
4.2.2.2. Benzo[a]pyréne

En présence de benzo[a]pyrene, il y a 5 fois plus de produit transféré dans les racines que
dans les feuilles, ce qui confirme la trés forte affinité des constituants racinaires pour les
molécules trés lipophiles. Les facteurs de bioconcentration dans les parties aériennes et
racinaires sont de 0,05 et 0,23. Le facteur de bioconcentration aérien est en accord avec les
valeurs couramment retrouvées dans la bibliographie pour des substrats terreux (Edwards,
1983).

Bien que les quantités de produit apportées aient été quarante fois plus faibles en milieu
hydroponique, les teneurs en benzo[a]pyréne des plantes sont inférieures en présence de terre
: d'un facteur cent pour les feuilles, mille pour les racines et les graines. Ce qui confirme
encore la limitation du transfert par le sol du fait d’une moins grande disponibilité des

produits pour le transfert.

Tableau 16 : Teneurs des différents compartiments des plantes ayant poussé en présence de
benzo[a]pyréne marqué au “*C ou non (témoin) pendant 16 jours. Résultats exprimés en ng

équivalent benzo[a]pyréne g” MS.

Feuilles Racines Graines
R 0,003 + 0,004 0,009 £ 0,01 0,007 + 0,009
Terre non contaminée E 1,1+£0,6 0,002 + 0,00 0,02 £+ 0,01
NE - - -
R 20+1,9 49,7+ 243 15,4+10,9
Terre contaminée E 155+ 1,1 45,8 +£29,6 11,6 £4,8
NE 6,825 11,9+11,8 11,0£1,5

R : ringage, E : extractible & 1'acétonitrile, NE : résidus non extractibles retrouvés par combustion.

98



Chapitre 2 : Transfert de HAP vers le végétal

La contamination des plantules témoin est négligeable, ce qui est corrélé & la quasi absence de
dégagement de molécules volatiles et de CO, marqués mesurées. La voie de contamination
gazeuse n'est donc significative que pour les HAP de faible poids moléculaire. Nos travaux
sur le phénanthréne et le benzo[a]pyréne marqués au '*C permettent ainsi d'étayer les

observations de Larsson & Sahlberg (1981).

4.2.2 3. Conclusions

Les résultats obtenus apportent deux renseignements importants. Tout d'abord, ils confirment
les hypotheses formulées au paragraphe 4.1. sur la limitation du transfert en présence de sol et
les résultats de l'expérience conduite en vases de végétation. L'intensité du transfert est
conforme a ce qui est couramment retrouvé dans la littérature.

Ces résultats montrent ensuite que les plantules interceptent des produits dérivés des HAP,
dioxyde de carbone ou molécules volatiles, par la voie atmosphérique. Cette voie de transfert
représente 1/4 du transfert total dans le cas du phénanthréne, et n'est pas active dans le cas du
benzo[a]pyréne, molécule qui est trés peu volatile et n’est pas dégradée dans la durée de

I’expérience.
5. Conclusions

L'utilisation de systémes hydroponiques a permis de mettre en évidence un transfert solution-
plantules de mais de phénanthréne et de benzo[a]pyréne. Les quantités de HAP accumulées
sont supérieures dans les racines par rapport aux feuilles, pour le benzo[a]pyréne en
particulier. Les facteurs de bioconcentration sont faibles mais toutefois surestimés par rapport
aux valeurs couramment admises. L'intensité du transfert est inversement proportionnelle au
poids moléculaire de la molécule.

Dans un second temps, en présence de sol et & quantité égale de HAP apportée, nous avons
montré que le transfert sol-racine puis sol-racine-feuilles diminuait fortement. Les facteurs de
bioconcentration sont alors conformes a ceux de la littérature. Ces expériences traduisent la
diminution de la biodisponibilité des HAP en présence des constituants du sol. Toutefois,
méme en conditions de totale disponibilité (solution), le transfert intéresse une faible quantité
du produit total. Le transfert de HAP n'est donc pas un phénoméne trés significatif.

Un transfert du phénanthréne a été mis en évidence sur des plantules dés la germination mais
aussi, dans une moindre mesure toutefois, lors de phases ultérieures de développement. Les
phases de germination sont cependant des périodes clés pour expliquer l'intensité totale du

transfert. La vitesse d'accumulation des HAP diminue fortement ensuite.
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L'existence d'une double voie de transfert, racinaire et par l'atmosphére a été mise en
évidence. La voie gazeuse n'est pas significative pour des molécules lourdes et peu volatiles
comme le benzo[a]pyréne. Par contre, cette voie explique 20% de la contamination des
plantules dans le cas du phénanthréne, molécule volatile. Une caractérisation des produits
transférés et de leur devenir dans les végétaux serait cependant nécessaire afin d'évaluer les
problémes posés par l'existence du transfert.

Au vu des résultats obtenus, l'extraction et l'accumulation par les plantes des HAP du sol, ou
phytoextraction, n'est pas une composante majeure a envisager lors de la mise en place d'un
phytotraitement. Par ailleurs, 'existence d'un transfert de HAP en quantités réduites ne remet
pas en question, & ce stade de 1'étude, I'intérét de l'utilisation des plantes pour traiter les sol
contaminés par des HAP.

Ainsi, apres avoir étudié I'impact de la contamination sur le développement des espéces, puis
avoir mis en évidence un trés faible transfert de HAP, l'effet de la présence de plantes sur le

devenir des HAP du sol a été étudié.
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Chapitre 3 : Dissipation des HAP présents dans différents
sols- Approche modélisée en conditions contrélées et
naturelles

1. INTRODUCTION

Des études récentes, conduites en particulier sur les HAP, mais aussi, de nombreux autres
composés organiques suggerent que la présence de végétation pourrait accélérer la
décontamination de sols pollués par des composés organiques (Aprill & Sims, 1990; Lee &
Banks, 1993; Chaineau, 1995; Reilley et al., 1996; Pradhan et al., 1998; Banks et al., 1999;
Liste & Alexander, 2000b). Il existe en effet une microflore capable de dégrader les HAP
dans les terres contaminées et non contaminées (Késtner ef al., 1994; Chaineau, 1995). Cette
microflore adaptée a la dégradation des HAP, ainsi que la microflore non adaptée, trouvent au
niveau de la rhizosphére un habitat favorable a leur développement, notamment grice a
I’exsudation racinaire (Hiltner, 1904; Rovira, 1969; Morel, 1985). L’exsudation représente
entre 10 et 20% du carbone fixé par la plante. Elle favorise le développement d'une microflore
hétérotrophe. Cette microflore est de plus potentiellement capable d’utiliser ces exsudats
comme source d'énergie et de dégrader les HAP par cométabolisme (Bouchez ef al., 1995).

L'objectif de ce chapitre est ainsi d'étudier le devenir des HAP dans et hors la rhizosphére de
plantes cultivées. L’¢tude du phénoméne a été abordée a différentes échelles, de taille
croissante, successivement discutées dans ce chapitre : le vase de végétation, le dispositif
pilote de lysimétres et le site contaminé. Si le systéme central de 1’étude a été en permanence
la terre d'ancienne usine a gaz, I'utilisation de terre agricole contaminée a 1’aide de molécules

pures, marquées ou non, a permis de simplifier le systéme afin d’en préciser le comportement.
2. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

2.1. Devenir des polluants organiques dans le sol

Dans le sol, les polluants se répartissent entre phase solide, phase liquide et phase gazeuse
(figure 37). La répartition dépend des propriétés physico-chimiques des molécules et du
milieu dans lequel elles se trouvent. Cette répartition n'est pas stable au cours du temps. Elle
est susceptible d'évoluer en fonction des conditions physico-chimiques, de la transformation

chimique des polluants et des interactions sol-polluant (Barriuso et al., 1996).
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VOLATILISATION
|

RETENTION

LESSIVAGE

E—_\j Nappes

Figure 37 : Devenir des HAP dans le sol (d’aprés Barriuso et al., 1996)

Les HAP sont des molécules peu hydrosolubles, semi-volatiles et lipophiles. Elles se trouvent
principalement dans la phase solide du sol avec laquelle elles interagissent fortement. Cette
interaction se traduit par leur persistance et leur rétention dans le sol. Cette forte rétention par
les composés solides du sol diminue les risques de dispersion des HAP mais rend plus
difficile leur élimination (Barriuso et al., 1996).

La persistance d'un polluant dans le sol est le temps pendant lequel celui-ci y est présent. Elle
dépend des phénomeénes qui assurent la diminution de sa concentration. Ces processus
concernent la transformation, la rétention et le transport. La transformation résulte la plupart
du temps d'un métabolisme, d'une photolyse ou d'une hydrolyse, qui conduisent a la formation
de nombreux composés dérivés. Le transport concerne quant a lui la mobilité du polluant dans
le systéme et résulte d'un lessivage, d'un ruissellement vers les eaux de surface ou de la
volatilisation (Barriuso ef al., 1996).

La rétention est gouvernée par des processus physico-chimiques qui régissent les équilibres
entre les divers compartiments du systéme : absorption par les végétaux ou la microflore,
cinétiques d'adsorption-désorption sur les constituants du sol, .... De maniére générale, et
dans le cas des HAP plus particuliérement, les processus de rétention pilotent les autres

processus. En effet, ils gouvernent la quantité de polluant présente en phase vapeur et liquide,
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c’est & dire la fraction disponible, en particulier pour étre dégradée par les micro-organismes

ou quitter le systéme par lessivage.

2.2, Rétention des polluants organiques dans le sol : conséquences sur la
disponibilité et la biodisponibilité

2.2.1. Différentes formes d’un polluant dans les sols

Dans le sol, les molécules xénobiotiques interagissent avec les différents constituants du sol.
Ces interactions présentent diverses conséquences sur la disponibilité des polluants. La figure

38 résume les différentes formes, physiques et chimiques d'un polluant organique dans les

sols.
Physique Chimique
!
o9 >
SO
Particule Adsorbé Liés
polluante chimiquement
Film liquide Dans la phase
aqueuse ou les
pores
A
>
Adsorbé en Solide ou liquide
Surface dans tes micro-
ou nanopores
facilement difficilement
(composés vieillis) .
extractible non-extractible
Polluants liés .
Elevée Faible
Biodisponibilité

Figure 38 : Différentes formes prises par un polluant organique dans un sol (d'aprés
Verstraete & Devliegher, 1996).

La fraction disponible d'un polluant est celle facilement extractible (<1 h de contact avec le
solvant). Elle se compose des polluants présents sous forme particulaire, sous forme de film
ou sous forme adsorbée a la surface des particules de sol (Verstraete & Devliegher, 1996).

La fraction peu disponible est la fraction accessible par des traitements drastiques. Elle
comporte les polluants qui ont migré vers des sites moins accessibles au sein des constituants
du sol. Le passage du polluant d'une forme trés disponible vers une forme peu disponible

détermine le "vieillissement" du polluant au contact du sol.

103



Chapitre 3 : Dissipation des HAP présents dans différents sols- Approche modélisée

Le polluant peu enfin étre présent sous forme non-extractible. Sa nature chimique est alors
modifiée. La molécule est incorporée aux constituants du sol par polymérisation ou formation
de liaisons covalentes avec les composés humiques (Verstraete & Devliegher, 1996; Kubicki
& Apitz, 1999; Nanny, 1999).

2.2.2, Fraction du poliuant adsorbée aux constituants du sol

L'adsorption d'un polluant est la fixation non covalente de ce polluant a la surface ou a
I'intérieur des constituants du sol (Verstraete & Devliegher, 1996). Le type de liaison mis en
jeu appartient au domaine des interactions faibles : liaisons par transfert de charge, liaisons
hydrophobes, liaisons de Van der Waals ou attractions électrostatiques .

Le phénoméne d’adsorption résulte d'une partition rapide et réversible du polluant entre la
phase liquide et la phase solide du sol. Ce phénoméne dépend fortement des propriétés et de
la concentration de la molécule dans la phase liquide. Il peut étre décrit par exemple par le
modele de Freundlich. La cinétique d'adsorption présente deux phases. La premiére phase est
rapide et correspond a l'adsorption de surface. La deuxiéme phase est plus lente et correspond
a la migration du polluant vers des sites moins accessibles, plus tortueux (Chung &
Alexander, 1998; Kohl & Rice, 1999).

Dans le cas des HAP, molécules lipophiles et peu solubles dans I’eau, la matiére organique est
la fraction majeure du sol responsable de la rétention. L'adsorption augmente ainsi avec la
fraction de carbone organique (fo;) (Onken & Traina, 1997).

Dans certains cas particuliers, le HAP peut étre piégé de manitre irréversible dans un
environnement hydrophobe de la matiére organique. Seule une modification de l'assemblage
tridimensionnel des molécules humiques est alors 8 méme de le relarguer (Eschenbach et al.,
1998). Parmi les différentes macromolécules organiques du sol, celles dont le caractére
aromatique est le plus marqué présentent la meilleure capacité de rétention des HAP. Les
molécules les plus aromatiques traduisent un degré d'’humification plus important. Ainsi, plus
le degré d’humification augmente, plus l'adsorption est grande (Benoit et al., 1999).

Les molécules humiques se répartissent entre acides fulviques, acides humiques et humine.
Ces trois types de molécules traduisent un degré croissant d’aromatisation et d’humification.
La majorité des résidus liés se trouve au niveau des fractions lipidiques de I'numine (Kohl &
Rice, 1998, 1999). Les acides humiques retiennent plus les HAP que les acides fulviques, bien
que la capacité de sorption des acides fulviques vis & vis de molécules apolaires, ne formant

pas de liaisons hydrogéne, soit non négligeable. La présence d'acides fulviques diminuerait en
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effet la polarit¢ du solvant matriciel. Celui-ci se comporterait alors comme un solvant
organique (Nanny, 1999).

La capacité de rétention est surtout influencée par la présence d'espaces libres hydrophobes
dans les structures des macromolécules organiques. La lignine est de ce point de vue un
meilleur piége que les acides humiques, bien que ce soit un polymére relativement polaire,
moins cependant que les acides humiques, au niveau desquels on trouve de nombreuses
fonctions hydroxyle, amine ou acide (Kubicki & Apitz, 1999).

L'adsorption des HAP aux constituants du sol est un phénoméne théoriquement réversible.
Cependant, ces molécules étant peu solubles et trés fortement adsorbées, la désorption est un
phénomene extrémement lent. Ainsi, la fraction du polluant adsorbée, bien que relativement
disponible, ne peut étre considérée comme réellement biodisponible que sur un pas de temps
suffisant long.

La faible vitesse de désorption présente par conséquent 2 inconvénients majeurs dans le cadre
d'un bio-traitement. Les micro-organismes dégradant principalement le polluant dissous, la
désorption est ainsi une étape limitante de la biodégradation (Bouchez et al., 1995; Hatzinger
& Alexander, 1997; Uraizee et al., 1998). D'autre part, le temps nécessaire au traitement de

cette fraction peut étre long.

2.2.3. Fraction du polluant incorporée aux constituants du sol

La liaison chimique d’un polluant organique aux constituants du sol procéde par la formation
de liaisons covalentes. Les types de liaisons les plus fréquentes sont : les liaisons ester, les
liaisons éther et les liaisons carbone-carbone.

Ces liaisons se forment entre le polluant et la matiére humique du sol, grice a un couplage
oxydatif. Les couplages oxydatifs nécessaires & I’incorporation des HAP et de leurs
métabolites dans les matiéres humiques sont catalysés soit par des enzymes microbiennes
(Bollag, 1992), soit par des composés inorganiques ou des minéraux argileux (Karimi-
Lotfabad et al., 1996; Verstraete & Devliegher, 1996).

Parmi les familles d’enzymes impliquées dans les couplages oxydatifs, on trouve les
peroxydases et les phénol-oxydases. Les peroxydases sont relarguées dans le sol par certaines
plantes mais aussi et surtout par les champignons filamenteux. Les phénol-oxydases sont des
enzymes produites par des champignons, notamment ceux de la pourriture blanche. Parmi les
phénol-oxydases, les laccases, présentes chez certains champignons filamenteux ont un

comportement particulier.
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Les HAP sont des molécules stables, peu réactives, au contraire de leurs métabolites. Ces
métabolites, les phénols et les quinones en particulier, sont ainsi plus susceptibles de subir le
phénomeéne de liaison chimique (Gibson & Subramanian, 1984; Commandeur & Parson,
1990; Richnow et al., 1994, 1995, 1997).

Une fraction non négligeable des métabolites des HAP peut ainsi étre retrouvée dans les
matieres organiques. Richnow et al. (1994) ont par exemple montré que 42% de l'acide
hydroxy-naphthoique (métabolite de I'anthracéne identifi€ par Cerniglia & Heitkamp, 1989) et
46% de l'acide phénanthréne-4-carboxylique (métabolite du pyréne) produits suite a la
biodégradation des HAP apportés lors de leur expérience ont été incorporés dans les
molécules humiques. D’autres auteurs, 4 ’exemple de Ressler et al. (1999), ont évalué la
quantité de carbone piégée dans les matieres organiques lors d’une expérience de dissipation
des HAP, a 20% environ du carbone total apporté sous forme de HAP.

Les HAP modifiés puis incorporés peuvent étre retrouvés sous forme de matiére organique
dissoute ou particulaire, de structure analogue aux acides humiques. La formation de résidus
liés pourrait donc étre un processus majeur de la transformation et/ou immobilisation des
polluants hydrophobes (Bollag & Loll, 1983; Schndder et al., 1993; Kistner et al., 1995;
Michaelis et al., 1995) et de leur persistance dans les sols (Lichtfouse ef al., 1997).

Les fractions liées chimiquement constituent la fraction réfractaire aux traitements des sols
(Erickson et al., 1993). L'existence de cette fraction résiduelle est souvent un probléme lors de
la mise en ceuvre des processus de traitement. En effet, les risques d’exposition des
organismes vivants a cette fraction du polluant ne sont pas clairement caractérisés, puisque
I’on ignore par exemple leur capacité a repasser vers un état plus biodisponible, sous I’effet de
certaines conditions. Certains auteurs comme Eschenbach et al. (1998) ont en effet montré
une absence de remobilisation du produit, méme aprés des traitements physiques ou
chimiques agressifs. Cependant, et au vu d’autres travaux, il semble que des traitements ayant
pour conséquence une déstructuration des matiéres organiques s’accompagnent d’une
remobilisation des polluants incorporés. Cette remobilisation augmenterait alors d’autant le
risque d’exposition global des organismes vivants aux polluants.

De maniére naturelle, si aucun traitement visant a les remobiliser n’est mis en place, les HAP
et métabolites piégés semblent entrer dans le cycle global des matiéres humiques (Richnow et
al., 1995). Ils se comportent alors comme les acides humiques et acides fulviques au niveau

desquels ils sont piégés et sont progressivement minéralisés au rythme de 1 4 2% par an.
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2.3. Transport des polluants organiques vers les eaux de surface ou les eaux
souterraines

Plus un produit est retenu par le sol, moins il présente de risques de polluer les eaux.
Cependant, plus un produit est persistant dans le sol, plus il aura de chances d'étre transféré
vers une nappe ou les eaux de surface en cas de modification de son environnement chimique.
La persistance et la rétention peuvent étre évaluées respectivement par la demi-vie du polluant
dans le sol et le coefficient d'adsorption aux substances organiques Koc. Ces deux parametres
présentent des valeurs élevées dans le cas des HAP. Les HAP ne présentent donc
potentiellement pas de risque élevé de pollution des nappes par entrainement en profondeur
(Barriuso et al., 1996). Cependant, certaines conditions particuliéres peuvent s’accompagner
de la présence dans la phase aqueuse de quantités non négligeables de HAP.

Les matiéres organiques dissoutes ou en suspension ainsi que les colloides présentent une
forte affinité pour les molécules hydrophobes comme les HAP (McCarthy & Jimenez, 1985;
Maxin & Koégel-Knabner, 1995). L'adsorption des HAP a ces substances est instantanée
(Maxin & Kogel-Knabner, 1995) et réversible (McCarthy & Jimenez, 1985).

La liaison aux matiéres particulaires dissoutes diminue la biodisponibilité des HAP, car
’adsorption est forte, (McCarthy & Jimenez, 1985) mais augmente leur solubilité apparente.
Ainsi Maxin & Kogel-Knabner (1995) ont pu montrer qu'a concentration de HAP égale, en
présence de 50 mg I"! de carbone sous forme de matiére organique dissoute, la concentration
aqueuse apparente était multipliée par deux.

Lev transport de HAP dans le sol peut ainsi de cette mani€re augmenter malgré la trés faible
solubilité des produits (Marschner et al.,, 1999). Cependant, la désorption des HAP des
particules vers la phase aqueuse présente les mémes limites que pour le sol. Cette quantité de
HAP qui est mobile n’est donc pas forcément biodisponible.

De plus, dans le cas de sols agrégés (sols sur site), la percolation d'edu se fait au niveau de la
macroporosité. Seule une partic du sol (et des polluants) est ainsi accessible & I'eau. La
fraction du polluant pouvant étre potentiellement solubilisée est donc limitée. Dans le cas des
sols d'ancienne usine a gaz, la présence de goudrons colmate les pores et contribue a limiter la
surface de contact entre le sol et les HAP (Vercamer ef al., 1996).

Les pratiques et processus qui peuvent conduire a la formation de ces mati¢res organiques
dissoutes sont : le chaulage, qui décondense les molécules humiques, 1’épandage de matiéres
organiques, I’exsudation, ainsi qu’une augmentation de la température. Si aucun apport de

matiére organique n'est réalisé dans ces sols, la concentration de matiére organique dissoute
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(MOD) est faible. Le transport de HAP par cette voie sera par conséquent négligeable. Si un
apport de matiére organique ou un chaulage est effectué ou si une hausse de température est
enregistrée, des quantités importantes de MOD (et de polluants liés) sont relarguées et
peuvent migrer dans le profil. De méme, toute opération tendant & augmenter la porosité du
sol présente le risque d'augmenter parallélement la mobilité des polluants (Vercamer et al.,
1996). Dans le cas des terres d'ancienne usine a gaz, les phases de manipulation des terres lors

des processus de réhabilitation seront critiques de ce point de vue.

2.4. Biodégradation des HAP dans le sol

Une microflore capable de dégrader les hydrocarbures est présente dans les sols sans
historique d'apport de HAP (Kistner et al., 1994; Chaineau, 1995), ainsi que dans les sols
contaminés (Bidaud & Tran-Minh, 1998). Cependant, cette microflore, dont les capacités
dégradatives sont le plus souvent présentes a 1’état latent, peut étre induite rapidement lors de
Iintroduction de HAP dans Ie milieu (Aamand et al., 1989; Kistner et al., 1998; Griffiths et
al., 1999; Hayes et al., 1999). Son abondance relative augmente alors fortement au départ
puis diminue progressivement au cours de la biodégradation (Chaineau, 1995). Cette
diminution peut découler d’une quantité de nutriments qui devient limitante, d’une diminution
de la biodégradabilité de la fraction résiduelle, ou de I’inhibition de I’activité dégradante par

les produits de dégradation des HAP.

2.4.1. Biodégradabilité des HAP

La biodégradabilit¢ des HAP est fonction de leur nombre de cycles (Wild & Jones, 1992;
Oudot, 1994). Les coefficients de biodégradabilité des divers HAP ont pu étre mesurés au
cours du suivi sur une période d‘au moins un an, d’un sédiment placé en conditions
optimisées et en aérobiose. Les HAP di- et tri-aromatiques sont relativement dégradables (45-
60%), les tétra-aromatiques sont résistants (30-45%) et les HAP de plus fort poids moléculaire
trés résistants (0-30%). Ces valeurs peuvent varier fortement pour une méme molécule, selon
sa biodisponibilité. Ainsi lors d’une expérience de remédiation d’un sol de friche industrielle
contaminé par des HAP, le taux de dégradation du phénanthréne a été de 8% in-situ et de 87%
lorsque la terre a été excavée et traitée selon le principe du tertre biologique (Allard &
Neilson, 1997). Les HAP de trés haut poids moléculaire, plus ou moins dégradables, sont le
plus souvent dégradés par cométabolisme, un substrat plus facilement dégradable étant utilisé
comme source d'énergie (Bouchez er al., 1995). La dégradation est alors en général

incompléte et s'accompagne de l'accumulation de métabolites (Cerniglia & Heitkamp, 1989;
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Bouchez et al., 1995). L'induction du co-métabolisme dépend cependant de I'existence dans le
sol de substrats carbonés adéquats, des HAP de plus faible poids moléculaire et de plus
grande mobilité par exemple. En effet, la présence de substrats encore plus dégradables a la
plupart du temps comme conséquence d’interférer avec la biodégradation des polluants
réfractaires, car ils sont préférentiellement utilisés (Deschénes ef al., 1996). Les produits de

dégradation peuvent par ailleurs aussi inhiber I’activité dégradante (Bouchez et al., 1995).

2.4.2. Biodégradation des HAP par les micro-organismes du sol

De nombreuses bactéries du sol, en particulier le genre Pseudomonas et le genre
Mycobacterium, dégradent les HAP du sol (Cerniglia & Heitkamp, 1989; Smith, 1990;
Fredrickson et al., 1991; Grifoll et al., 1992; Grund et al., 1992; Caldini et al., 1995;
Chaineau et al., 1995; Durant et al., 1995; Mineki et al., 1996).

Les champignons non lignolytiques et surtout les champignons lignolytiques comme
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus ou Trametes versicolor sont efficaces
pour dégrader les HAP (Sack & Giinther, 1993; Barclay et al., 1995; Bezalel et al., 1996a,b ;
Casillas et al., 1996; Collins & Dobson, 1996; Cerniglia, 1997; Wolter et al., 1997; Novotny
et al., 1999). La figure 39 résume les voies de dégradation aérobie des bactéries (organismes
procaryotes) et champignons (organismes eucaryotes).

Les bactéries dégradent les HAP via la formation de cis-dihydrodiols. La réaction est
catalysée par une dioxygénase qui incorpore 2 atomes d'oxygéne dans la molécule. Certaines
bactéries présentent cependant aussi une activité mono-oxygénase. Une hydrolase catalyse
ensuite la formation de catéchols ou d'acide protocatéchique, suivant les cas. La méta fission
du noyau par des dioxygénases conduit a des composés qui éventuellement finissent dans le
cycle de Krebs, qui sont utilisés par d'autres organismes, ou s'accumulent dans les cellules
(Grifoll et al., 1992; Cenci & Caldini, 1997). Les enzymes bactériennes mises en jeu sont
intracellulaires.

Les champignons et les systémes eucaryotiques en général dégradent les HAP en formant des
époxydes trés réactifs puis des trans-dihydrodiols. La chaine de dégradation ne s’accompagne
pas en général de la fission des noyaux aromatiques. La minéralisation est négligeable et les
produits de dégradation s’accumulent et/ou sont fixés au niveau des constituants du sol
(Allard & Neilson, 1997). Plusieurs types d’enzymes interviennent au début de la chaine
métabolique, toutes conduisant & ’oxydation des molécules mere. Les enzymes les plus

fréquentes sont les cytochromes P-450, mono-oxygénases intra-cellulaires.
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Figure 39 : Principales voies de dégradation biologique des HAP

Les basidiomycétes et les champignons lignolytiques, les champignons de la pourriture
blanche (White Rot Fungi) en particulier, possedent de nombreuses enzymes intervenant dans
Poxydation des HAP sans étre spécifiques. Ces enzymes sont de plus extracellulaires, ce qui

fait que leur activité au niveau du sol est indépendante de la capacité des champignons qui les
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produisent & absorber et donc supporter des concentrations en polluants éventuellement
toxiques. Les lignine-peroxydases, présentes chez la majorité des champignons, interviennent
au niveau de I’oxygénation et de la dépolymérisation de la lignine (Field ef al., 1993) et sont
induites au niveau du métabolisme secondaire en conditions nutritives limitantes (Cerniglia,
1997). Les HAP de potentiel d'ionisation inférieur ou égal & 7,55 eV sont des substrat. directs
pour J'oxydation par la lignine-peroxydase (Barclay et al., 1995). Pour les HAP de potentiel
d'ionisation supérieur, comme le phénanthréne (8,19 eV), lattaque est réalisée par des
radicaux libres. Ces radicaux sont produits lors de la peroxydation des lipides par des
peroxydases manganése-dépendantes ou par action des laccases (Collins & Dobson, 1996;
Collins ef al., 1996; Bogan & Lamar, 1996; Bogan et al., 1996 a, b et c; Johannes et al.,
1996). Les Mn-peroxydases oxydent le Mn de ’état II vers 1’état III. Ces espéces diffusent
facilement a I’intérieur des polyméres pour initier 'oxydation et sont donc a ce titre plus
efficaces que les laccases (Field er al., 1993). Les produits formés sont en particulier des

quinones.

La biodégradation des HAP découle de l'existence de structures génétiques localisées en
particulier au niveau de plasmides. Le plasmide TOL est responsable de la dégradation des
xylénes et du toluéne. Le plasmide NAH est responsable de la capacité a dégrader le
naphtaléne et le phénanthréne. Ces plasmides ont été identifiés chez les bactéries du genre
Pseudomonas (Menn et al., 1993). D’autres génes, intervenant au niveau des voies de clivage
(méta ou ortho) des noyaux aromatiques sont présents au niveau des chromosomes (Van der
Meer et al., 1992).

2.4.3. Facteurs influengant la biodégradation des HAP

Un certain nombre de facteurs jouent sur I’intensité des phénoménes de biodégradation. Ces
facteurs sont liés 1) a la microflore, 2) au sol et 3) a 'environnement.
Les facteurs liés a I'adaptation de la microflore et a I'effet du sol sur la biodisponibilité ont été
discutés précédemment. Les facteurs li€s au sol et & ’environnement sont des parameétres
physiques qui gouvernent le développement de la microflore et les conditions physico-
chimiques nécessaires au fonctionnement des réactions enzymatiques et chimiques. Il s’agit
en particulier :
¢ de la température : Elle influe d'une part sur la volatilisation des fractions volatiles
toxiques mais aussi sur le développement microbien et l'activité enzymatique. La

température optimum pour le développement de la microflore ou les réactions
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chimiques et/ou enzymatiques se situe généralement entre 28°C et 37°C (Atlas,
1991).

e dupH : Un pH proche de la neutralité est favorable a I’ensemble des phénoménes.
A pH acide, les champignons sont favorisées par rapport aux bactéries.

e des conditions redox, du taux d’oxygéne et de la présence de nutriments : Les
principales enzymes de la chaine métabolique des HAP sont des oxygé’nases. Le
taux d'oxygéne est donc un facteur limitant de la biodégradation. L'apport de
nutriments (N, P et K) est souvent indispensable car les sols d'ancienne usine a
gaz et les produits pétroliers en contiennent trés peu.

e lateneur en eau : Elle doit étre comprise entre 50 et 80% de la capacité au champ.

2.5. Effet rhizosphére et conséquences potentielles sur la biodégradation des
HAP

2.5.1. Description de P’effet rhizosphére

La rhizosphére se définit comme la zone du sol sous influence des racines. Dans le sol, le
nombre moyen de microorganismes varie de 10® a 10" cellules g pour les bactéries, 10° a
10° pour les actinomycétes et 10° pour les champignons. Au voisinage des racines, ce nombre
augmente considérablement. Par exemple, pour le blé de printemps, le rapport du nombre de
microorganismes dans le sol rhizosphérique a celui du sol non rhizosphérique est de l'ordre de
23 en moyenne pour les bactéries, mais cette valeur peut atteindre 100 dans certains cas
(Anderson et al., 1993). Ce phénoméne, observé en 1904 par Hiltner, est appelé "effet

rhizosphére".

2.5.2. Exsudation

L'effet rhizosphére est en relation avec I'exsudation de la plante. Ce phénoméne se compose
de I'exsudation stricto sensu et de la rhizodéposition. La rhizodéposition est le relargage de
composés par les cellules épidermiques : mucilages et lysats de cellules. L'exsudation est une
sécrétion de la racine, qui a lieu au niveau de la zone d'élongation (Rovira, 1973). Les
exsudats représentent jusqu'a 20% du carbone fixé par la photosynthése. Ils se composent de
sucres, acides organiques, acides aminés et protéines, acides nucléiques et vitamines, ainsi
que d'hormones végétales. La qualité et la quantité d'exsudat varie selon l'espéce, les
conditions environnementales ou 1'état physiologique de la plante (Rovira, 1959, 1969). La

plante modifie son exsudation en réponse & des facteurs de stress. Par exemple, le tréfle
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diminue son exsudation de sérine, d’acide glutamique et d’alanine en situation de faible

éclairement (Rovira, 1959).

2.5.3. Conséquences de la présence de plantes sur les paramétres physico-
chimiques du sol

La rhizosphére des plantes est un lieu favorable au développement de la microflore car la
plante agit, notamment par ’exsudation, sur certains facteurs clé¢ de son développement : la
fertilité du sol, la structure, 1’aération en particulier.

Les plantes stimulent 1’état de fertilit¢ du sol. La pre’seﬂce d’exsudats sélectionne une
microflore capable d’utiliser ces substrats trés disponibles et trés dégradables. Parmi ces
molécules, les sucres et les acides organiques en particulier, sont de bons candidats pour
I’induction dans la rhizosphére des co-métabolismes nécessaires a la dégradation des HAP de
haut poids moléculaire. Cette hypothése est renforcée par I’observation d’une augmentation
de l'activité de la microflore suite a l'apport de substrats facilement utilisables. Cette
augmentation de l'activité microbienne peut se traduire par une augmentation paralléle de la
dégradation de macromolécules humiques, pourtant peu dégradables (phénoméne de "priming
~ action", Jenkinson, 1966).

Les plantes fournissent également des formes utilisables d’azote au sol et aux micro-
organismes. C’est par exemple le cas des Iégumineuses nodulantes fixatrices d'azote comme
le tréfle ou le lupin (Rovira, 1969). Cet apport de composés azotés participe ainsi a
I’augmentation de Iétat de fertilité azotée des sols. Cet aspect pourrait donc se révéler
particuliérement intéressant lorsque I’on considére des sols trés déséquilibrés du point de vue
nutritionnel comme les sols d’ancienne usine a gaz

De plus, les plantes dicotylédones et monocotylédones possédent des stratégies pour acquérir
certains ions minéraux indispensables comme le fer. Par exemple, les graminées exsudent des
acides non protéiques (molécules dont la structure est proche de celle des acides aminés mais
dont les voies de synthése sont différentes de celles des protéines), les phytosidérophores,
dont les propriétés de complexation permettent de récupérer le fer dissous. Cette action des
plantes sur la disponibilité des éléments minéraux montre que la plante peut tirer partie de
milieux potentiellement défavorables a sa croissance.

Les exsudats favorisent aussi de maniére indirecte l'amélioration de la structure du sol
(ameublissement et porosité) par la rhizodéposition. Les mucilages, composés de haut poids
moléculaire relargués par les racines, jouent en effet le réle de ciment organique au niveau des

agrégats (Habib er al., 1990 a et b; Morel ef al., 1991). Ces mucilages ont une action a long
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terme, tandis que les composés de plus faible poids moléculaire, de demi-vie plus faible, ont
une action rapide mais limitée dans le temps.

La présence de racines favorise par ailleurs la diffusion des gaz dans le sol, dont le transfert
d'oxygéne. De plus, grice a son action sur la structure du sol et au flux transpiratoire, la plante
draine vers la rhizosphére de grandes quantités d'eau et de solutés (Clothier & Green, 1997).
Un pied de mais a maturité évapotranspire par exemple plus de 400 ml d’eau par jour. On
peut ainsi comparer la plante & une pompe fonctionnant grice & ’énergie solaire. Cette action
présente deux conséquences majeures : elle contribue d’une part & maintenir des conditions
d’humidité et un niveau de nutriments compatibles avec le développement optimal de la

microflore et, d’autre part, elle peut ainsi drainer les polluants vers sa rhizosphére.
p p p

La plante intervient enfin dans les processus globaux d'évolution des molécules organiques du
sol comme la minéralisation de I’azote ou I’humification des molécules organiques. En
modifiant l'environnement chimique de la rhizosphére par le biais de l'exsudation, la plante
pourrait dans certains cas contribuer & la décondensation des matiéres humiques et au
relargage des polluants qui y sont piégés (Nardi et al., 1997). Inversement, plante et
microorganismes entrent parfois en compétition pour l'utilisation de l'azote par exemple
(Bottner er al., 1999). Certaines enzymes végétales comme les peroxydases soustraient les
polluants de la biodégradation en favorisant leur incorporation dans les molécules humiques

gréce aux processus de 'humification (Haider et al., 1989) ou leur minéralisation.

2.6. "Phytoremédiation” de molécules organiques et des HAP

Plusieurs facteurs ont suscité ’intérét de I'utilisation de plantes pour dépolluer les sols
contaminés par des molécules organiques. Ces facteurs sont liés au fonctionnement de la
plante. Ils concernent la capacité des végétaux a 1) stimuler la microflore dégradante, 2)
stimuler la dissipation grice a ’exsudation en particulier, 3) induire les co-métabolismes
nécessaires a la dégradation des HAP de haut poids moléculaire et 4) agir sur la disponibilité
des HAP.

La dissipation de molécules organiques en présence et absence de plantes a été étudiée pour
diverses molécules organiques : les HAP (Aprill & Sims, 1990; Ferro et al., 1994; Qiu et al. ,
1994; Schwab & Banks, 1994; Chaineau, 1995; Glinther et al., 1996; Reilley et al., 1996;
Banks et al., 1999; Chaineau et al., 2000; Liste & Alexander, 2000b), mais aussi d’autres
hydrocarbures, des solvants et des pesticides comme le 2,4-D (Ferro et al., 1994; Boyle &

Shann, 1995, 1998; Narayanan et al., 1995; Giinther ef al., 1996).
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1) En présence de plantes, la dissipation de ces diverses molécules organiques apportées,
pures dans un sol, augmente. Dans certaines études utilisant des traceurs, le parall¢le existant
entre les paramétres de dissipation et les paramétres microbiens suggére une augmentation de
la biodégradation en présence de plantes (Boyle & Shann, 1995; Giinther ef al., 1996). Ces
résultats montrent ainsi que la plante pourrait effectivement stimuler, dans certains cas, la
microflore dégradant les HAP.

2) Le sol planté peut étre modélisé par un sol rhizosphérique, c’est & dire un sol sur lequel a
eu lieu une culture de végétaux, végétaux dont les racines ont ensuite été intégralement
séparées du sol, et sur lequel un apport de solutions d’acides organiques simples est réalisé
pour simuler l'exsudation. Pour ce modele, la dissipation des composés est supérieure par
rapport & un sol non cultivé (Schwab & Banks, 1994; Boyle & Shann, 1995; Reilley ef al.,
1996). Ces résultats montrent ainsi que les exsudats relargués par les racines sont un facteur
clé de la dissipation des HAP. Le type d’exsudats relargués par la plante pourrait ainsi
conditionner son efficacité. Parmi les espéces utilisées, en effet, les sols plantés, ou les sols
rhizosphériques préalablement plantés, avec des graminées ont particuliérement stimulé la
dissipation et/ou dégradation des molécules; mais certaines légumineuses se sont révélées
dans certains cas plus efficaces (Aprill & Sims, 1990; Boyle & Shann, 1995; Reilley ef al.,
1996).

3) L’utilisation de ce méme sol modéle avec des molécules marquées a permis de montrer que
la minéralisation de ces composés suivait une cinétique du 3°™ ordre (Schwab ef al., 1994).
Cette succession de trois phases distinctes de minéralisation peut étre I’indice de 1’existence
d’une suite de biodégradation, donc d’un co-métabolisme. L’exsudation de la plante pourrait
donc bien éventuellement induire ces co-métabolismes.

4) Reilley et al. (1996) ont mis en évidence que des HAP peu biodisponibles étaient dissipés
plus activement en présence de plantes, bien que cette dissipation soit trés lente. Ce résultat
tendrait donc & montrer que dans certains cas la plante pourrait agir, faiblement cependant, sur

I'état de biodisponibilité des HAP, au bénéfice de la phytoremédiation.

Certaines données récentes tempérent cependant les résultats positifs enregistrés pour la
dissipation des HAP en présence de plante. Liste & Alexander (2000a) ont en effet mis en
évidence une accumulation de HAP dans la rhizosphére, consécutive au drainage des
polluants vers la rhizosphére sous l'effet du flux d'évapotranspiration. Cette arrivée massive

de polluant excéde leur vitesse de dissipation, d’ol leur accumulation.

115



Chapitre 3 : Dissipation des HAP présents dans différents sols- Approche modélisée

2.7. Conclusions

Il existe naturellement une microflore capable de dégrader les HAP au niveau du sol. Cette
microflore est stimulée par un apport de HAP, son importance relative diminuant par la suite
au fur et & mesure de la dégradation. Les HAP étant des molécules peu biodégradables,
I'induction de co-métabolismes sera un facteur clé de la biodégradation. La plante, notamment
par le biais de l'exsudation, crée au niveau de sa rhizosphére un habitat favorable aux
microorganismes et a l'induction des co-métabolismes. Elle intervient aussi a différents
niveaux sur le cycle du carbone dans le sol. Il a donc été émis comme hypothése que la
biodégradation des HAP dans le sol pourrait étre accélérée & moindre cotit en introduisant des
plantes dans le milieu. Un certain nombre d'études sur divers produits organiques vont dans ce
sens. Toutefois, ces études concernent la plupart du temps des produits qui ont été apportés
purs dans un sol agricole. Nous sommes donc amenés a nous interroger sur I’existence de ce
type d’observations quand il s’agit de polluants trés peu ou pas biodisponibles. De plus, a
I'exception d'Aprill & Sims (1990), aucune étude n'établit clairement le devenir des HAP
(volatilisation, dégradation, séquestration).

En résumé, les connaissances actuelles sur les mécanismes qui influent sur la dissipation des
HAP dans le sol sont quasi-inexistantes. De plus, I’étude de I’influence des plantes sur des
pollutions anciennes telles que celle des sols d’AUG n’a pratiquement jamais été envisagée
auparavant. Ceci justifie les travaux décrits dans ce mémoire.

L'objectif des expériences décrites dans ce chapitre est donc d’étudier le devenir des HAP des
terres d’anciennes usines a gaz en présence ou absence de plantes dans différentes conditions.
Parallélement, des études ont été conduites avec des HAP purs et des terres agricoles. Ces
études, utilisant un systéme plus simple que les terres d’anciennes usines a gaz, ont pour but
d’essayer de préciser les mécanismes d’évolution des HAP dans le systéme sol-plante et de
prendre en compte les différences de comportement dues & I'état de biodisponibilité de ces
polluants dans le sol. Les dispositifs expérimentaux ont été choisis de maniére a étudier des

parametre aussi différents que les conditions pédoclimatiques ou I'état du substrat.

3. MATERIELS ET METHODES

Les matériels et les méthodes présentés sont relatifs au devenir des HAP d’une terre dans le
systéme sol-plante. Ces études ont été conduites, d’une part, a ’aide de dispositifs de
laboratoire placés en conditions contrdlées et, d’autre part & laide d’un dispositif

expérimental de la taille d’une micro-parcelle, utilisé comme pilote de traitement des terres en
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présence de plantes et en conditions climatiques naturelles. Les résultats expérimentaux ont
été confrontés aux résultats de I’analyse des teneurs en HAP des terres rhizosphériques et non

rhizosphériques prélevées sur un site d’ AUG resté & ’abandon pendant prés de 30 ans.

3.1. Matériels
3.1.1. Les terres et leur conditionnement

Trois terres d'anciennes usines 4 gaz et une terre agricole ont été utilisées. La terre agricole,
prélevée sur la commune de Cheneviéres, et les terres G1 et G2, prélevées sur le site
d'ancienne usine a gaz G, ont été décrites dans le chapitre 1. La terre notée G3 a également été
prélevée sur le site G. Les caractéristiques physico-chimiques de cette terre sont présentées

dans le tableau 17.

Tableau 17 : Caractéristiques granulométriques et propriétés physico-chimiques de la terre
G3.

G3
Sables (g kg™) 56,4
Limons (g kg™) 23,1
Argiles (g kg™) 20,5
Matiéres organiques (g kg™) 8.8
Azote organique Kjeldahl (g kg™) 1,54
C/NN 33,2
pHeau 8,1
P,0s* (g kg™) 0,062
K,0 échangeable** (g kg™) 0,10
CaO échangeable** (g kg™) 11,54
Na,O échangeable** (g kg™) 0,011
MgO échangeable** (g kg™) 0,11
CEC*** (Cmol+ kg ™) 8,1
Capacité au champ (%) 21
16 HAP EPA (mg kg™) = 2500

*P,05 méthode Joret-Hébert
** échangeable a l'acétate d'ammonium

**¥ CEC : Capacité d'Echange Cationique, méthode Metson

Dans les expériences conduites en conditions contrdlées et en dispositifs expérimentaux de

volume réduit, la terre G1 et la terre de Cheneviéres ont été tamisées a 2 mm. La terre G3,

117



Chapitre 3 : Dissipation des HAP dans différents sols- Approche modélisée

by

destinée & une expérience en colonnes de sol de grande taille, a été tamisée a 5 mm.
L'augmentation de la taille des agrégats permet ainsi de limiter le tassement de la terre sous

l'effet de la gravité.
3.1.2. Les espéces végétales

L'étude de la littérature montre que les espéces graminées prairiales favorisent la dissipation
des HAP purs dans un sol agricole (Aprill et Sims, 1990). D'autre part, les légumineuses
fixatrices d'azote et les espéces identifiées sur site sont des especes rustiques intéressantes
dans T'optique d'un phytotraitement. Les premiéres, car elles participent & I'état de fertilité du
sol grice a la fixation symbiotique de l'azote atmosphérique et le relargage de composés
azotés dans le sol. Les secondes, du fait de leur tolérance et de leur aptitude a s'installer et a
croitre sur des friches industrielles polluées par des HAP. Les espéces végétales utilisées sont

listées dans le tableau 18.

Tableau 18 : Espéces végétales utilisées dans 1'ensemble des expériences du chapitre 3.

Espéce Nom latin Famille botanique Cultivar
Brome dressé Bromus erectus Graminées -
Dactyle aggloméré Dactylis glomerata Graminées Starly
Fétuque élevée Festuca eliator Graminées Mylena
Luzerne Medicago sativa Papilionacées Europe
Ray-grass Lolium perenne Graminées Score
Tréfle violet Trifolium pratense Papilionacées Marcon

Les espéces graminées prairiales ont été sélectionnées sur des critéres de rusticité (pérennité,
résistance) et de morphologie du systéme racinaire (profondeur maximale atteinte et densité

du systéme racinaire (figures 40 a 43).
3.1.3. Produits

Le naphtaléne, le phénanthréne, le fluoranthéne, le chryséne et le benzo[a]pyréne, de puretés
supérieures 2 99% ont été fournis par Aldrich. Leurs propriétés physico-chimiques ont été
citées lors de I’introduction générale. Le phénanthréne U-ring MC et le benzo[a]pyréne e,

marqué sur les carbones 7 et 10, ont été décrits dans le chapitre 2.
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¢
4

- Brome (Bromus erectus) : Dactyle (Dactylis glomerata)

v Fétuque (Festuca eliator) " Ray-grass (Lolium perenne)
Figure 40 a 43 : Profils racinaires des espéces végétales utilisées.

3.2. Analyse des terres rhizosphériques et non rhizosphériques d'un site
d'ancienne usine a gaz

3.2.1. Description des profils et caractérisation du matériau terreux

Sur chacune des 3 zones prospectées sur le site S, une fosse d’un métre de profondeur a été
creusée, afin de caractériser les horizons du profil, en particulier les horizons de surface
colonisés par les racines des espéces végétales présentes. Ces fosses, réalisées dans les zones
de concentration en HAP supérieure a 50, 500 et 5000 mg/kg, sont respectivement notées

SP1, SP3 et SP2, par référence a des points de repéres situés a proximité.
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Les horizons sont numérotés dans I’ordre croissant de la surface vers la profondeur. Apres
description des profils et des matériaux, un échantillonnage a été effectué dans chacun des
horizons des 3 fosses. Les matériaux prélevés ont été séchés puis tamisés & 2 mm. Trois
échantillons de 30 g ont été constitués pour chaque horizon, a I’exception de 1’horizon n°3 du
profil SP3, presque exclusivement constitué d’un remblais serré de cailloux graniteux et pour
lequel seul un échantillon a pu étre constitué. Les HAP présents dans ces échantillons ont été

analysés selon le protocole décrit dans le paragraphe 3.4. du chapitre 1. La description de ces

fosses est présentée sur les figures 44 a 46.

Prof. (cm)
O K Couleur Description
H1
* bien structuré, sublzux
i1 8 10YR 2/1 . - ‘
& “noir” humifére, noir
98 mg 16 HAP kg " terre
H2 s .
i 10YR 6/3 sable et galets de moins
24 “jaune-orange, de 5c¢m
H3 : terne” 22 mg 16 HAP kg ' terre
10YR 6/2 . "
& “brun jaunc limon sableux tassé
grisatre” 65 mg 16 HAP kg™ terre
H4 g
: IOYR 5/4
! “‘brun jaunétre, ; Il ’
fore™ limon sableux tassé

<1 mg 16 HAP kg’ terre

Figure 44 : Profil de sol SP1 réalisé dans la zone ou la contamination moyenne en HAP des terres de

surface est comprise entre 50 et 500 mg kg™
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_ Couleur Description -
Prof. (cm)
O 10YR 3/2 bien structuré, sableux,
“ noir, humifére, noir ‘
H brunitre” 78%3 mg 10 HAP kg terre
15
H2 : 10YR 2/1 noir bleuté, caillouteux,
5 {  “noir” goudronneux, forte odeur
d’hydrocarbures,

présence de mur
1198 mg 16 HAP kg ' terre

Figure 45 : Profil de sol SP2 réalisé dans la zone ot la contamination moyenne en HAP des terres de

surface est supérieure a 5000 mg kg™

Couleur Description
10YR 3/1 e ,
“NOir, humifere, galets

brundtre” 679 mg 16 HAP kg ' terre

dalles goudronneuses
193 mg 16 HAP kg ' terre

10YR 3/1 6 .
“noir, brundtre” remblaxs sérré de cailloux
granitcux
HAP non déteciés

10YR 4/3 : .

“brun limon beige, galets
jaundtre,

terne”

2 mg 16 HAP kg ' terre
Figure 46 : Profil de sol SP3 réalisé dans la zone ou la contamination moyenne en HAP des

terres de surface est comprise entre 500 et 5000 mg kg™
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A l'arrét des usines a gaz, la plupart des installations ont été démantelées. Les fondations des
batiments ont été laissées en place, et les matériaux issus de la destruction ont été utilisés
comme remblais. Les profils de sol actuels sur les sites d'anciennes usines a gaz reflétent ainsi
cet historique Ils sont caractérisés par des couches de matériaux variés (briques, murs, terres,
scories, charbon, résidus goudronneus,...) disposés en couches plus ou moins compactes. La
terre fine de I'ensemble des profils fait effervescence a 'HCl1 5N, ce qui montre la présence de
calcaire actif. La teneur en 16 HAP des horizons de surface des profils SP2, SP3 et SP1 sont
respectivement de 1200, 680 et 98 mg kg™ terre.

3.2.2. Prélévement et analyse de terre rhizosphérique et non rhizosphérique

Au niveau de chacun des horizons de surface, la masse racinaire présente a été prélevée. La
terre non rhizosphérique a été récupérée en secouant les racines (terre non adhérente). La terre
rhizosphérique est définie comme étant la terre adhérente aux racines. Elle a été récupérée en
brossant ces racines avec un pinceau. Malgré Ia taille élevée du prélévement effectué, seul un
échantillon de terre rhizosphérique a pu étre constitué, contre 3 échantillons de terre non
rhizosphérique. Les différents échantillons prélevés ont ensuite été traités selon le protocole

expérimental décrit dans le paragraphe 3.4. du chapitre 1.

3.3. Etude du devenir des HAP dans la rhizosphére de graminées en vases de
végétation de volume réduit et en colonnes de sol

3.3.1. Expérience en vases de végétation

Le dispositif expérimental est constitué de vases de végétation en verre de 8 cm de diamétre et
4,5 cm de hauteur. Les vases sont remplis de 150 g de terre humidifiés a 80 % de la capacité
au champ. Ils sont opacifiés avec du papier aluminium pour éviter la photodégradation
latérale des HAP.
Chaque vase de végétation est identifié par les caractéristiques suivantes, correspondant aux
définitions du plan expérimental :
- le type de terre utilisé : la terre agricole, la terre agricole contaminée par un
mélange de 5 HAP ou la terre d'ancienne usine a gaz G1,
- le type de traitement appliqué : semis de ray-grass ou sol nu (témoin)
- le numéro de répétition : 5 pour chaque type de vase
- la date de prélevement : 20, 60, 90, 135 et 170 jours, ces dates ayant été définies
d'apres les travaux de Richnow et al. (1995) et Bidaud &Tran-Minh (1998).
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Cinq échantillons représentatifs sont réalisés pour chaque terre afin d'effectuer une
caractérisation de la teneur en HAP de départ.

Le naphtaléne, le phénanthréne, le fluoranthéne, le chryséne et le benzo[a]pyréne sont
apportés dans la terre agricole  la concentration de 50 mg kg™ chacun. L’apport de HAP est

réalisé en solution de la méme fagon que celle décrite dans les chapitre 1 ou 2.
3.3.2. Expérience en colonnes de sol

Le dispositif est constitué de 25 colonnes de PVC de 16 cm de diamétre et 55 cm de hauteur.
Chaque colonne, fermée a sa base, est remplie avec une couche de 4 cm de graviers, lavés a
I'acide chlorhydrique puis rincés a I’eau distillée, et de 15 kg de terre d'ancienne usine a gaz
G3, soit une couche de 50 cm. La terre est humidifiée a 80 % de sa capacité au champ par
arrosage en surface. Cing traitements sont mis en place, avec cinq répétitions. Trois modalités
sont constituées de colonnes sur lesquelles est réalisé un semis de brome, de dactyle ou de
fétuque. Une modalité est constituée de colonnes plantées avec le mélange des trois espéces et
une modalité correspond aux colonnes témoin, sur lesquelles aucun semis n’est réalisé. Trois
grammes de semences sont apportés sur chaque colonne plantée en une seule espéce et 1 g de
semences de chacune des trois espeéces sont apportés sur les colonnes plantées avec le
mélange. Ces quantités ont été définies a partir de I'inhibition de germination constatée lors
d'un test de germination préliminaire sur la terre d’ancienne usine a gaz utilisée, afin d'assurer
une bonne densité de plantes sur les colonnes. Chaque colonne est ensuite placée dans une

coupelle individuelle en plastique. La durée de la culture est de 180 jours.

3.3.3. Les conditions de culture

Les deux expériences ont été conduites en chambre de culture, dans les mémes conditions.
Les vases de végétation ou les colonnes y ont été placés selon un dispositif de blocs, afin de
prendre en compte 1'hétérogénéité des paramétres a l'intérieur de la chambre de culture. Les
conditions sont les suivantes : 16 heures de photopériode a la température de 24°C, 8h de
nyctipériode a la température de 18°C, et une humidité de l'air fixée a 75% de la saturation.
L’éclairement est de 500 umol photons m™ sec™. Un arrosage journalier est réalisé par pesée

pour maintenir constante 1'humidité de la terre.

123



Chapitre 3 : Dissipation des HAP dans différents sols- Approche modélisée

3.3.4. Les mesures

3.3.4.1. La biomasse produite

Pendant la durée des expériences, afin de caractériser les paramétres de croissance des
espéces, la biomasse fraiche et séche produite est mesurée.

Pour l'expérience en vases de végétation, la biomasse aérienne est mesurée a chaque date de
prélévement (20, 60, 90, 135 et 170 jours) sur tous les cristallisoirs.

Pour l'expérience en colonnes de sol, des coupes ont été réalisées apres 45, 90, 120, 150 et
180 jours. Au bout de 180 jours, les colonnes sont découpées en 5 tranches : 0-10 cm (T1),
10-18 cm (T2), 18-26 cm (T3), 26-34 cm (T4), 34-42 cm (T5). La taille des tranches
profondes tient compte de l'augmentation de densité due au tassement. Chaque tranche
contient environ 3 kg de terre. Pour chaque tranche, les racines sont séparées de la terre,

lavées puis séchées a I’étuve. La densité racinaire est évaluée par pesée de la matiére séche.
3.3.4.2. HAP extractibles au solvant

Les terres contenues dans les vases de végétation ou les colonnes de sol ont d'abord été
séchées a l'air libre, puis les racines ont été séparées. Chaque vase de végétation contient 150
g de terre environ. L'analyse de la teneur en HAP a ét€é conduite sur lintégralité de
I'échantillon de terre.

Pour les colonnes, chaque niveau contient environ 3 kg de terre tamisée 4 5 mm. Ces
échantillons ont donc, dans un premier temps, €té tamisés & 2 mm. Puis, par réduction
successive de la taille de 1'échantillon, une aliquote de 30 g, représentative de 'échantillon de
3 kg, a été constituée. Cette aliquote a ensuite été analysée.

Le traitement des échantillons de terre a été conduit selon le protocole détaillé dans le

paragraphe 3.4. du chapitre 1 de ce mémoire.
3.3.4.3. HAP non extractibles au solvant

L'analyse des HAP non extractibles consiste a détruire la structure de I'échantillon puis a
extraire les HAP présents dans I'échantillon ainsi traité avant d'analyser la teneur en HAP de
Pextrait.

Les échantillons de terre ont été placés dans des flacons avec 100 ml d'eau distillée et 10 ml
d'héxamétaphosphate. Les flacons ont ensuite été agités pendant 1 heure a l'obscurité, puis ont
été centrifugés a 5500 g pendant 20 min (Sigma 6-10, Bioblock Scientific). Une extraction
liquide/liquide au dichlorométhane, dont le rapport solution aqueuse : dichlorométhane était

de 4 : 1 (v:v), aété conduite sur le surnageant. Trois extractions successives pendant 10 min
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sur un agitateur automatique d'ampoules & décanter ont été conduites. L'extrait a été récupéré,
évaporé a sec sous vide dans un évaporateur rotatif. Il a ensuite été repris dans 100 ml
d'acétonitrile puis a été analysé par CLHP-UV.

3.3.4.4. Caractérisation du pouvoir fixateur des terres de surface et de profondeur
des colonnes plantées et non plantées

La capacité d'adsorption des HAP par les ¢chantillons de terre est déterminée grice a la
réalisation d'isothermes d'adsorption du phénanthréne, dont le protocole est basé sur les
recommandations de 'OECD (1996).
Les solutions de phénanthréne sont préparées dans une solution aqueuse de CaCl, 0,01 M. Les
5 concentrations totales en phénanthréne employées sont : 10 pg I, 60 pg I, 110 pg I, 210
pg I et 610 ug I''. L'apport de phénanthréne marqué a été réalisé a hauteur de 250 Bq I'' (soit
environ 10 pg I') de maniére identique pour les 5 solutions. Chaque échantillon est constitué
d'un gramme de terre tamisé 4 2 mm mis en suspension dans 10 ml de solution de
phénanthréne, dont le rapport sol : solution est égal 4 1 : 10 (p : v), dans un tube en inox.
L'utilisation des tubes en inox permet de limiter au maximum les phénomenes d'adsorption du
HAP aux parois. L'importance de l'adsorption au tube est évaluée grace a la réalisation de
témoins sans terre. Les tubes sont agités a l'aide d'un agitateur rotatif dans une piéce
thermostatée & 20 = 1°C. Une étude préliminaire a permis de déterminer le temps nécessaire
pour atteindre I'équilibre des phénomeénes d'adsorption (Saison ef al., 1999). Les tubes sont
ainsi agités pendant une heure. Les tubes sont ensuite centrifugés a 2500 g pendant 10 min.
La quantité de phénanthréne adsorbée par le sol & I'équilibre est déterminée par différence
entre la concentration initiale et la concentration a 1'équilibre du phénanthréne, en prenant en
compte la fraction qui a été adsorbée par le tube. La radioactivité du surnageant est mesurée
par comptage en scintillation liquide de 1 ml de surnageant dans 10 ml d'Ultima Gold ™
(Packard) avec un compteur B (Liquid Scintillation Analyzer Tricarb 2100 TR, Packard).
Chaque point est la moyenne de 3 répétitions.
Les isothermes d'adsorption sont décrites pour chaque échantillon de terre par I’équation de
Freundlich :
Qe=KfCe" [4]
Qe : quantité de phénanthréne adsorbée sur la phase solide a I'équilibre (ug g™)
Ce : concentration du phénanthréne dans le surnageant a I'équilibre (ug I')

Kf, n : constantes empiriques, Kf étant le coefficient d'adsorption
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3.3.4.5. Le traitement des données

Les analyses de variances sont conduites grace au module d'analyse de la variance du logiciel

STATITCF version 4.0, avec un risque de 1¥° espéce de 5%.
3.4. Reéalisation d'un dispositif pilote : les lysimétres

L'installation d'un essai sur une friche industrielle se heurte a un probléme d'hétérogénéité du
matériau (chapitre 1) et a des problémes de gestion du dispositif au jour le jour. Une
alternative a4 ce probléme est la réalisation d'un dispositif pilote placé en conditions
climatiques naturelles. L'échelle du pilote est celle d'une micro-parcelle, I'avantage étant de

plus sa proximité par rapport au laboratoire.

3.4.1. Les terres

Deux tonnes de chacune des terres G1 et G2 décrites dans le chapitre 1, ont été prélevées sur
le site G. Les terres, tamisées a 5 cm sont homogénéisées avant de remplir les lysimétres.
Leurs principales caractéristiques sont : une texture sableuse, un pH de 8,2 (G1) et 10,4 (G2)

et des teneurs moyennes en 16 HAP EPA respectives d'environ 1600 et 3500 mg kg™ terre.
3.4.2. Le dispositif expérimental

L'essai se compose de 24 bacs de PVC (L 80 x 160 x h 40 cm) disposés selon un plan
expérimental en randomisation totale (Photographie 7). Les bacs sont remplis d'une couche
drainante de 5 cm d'épaisseur de graviers et d'une couche de terre de 35 cm d'épaisseur, soit
180 kg environ. Les bacs sont reliés a des bonbonnes en verre (10 litres) permettant de
recueillir les eaux de percolation aprés les épisodes pluvieux. La moitié des bacs est remplie

avec G1, l'autre moiti€ avec G2. La mise en place a été réalisée du 23 au 27 Mars 1998.
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Photographie 7 : Dispositif de lysimetres
3.4.3. Conduite des cultures

Un travail du sol de surface a été effectué manuellement. Trois lysimétres de chacune des
terres sont plantés soit en ray-grass, soit en luzerne, soit avec un mélange de ray-grass et de
tréfle violet, et trois lysimétres ont été laissés en sol nu, afin de constituer un témoin. Le semis
a été réalisé au temps t = 52 jours. Les quantités de semences apportées sont celles
couramment apportées en agriculture : 25 kg semences ha™'. Ces quantités ont été doublées
afin de compenser l'inhibition éventuelle de germination. Les différentes especes n'ayant pas
survécu sur la terre G2 a cause d’une toxicité dont les causes seront discutées plus avant dans
ce chapitre, un second semis dans les mémes conditions a été réalisé au temps t = 115 jours,
lorsque les conditions d’implantation sont devenues favorables. Une fertilisation uniforme de
150 unités d'azote, phosphore et potassium (NH4NO;, KH,PO, et K,HPO,4) a été réalisée
chaque année, en trois apports répartis au long de la période de végétation. Le désherbage a
été effectué manuellement. Les données météorologiques locales ont été enregistrées par une
station météorologique implantée sur le site de I'essai de Mars 98 a Juin 2000, soit au cours

des 3 saisons de végétation pendant lesquelles un suivi du dispositif a été réalisé.
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3.4.4. Récoltes et analyses
3.4.4.1. Biomasse

Des coupes réguliéres ont été conduites en cours et en fin de saison de végétation sur tous les
lysimétres plantés, de mani¢re & maintenir les espéces dans un état végétatif. Les biomasses
fraiches et séches (48h a l'étuve a 60°C) ont été mesurées. En juin 2000, des mini-fosses ont

été ouvertes dans 1/3 des lysimétres afin de caractériser les paramétres d'enracinement.

3.4.4.2. Terres

Un prélévement est réalisé chaque année en début et fin de saison de végétation. La terre est
prélevée sur la hauteur du profil en 9 points répartis sur chaque lysimétre. Les échantillons de
terre sont séchés 72 h a l'air libre et température ambiante. Ils sont ensuite tamisés et traités

selon le protocole décrit dans le paragraphe 3.4. du chapitre 1 de ce mémoire.

3.4.4.3. Eaux de percolation (lixiviats)

A chaque épisode pluvieux, les lixiviats de chaque lysimétre sont récupérés dans les
bonbonnes. Aprés mesure des volumes, un échantillon de 1 litre est prélevé pour analyses. Les
analyses conduites sur chaque échantillon sont : une mesure du pH et une mesure de la
phytotoxicité. La phytotoxicité est évaluée par un test de germination du tréfle violet en
présence des divers lixiviats bruts prélevés et d'un témoin constitué d'eau distiliée. La
conduite de ce test se réfere aux conditions générales des tests de germination en milieu
liquide décrites dans le chapitre 1.

La teneur en HAP des lixiviats a été analysée selon le protocole mis en place pour l'analyse du
phénanthréne dans les solutions nutritives d'un test de transfert et décrit dans le chapitre 2.
Chaque analyse est conduite sur un volume de 500 ml d'un échantillon composite de lixiviat.
Ces échantillons composites ont été réalisés afin d'optimiser les temps d'analyse et de prendre
en compte I'hétérogénéité du nombre de prélévement au cours de chaque période. Pour chaque
trimestre a partir de la mise en place de l'expérience, correspondant globalement aux quatre
saisons, un mélange des différents lixiviats prélevés est réalisé pour chaque lysimeétre. La
contribution au mélange de chaque lixiviat prélevé tient compte du volume total percolé a la

date de prélévement considérée.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. Teneur en HAP de terres rhizosphériques et non rhizosphériques d’un site
d’ancienne usine a gaz

La teneur en HAP des terres rhizosphériques et non rhizosphériques prélevées au niveau des 3
profils réalisés sur le site S ont été analysées (figurse 47 a 49).

La zone située autour du profil SP1 est caractérisée par une teneur moyenne en HAP des
terres de surface, sans distinction entre les terres rhizosphériques et non rhizosphériques,
comprise entre 50 et 500 mg kg'. Au niveau de ce profil, la teneur en 16 HAP EPA des terres
rhizosphériques est toutefois inférieure & la teneur en 16 HAP EPA des terres non

rhizosphériques (figure 47).

Teneur (mg kg ' terre)

200 B Terre non rhizosphérique {—
Terre rhizosphérique
150
100
50
0 ot e

Na Ay A F P An Fl Py BaA Ch BbF BkF BaP | Bper DBA

Figure 47 : Teneur en 16 HAP des terres rhizosphériques et des terres non rhizosphériques

prélevées au niveau de I’horizon de surface du profil SP1.Na : naphtaléne; Ay : acénaphtyléne; A :
acénaphténe; F: fluoréne; P: phénanthréne; An: anthracéne; Fl: fluoranthéne; Py: pyreéne; BaA:
benzo[a]anthracéne; Ch: chryséne; BbF: benzo[b]fluoranthéne; BKF: benzo[k]fluoranthéne; BaP:
benzo[a]pyréne; I : indénof1,2,3-c,d]pyréne; Bper : dibenz[g h,i]péryléne; DBA : dibenz[a,h]anthracéne.

Le profil SP2 a été réalisé dans la zone de contamination primaire du sol. Le niveau de
contamination moyenne des terres de surface dans cette zone est ainsi de plus 5000 mg kg™
terre. Au niveau de I’horizon de surface du profil SP2, la terre rhizosphérique contient moins
de HAP que la terre non rhizosphérique, a Dexception de [I’anthracéne, du

benzo([k]fluoranthéne et du benzo[g,h,ijpéryléne (figure 48).
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Teneur (mg kg ' terre)

300 B Terre non rhizosphérique
0 Terre rhizosphérique
200
100
0 -

Na Ay A F P An Fl Py BaA Ch BbF BkF BaP 1 Bper DBA

Figure 48 : Teneur en HAP des terres rhizosphériques et non rhizosphériques prélevées dans

I’horizon de surface du profil SP2.

La zone dans laquelle a été creusé le profil SP3 présente une contamination moyenne des
terres en HAP intermédiaire entre les niveaux de contamination des zones précédentes. La
teneur en HAP de la terre rhizosphérique prélevée au niveau de ce profil est inférieure a celle

de la terre non rhizosphérique (figure 49).

Teneur (mg kg ' terre)
200

150

M Terre non rhizosphérique

100 10 Terre rhizosphérique

50

n
Fl

Figure 49 : Teneur en HAP des terres rhizosphériques et non rhizosphériques prélevées dans

Na Ay A F P An

Py BaA Ch BbF BkF BaP I Bper DBA

I’horizon de surface du profil SP3.
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Sur les trois figures présentées précédemment, on peut remarquer la trés forte abondance du
fluoranthéne par rapport aux autres HAP. Une telle dominance de cette molécule pourrait
traduire une préservation sélective de ce HAP au cours du vieillissement du sol.

Les profils font aussi apparaitre une trés faible abondance relative des HAP de 3 cycles ou
moins. Cette observation est d’autant plus marquée que 1’on se rapproche de la source de
contamination primaire (SP1 -> SP3 -> SP2), et que la quantité totale de HAP augmente. Ces
résultats plaident donc en faveur de la dissipation préférentielle des HAP de plus faible poids
moléculaire au cours du vieillissement des terres des horizons de surface. D’autre part, ils
suggerent que I'effet est d’autant moins sensible que le niveau de contamination est élevé. Si
’un des principaux phénomenes impliqués dans le processus de vieillissement est la
dégradation biologique des HAP, il se peut donc que le niveau d’activité de la microflore soit
d’autant plus faible que la teneur des terres en HAP est élevée.

Les résultats obtenus avec des terres prélevées directement sur un site d’ancienne usine & gaz
suggerent que la dissipation des HAP est plus forte dans la rhizosphére que dans la terre non
rhizosphérique. L’effet de la plante sur la dissipation est d’autant moins marqué que le niveau

de contamination est élevé et que le poids moléculaire des HAP considérés augmente.

Afin d’étudier plus précisément les conditions de la dissipation des HAP dans et hors la
rhizosphére, des expériences en conditions contrdlées ont été menées. Ces expériences,
conduites en vases de végétation, ont permis d’étudier a la fois le devenir de molécules pures,
de poids moléculaires représentatifs des 16 HAP EPA, et des HAP présents dans les terres
d’AUG.

4.2. Dissipation des HAP dans la rhizosphére de graminées cultivées en vases
de végétation

Ce paragraphe est centré sur les résultats obtenus lors de Ia culture de ray-grass sur terre
agricole et terre d'ancienne usine 4 gaz dans un dispositif de vases de végétation placé en

chambre de culture.

4.2.1. Devenir des HAP purs dans la terre agricole en présence ou absence de
ray-grass

4.2.1.1. Paramétres de croissance végétale

En cours d'expérience, des prélévements ont été effectués au bout de 20, 60, 90, 135 et 170

jours. A chaque date de prélévement, une mesure de la biomasse aérienne et de la biomasse
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racinaire produites a été effectuée. Ces données nous ont ensuite servi a calculer le rapport de
la biomasse aérienne a la biomasse racinaire, rapport permettant d'évaluer l'état du
fonctionnement de la plante. L'évolution du rapport de la biomasse aérienne a la biomasse

racinaire au cours de la culture est présentée dans le tableau 19.

Tableau 19 : Evolution du rapport de la biomasse aérienne séche a la biomasse racinaire

séche du ray-grass au cours d’une culture de 6 mois en vases de végétation de volume réduit.

Temps de prélévement

20 jours 60 jours 90 jours 135jours 170 jours

Terre agricole 27,3 a 24 a 1,9a 1,2a 4,86 a
Terre agricole + HAP 57,8b 2,7a 2,4 a 2,0 ab 5,34 a
Terre G1 3,8b 1,0b 12b 0,7b 5,83 a

Les valeurs d’une méme colonne affectées de lettres différentes sont significativement différentes, n=>5 et p=0,05

Le rapport PA/PR est trés élevé au premier prélévement du fait d'un trés faible développement
des racines. Entre 20 et 135 jours de croissance, le rapport diminue progressivement et reste
significativement inférieur pour la terre d'ancienne usine & gaz par rapport aux autres
modalités. A la fin de l'expérience, quelle que soit la modalité, les vases de végétation sont
entiérement colonisés par les racines du ray-grass.

La production de biomasse aérienne augmente au cours du temps de maniére identique pour
toutes les modalités. Par conséquent, la diminution du rapport PA/PR traduit une
augmentation plus rapide de la masse racinaire. Ainsi, une prolifération racinaire est mise en
évidence pour la terre d'ancienne usine a gaz. Ces résultats confirment donc ceux obtenus sur
le dispositif de rhizotrons dans le chapitre 1. Ils traduisent l'existence d'une phytotoxicité au
niveau des racines, qui pourrait &tre directe ou due a une modification du métabolisme général
de la plante, ou une stimulation de 1’induction et de la croissance de racines.

Sur la terre d'ancienne usine a gaz, du fait de la prolifération racinaire et du fait que toutes les
modalités ont la méme production de biomasse aérienne, la quantité de biomasse aérienne
produite par unité de biomasse racinaire est inférieure a celle des autres modalités. Ce résultat
indique que les plantules de ray-grass ne se comportent pas de la méme maniére que sur la
terre agricole. L'énergie produite par la plante et le carbone fixé par la photosynthése sont
vraisemblablement en partie détournés pour I'édification du systéme racinaire, au détriment de
exsudation ¢f de la production de feuilles. L’augmentation de la biomasse racinaire

s’accompagne de I’augmentation de la surface de contact avec le sol et donc les HAP, et peut-
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étre potentiellement du nombre de microorganismes présents dans la rhizosphére. L’efficacité
de activité physiologique des racines, 1’exsudation en particulier, vis & vis du devenir des
HAP présents dans la terre reste encore 4 démontrer. Cependant, on peut se demander, dans ce
cas, quelles répercussions, positives ou négatives, les modifications racinaires observées

pourraient avoir au niveau physiologique et donc sur le devenir des HAP.

Aprés avoir étudi€ les paramétres caractéristiques de la croissance du ray-grass, I'évolution de
la teneur en HAP dans les différentes terres a donc été analysée en paralléle. Dans un premier
temps, le devenir des HAP apportés purs dans la terre agricole a été étudié car il s'agit du

systeme le plus simple, dans lequel la teneur de départ en HAP est parfaitement caractérisée.

4.2.1.2. Devenir des HAP purs

4.2.1.2.1. Résultats relatifs a la terre

L'évolution de la teneur en naphtaléne, phénanthréne, fluoranthéne, chryséne et
benzo[a]pyréne, initialement apportés a la teneur individuelle de 50 mg kg™ de terre, a été
suivie au cours des 6 mois. Une forte diminution de la teneur des 5 HAP est observée dans les
20 premiers jours de I’expérience quelle que soit la molécule (figures 50 a 54).

A P’exception du naphtaléne, dont la dissipation a été totale au cours des 20 premiers jours, la
teneur en HAP extractibles entre 20 et 170 jours présente une diminution supplémentaire
comprise entre 10 et 15% de la quantité apportée. Aprés 6 mois, la teneur moyenne en HAP
extractibles résiduels est de 1 mg kg™ (2%) pour le phénanthréne, 2 mg kg (4%) pour le
fluoranthéne, 12,5 mg kg’ (25%) pour le chryséne et 17 mg kg' (34%) pour le
benzo[a]pyréne.

Les taux de dissipation apparents des HAP sont donc de 100% pour le naphtaléne, 98% pour
le phénanthréne, 96% pour le fluoranthéne, 87,5% pour le chryséne et 66% pour le
benzo[a]pyréne. Ces valeurs sont largement supérieures aux taux de biodégradation
couramment enregistrés pour ces molécules (Wild & Jones, 1992; Oudot, 1994). Il y a donc
de fortes présomptions pour que la biodégradation ne soit pas le seul phénoméne impliqué
dans le devenir des HAP purs. Toutefois, l'intensité de la dissipation est fonction des
proprié¢tés physico-chimiques des molécules comme le poids moléculaire et la solubilité. Dans

un second temps 1'évolution de la teneur en HAP a donc été appréhendée plus finement.
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Figures 50 a 54 : Evolution de la teneur en HAP purs dans la terre agricole plantée ou non en
ray-grass au cours des 6 mois de culture en vases de végétation.

Figure 50 : Naphthaléne Figure 51 : Phénanthréne
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Figure 52 : Fluoranthéne Figure 53 : Chryséne
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Figure 54 : Benzo(a)pyréne
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4.2.1.2.2. Différentes formes des HAP dans le sol et leur évolution
reliées aux résultats expérimentaux

L'évolution de la teneur des 5 HAP dans la terre agricole présente deux phases au cours
desquelles le comportement des molécules est différent. La premiére phase, d'une durée de 3
semaines environ, est caractérisée par un taux de dissipation élevé (tableau 20). Ce taux
diminue quand le poids moléculaire de la molécule augmente. La seconde phase est

caractérisée par de faibles taux de dissipation. Ce taux augmente quand le poids moléculaire

augmente.
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Tableau 20 : Taux journalier de dissipation des HAP purs dans la terre agricole plantée (ou

non plantée) en ray-grass . Résultats exprimés en mg kg™ terre j”.

Phase 1 : 0-20 jours Phase 2 : 20-170 jours
Naphtaléne 2,5 0,0000
Phénanthréne 2,4 0,0088
Fluoranthéne 2,2 0,0267
Chryséne 1,5 0,0507
Benzo[a]pyreéne 1,1 0,0703

Afin d'essayer d'expliquer ce comportement, on peut considérer sucessivement les processus
de dissipation des HAP, et des molécules organiques en général, dans un sol. Ceux-ci peuvent
étre : la volatilisation, le lessivage, la dégradation et/ou la minéralisation et la séquestration au
sein des constituants du sol (Barriuso ef al., 1996).

Pour les HAP comme le phénanthréne, la volatilisation est un facteur non négligeable de
dissipation. On ne peut pas, au niveau du dispositif expérimental utilisé, exclure cette voie
étant donnée la petite taille des dispositifs, qui, en chambre de culture, subissent un certain
échauffement. Cependant la volatilité des HAP lourds est négligeable, ce qui ne permet donc
pas d'expliquer I'ensemble des résultats obtenus.

Dans les sols agricoles, il existe une microflore qui posséde naturellement les capacités a
dégrader les HAP. Ces capacités de dégradation sont le plus souvent présentes a I'état latent et
sont stimulées lors d'un apport de HAP. Cette induction se traduit en général par une phase de
latence de 1 4 4 mois, mais peut étre quasi instantanée comme 1'a mis en évidence Chaineau
(1995) pour les hydrocarbures dont les HAP. 11 n'est donc pas exclu, qu'au niveau de cette
expérience, une partie au moins des HAP purs apportés aient été dégradés et/ou minéralisés
par une microflore qui s'est adaptée trés vite ou dont les capacités enzymatiques ont été
induites rapidement.

Dans le sol, les HAP et les autres polluants organiques se trouvent sous trois formes
(Verstracte & Devliegher, 1996) : une fraction facilement extractible (biodisponible), une
fraction difficilement extractible (emploi de solvant) et une fraction non extractible.
L'existence de ces trois formes résulte de la capacité de rétention des molécules organiques du
sol vis & vis des molécules hydrophobes. Il était donc important d'examiner comment

I'existence de ces trois fractions pouvait contribuer a expliquer les résultats présentés.
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La fraction biodisponible se compose du polluant présent en phase gazeuse ou dissoute et du
polluant faiblement adsorbé a la surface des composés organiques du sol. Cette fraction
adsorbée repasse facilement dans la phase aqueuse. Elle peut donc étre rapidement
métabolisée ou volatilisée en quelques jours, la vitesse d'épuisement de la fraction dissoute
entretenant le flux de désorption (Verstraete & Devliegher, 1996; Chung & Alexander, 1998).
La premiére phase de dissipation des HAP purs dans la terre agricole, caractérisée par un fort
taux de dissipation en fonction de la taille et de la solubilité des molécules, entre tout a fait
dans ce schéma. De plus, l'échauffement dii a 'éclairage a pu aider a4 la désorption et a la
volatilisation des produits. La volatilité relativement élevée du fluoranthéne par rapport a une
molécule de poids moléculaire proche comme le chrysene, et son taux de dissipation apparent
du méme ordre que celui d'une molécule de faible poids moléculaire est un argument en
faveur de cette hypothése.

Une seconde fraction du polluant présente dans le sol peut migrer vers des sites moins
accessibles au sein des constituants des sols . De ce fait, suivant les caractéristiques des sites
vers lesquels les molécules migrent, celles-ci sont présentes sous plusieurs niveaux de
biodisponibilité dans un méme sol. La biodégradation de ces formes différemment disponibles
est alors en général limitée par leur vitesse de désorption. Plus la molécule est hydrophobe,
plus elle a de chance de se retrouver au sein des matiéres organiques et d'y constituer un stock
plus ou moins stable. Le stock est ainsi potentiellement plus élevé dans le cas du
benzo[a]pyréne que dans celui du phénanthréne.

L’existence de la seconde phase de dissipation confirme cette hypothese et peut donc étre
attribuée a la désorption trés lente d'une partie de la fraction ayant migré pendant la premiére
phase de dissipation vers des sites peu accessibles des constituants du sol. La quantité de
benzo[a]pyréne désorbée est supérieure a celle du phénanthréne vraisemblablement parce que
le stock constitué lors de la premiére phase est plus important. Cette hypothése signifierait que
le passage des HAP de I'état biodisponible a I'état moins biodisponible a été particuliérement
rapide dans cette expérience (20 jours). Toutefois, cette observation est parfaitement
corroborée par les travaux de Kohl & Rice (1998), qui ont évalué la durée maximum de ce
passage a 30 jours. Aprés 6 mois, entre 2 et 34% des HAP sont encore retrouvés dans cette
fraction. Si l'on avait poursuivi I'expérience, il est possible que des HAP présents dans cette
fraction peu disponible se seraient progressivement dissipés. Toutefois, étant donnés les
faibles taux de dissipation enregistrés, il aurait sans doute fallu une période supplémentaire

d'au moins 6 mois.
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La troisiéme fraction est enfin constituée des HAP et de leurs métabolites piégés dans les
substances humiques. Seule une modification d'ordre physico-chimique de ces molécules
permet de récupérer les polluants qui y sont piégés (Eschenbach et al., 1998). Nous avons
donc procédé a la déstructuration des matiéres organiques des terres ayant subi 6 mois de
traitement, afin d'en étudier la teneur en HAP non extractibles par les solvants.

De cette maniére, l'existence de cette fraction non extractible par les solvants a pu étre mise
en évidence pour quatre des cing HAP apportés. Les quantités mises en jeu sont largement

inférieures a celles présentes sous forme extractible (figure 55).

Teneur (mg/kg)
20 M Fraction extractible
s O Fraction non extractible
10
5
0 r _ . -'—“ - T 1
Naphtaléne Phénanthréne Fluoranthéne Chryséne Benzo(a)pyréne

Figure 55 : Teneur moyenne en cinqg HAP extraits par le solvant de la terre agricole plantée
ou non plantée en ray-grass aprés 6 mois de culture en vases de végétation, et teneur en HAP

récupérés apres déstructuration des matiéres organiques de ces échantillons extraits.

Les quantités extraites vont de 0 pour le naphtaléne jusqu'a 3 mg kg”' de terre pour le
benzo[a]pyréne (12% du produit apporté). Aucun HAP n'est extrait de la terre agricole
témoin.

Méme en prenant en compte cette fraction liée, le taux de dissipation des molécules pures
reste cependant élevé par rapport aux valeurs couramment admises. Toutefois, seule l'analyse
des molécules méres piégées a été conduite. Or les métabolites des HAP sont des molécules
fonctionnalisées. Elles sont ainsi plus susceptibles d'étre incorporées chimiquement dans les
matieres organiques (Richnow et al., 1994). Etant donné que 'action de la biodégradation ne
peut étre exclue dans cette expérience, il pourrait y avoir une quantité non négligeable de
produits dérivés des HAP dans les maticres organiques. Ces quantités ont été évaluées a 20%
du carbone apporté par les HAP (Ressler ef al., 1999) dans des cohditions comparables a

celles utilisées dans ce travail. S'il I'on prend en compte une telle fraction, les valeurs
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expérimentales de dissipation que nous avons obtenues sont plausibles par rapport a celles de

la littérature.

4.2.1.2.3. Modélisation tri-compartimentale

Les résultats expérimentaux discutés précédemment peuvent donc étre modélisés en
considérant la répartition des produits apportés dans trois compartiments comme décrit dans
les travaux de Karickhoff (1980) cité par Scow & Jonhson (1997) : un compartiment labile a
dissipation rapide, un compartiment comprenant les produits adsorbés mais qui restent labiles

a plus long terme et un compartiment contenant les produits résistants, non extractibles par les

solvants (Figure 56).
Eq1 Eq2
Ph k1 Phase K2
e | T | adsorbee | ——> | Prase
— labil < orbéee
instantané e résistante
i
Dégradation

Figure 56 : Compartiments représentant les différentes formes des HAP dans le sol, relations

entre compartiments et conséquences sur le devenir des HAP.

Au niveau du dispositif de vases de végétation, I’apport de HAP est réalisé dans la phase
aqueuse. Durant la phase 1, la diminution de teneur en HAP purs provient de la dégradation
de la fraction en phase aqueuse, du passage de HAP de la phase aqueuse vers la phase
adsorbée labile (équilibre 1, rapide) puis vers la phase résistante (équilibre 2, moins de 20
jours). La phase 2 correspondrait alors a la désorption suivie de la dissipation d’une partie de
la fraction adsorbée labile et/ou résistante (équilibres 1 et 2). La capacité des HAP a repasser
de la phase résistante vers une phase plus labile reste cependant hypothétique. Si ce
phénomene a bien été mis en évidence pour des résidus de pesticides (Schiavon et al., 1990;
Novak, 1998), son importance semble en effet moindre pour les HAP (Eschenbach et al.,
1998).

4.2.1.2.4. Résultats relatifs a la présence ou a l'absence de plante

Bien que le ray-grass soit une espéce considérée comme efficace pour stimuler la dissipation

des HAP, notamment d’apreés les travaux d'Aprill & Sims (1990), aucun effet de la plante n'a
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été mis en évidence. Si I’on considére le modéle tri-compartimental et le jeu des équilibres
entre les compartiments, ce résultat pourrait découler d’un décalage temporel entre le
développement de la plante et le devenir des HAP apportés dans la phase aqueuse au temps 0.
Avant 20 jours, le développement du ray-grass n'était certainement pas suffisant pour avoir un
réel effet sur les HAP. Ces résultats suggérent d’autre part que la plante n’agit pas sur les
compartiments contenant les phases adsorbées et résistantes du polluant, du moins & I'échelle

de temps ot les expériences ont été conduites.

4.2.3. Evolution des HAP dans Ila terre d'ahcienne usine a gaz lors d'une mise
en culture de 6 mois

La teneur en HAP extractibles de la terre d'ancienne usine a gaz n'a pas évolué au cours des 6
mois de l'expérience, que ce soit sous systéme planté ou non planté (tableau 21).

Aucun effet mesurable de la présence de plante sur 'évolution de la teneur en HAP n'est mis
en évidence pour 15 des 16 HAP EPA. Seule la teneur en fluoréne de la terre des vases
plantés est significativement inférieure a celle des vases non plantés et ce quelle que soit la
date de prélévement. Aucune explication logique n’a été entrevue pour expliquer ce

comportement particulier, aussi s’agit-il peut-étre d’une observation fortuite.

Tableau 21 : Evolution de la teneur en HAP de la terre 'AUG G1 plantée ou non en ray-

grass au cours des 6 mois de mise en culture en vases de végétation.

Date 0 jours 20 jours 60 jours 90 jours 135 jours 170 jours
Teneurs en mg par Kg terre

Naphthaléne

Témoin 2,6a 50a 3,6a 39a 39a 32a

Planté 2,6a 45a 32a 3,3a 2,7a 2,7a

Acénaphthyléne

Témoin 3,7a 45a 32a 3,5a 3,7a 30b

Planté 3,7a 39a 29a 39a 34a 34b

Acénaphthéne

Témoin 2,1 ab 2,1a LL7b 1,5 ab 1,7 ab 1,2 ab

Planté 2,1 ab 1.6a 1,0b 2,2 ab 1,6 ab 1,9 ab

Fluoréne

Témoin 6,3a 78a 6,6 a 8.1a 80a 58a

Planté 6,3 a 6,6 b 4,5b 69b 49b 4,1b
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Phénanthréne

Témoin 232a 22,7a 17,8a 18,3 a 21,2a 16,1 a
Planté 232a 219a 152 a 224a 173a 18,8a
Anthracéne

Témoin 10,8 a 112a 83a 85a 9,7a 9,2a
Planté 10,8 a 10,6 a 75a 11,1a 83a 72a
Fluoranthéne

Témoin 55,8a 56,1 a 454 a 47,0a 55,5a 42,7 a
Planté 55,8a 50,8 a 40,3 a 61,4a 495a 52,8a
Pyréne

Témoin 410a 454 a 40,7 a 39,0a 46,8 a 38,3a
Planté 41,0 a 435a 33,5a 47,1a 37.1a 41,1 a
Benzo(a)anthracéne

Témoin 282 a 273 a 21,1a 22,6a 273 a 18,5a
Planté 28,2a 235a 19,2 a 26,6 a 21,0a 247 a
Chryséne

Témoin 18,8 a 18,5a 150a 15,0 a _ 18,6a 14,6 a
Planté 18,8 a 16,7 a 13,6 a 22,1a 16,8 a 193 a
Benzo(b)fluoranthéne

Témoin 25,0a 242 a 20,0a 19,7 a 252a 20,0 a
Planté 25,0 a 209a 18,2a 30,5a 22,7a 279a
Benzo(k)fluoranthéne

Témoin 232a 232a 17,7 a 19,0 a 24,0a 18,7 a
Planté 232a 20,0 a 16,9 a 29,2a 21,7a 258a
Benzo(a)pyréne

Témoin 26,0 a 20,8a 26,1 a 22,1a 328a 26,5a
Planté 26,0 a 247 a 20,6 a 38,2a 258a 36,7 a
Indéno(123-cd)pyréne

Témoin 122a 179 a 94a 9,0a 119a 93a
Planté 122a 99a 8§0a 15,0 a 10,2a 13,9a
Benzo(ghi)péryléne

Témoin 15,6 a 124 a 75a 9,6a 122 a 8,7a
Planté 15,6 a 8,6a 8,1a 19,3 a 11,8a 16,4 a
Dibenz(ah)anthracéne _

Témoin 6,5 a 2,8 ab 1,8 ab 2,1b 3,0ab 1,6 ab
Planté 6,5a 1,7 ab 1,3 ab 4,0b 3,0ab 4,1 ab

Pour chaque composé, les valeurs affectées de lettres différentes sont significativement différentes, n=5, p=0,05.
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Les écart-types obtenus pour les teneurs en HAP des substrats plantés sont inférieurs & ceux
obtenus pour les substrats non plantés. Ce résultat semble montrer qu'une homogénéisation
des substrats a eu lieu en cours de culture.

Les HAP de la terre d'ancienne usine a gaz présentent donc un comportement totalement
différent de celui des HAP purs. Ce comportement révele une différence de biodisponibilité
du composé dans le sol. De méme que pour I’expérience conduite en vases de végétation, on
peut essayer de relier ces résultats au modele tri-compartimental des HAP dans un sol. Les
terres d'ancienne usine & gaz ont subi une évolution en conditions naturelles depuis plus de 30
ans. La fraction biodisponible des HAP au départ a vraisemblablement été biodégradée
rapidement. Les HAP restants ont pu migrer vers des sites peu ou pas accessibles de la
matrice sol-goudron. Les HAP présents actuellement sont donc vraisemblablement
majoritairement sous forme stable, résistante a ’extraction. Ils sont de plus apparemment non
remobilisables, du moins a I’échelle d’une saison de culture. Le goudron, en colmatant les
pores, a cependant pu contribuer a limiter l'interface au niveau de laquelle a lieu le passage en
solution, et donc la remobilisation d’une fraction qui aurait été extractible sans sa présence.
L'ensemble des phénomeénes décrits permet de batir de nouvelles hypothéses pour déterminer
pourquoi la teneur en HAP n'a pas évolué dans la terre d'ancienne usine a gaz, contrairement
aux HAP purs dans la terre agricole. En ce sens ces travaux corroborent ceux de Burford et al.
(1993), Erickson et al. (1993), Richnow et al. (1995, 1997) ou Bidaud & Tran-Minh (1997),
qui montrent que les HAP ajoutés dans un sol, quel qu’il soit, sont dissipés au contraire des

HAP qui y étaient éventuellement présents avant ’apport.

4.2.4. Conclusions

De maniére générale, ces résultats montrent que méme en conditions optimisées, et malgré
l'utilisation d'une plante potentiellement efficace vis a vis de la dissipation des HAP dans ces
conditions (Aprill & Sims, 1990), aucune stimulation de la dissipation des HAP en présence
de plante n'est observée. Cette remarque est valable non seulement pour les HAP de la terre
d'ancienne usine 4 gaz mais aussi pour les HAP purs, ce qui s’oppose aux résultats
antérieurement décrits (Aprill & Sims, 1990; Ferro et al., 1994; Schwab & Banks, 1994,
Giinther et al., 1996; Reilley et al., 1996, Schwab et al., 1994).

Le dispositif expérimental de vase de végétation de faible volume imposait cependant une
contrainte au développement racinaire du ray-grass. Or, les paramétres liés a la rhizosphére
sont des facteurs clés de notre étude. Par conséquent, il était important de vérifier si cette

contrainte avait pu avoir un effet défavorable sur la capacité du systéme a dissiper les HAP.
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Afin de s'en affranchir, une seconde expérience a été mise en place, en utilisant des colonnes
de sol de 50 cm de profondeur. Ce dispositif expérimental a ainsi permis le développement
racinaire de trois graminées rustiques dans des conditions de profondeur représentatives de

celles qu'elles rencontrent normalement dans les sols sur le terrain.

4.3. Etude du devenir des HAP d'une terre d'ancienne usine a gaz en colonnes
de sol

4.3.1. Paramétres de croissance

Afin de contrdler le bon fonctionnement du dispositif, la production de biomasse aérienne a
été suivie au cours des 6 mois de l'expérience. A l'arrét de l'expérience, la masse racinaire
présente dans les différentes tranches des colonnes a été pesée afin d’en déterminer la densité.
La production de biomasse aérienne a augmenté au cours du temps pour l'ensemble des
espéces. Le dactyle et la fétuque ont un rendement supérieur & celui du brome. La fétuque
compense une pousse plus lente par une meilleure densité. Quelle que soit 'espece, la densité
racinaire, évaluée par la masse racinaire séche diminue quand la profondeur augmente
(tableau 22). Les racines atteignent systématiquement le fond du dispositif. Cependant, la plus

forte densité racinaire est observée dans la couche superficielle.

Tableau 22 : Biomasse racinaire récoltée a 180 jours dans les différentes couches des
colonnes de terre d'ancienne usine & gaz plantées en brome, dactyle, fétuque ou un mélange

des 3 espéces. Résultats exprimés en g MS.

Profondeur (cm)

0-10 cm 10-18cm 1826 cm  26-34cm  34-42 cm

Brome 5,17a 1,03b 0,76 be 0,46 ¢ 0,41 ¢
Dactyle 7,18 a 1,26 b 0,59 be 0,27 ¢ 0,11¢
Fétuque 5,60 a 0,77b 0,48 be 0,48 c 0,16 ¢
M¢élange 6,60 a 1,19b 0,57 be 0,26 ¢ 0,41 c

Les valeurs affectées de lettres différentes sont significativement différentes, n=5 et p=0,05.

La teneur en HAP des différentes couches a ensuite été analysée afin d'en étudier le profil en

fonction de la profondeur d'une part, et de la culture d'autre part.

4.3.2. Teneur en HAP de la terre

Dans la zone de plus forte densité racinaire (0-10 cm), la teneur en HAP de la terre aprés 180

jours de traitement n'est pas différente de la teneur initiale (figure 57). Seule la teneur en HAP
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de la modalité témoin semble diminuer. Pour certains HAP comme le phénanthréne, la teneur
de la terre des systémes plantés augmente, mais de maniére non significative, par rapport a la

teneur initiale et a celle de la modalité témoin.

Teneur fluoranthéne (mg kg ' terre)

160 1 Témoin Brome Dactyle Fétuque Meélange
140 -
120 -
100 -
X Temps 0
30 m 180 jours

Modalités

Figure 57 : Teneur en HAP dans le niveau de surface (0-10 cm) a la mise en place et apres
180 jours de culture des colonnes non plantées et des colonnes plantées (exemple du

fluoranthéne).

Dans la zone de plus faible densité racinaire (34-42 cm), la teneur en HAP de la terre des
modalités témoin aprés 180 jours n'est pas significativement différente de la teneur initiale
(figure 58). La teneur en HAP de tous les systémes plantés aprés 180 jours est inférieure 4 la

teneur initiale. Il n'y a pas de différence significative entre les plantes.

Teneur en fluoranthéne (mg/kg)
180 -

Témoin Brome Dactyle  Fétuque  Mélange
160 -
140 A ": -l: -E -‘:
X X X X

120 - : ' : :

100 - JI_ i K

$0 - E

60 - X Temps 0
40 = 180 jours

Modalités

Figure 58 : Teneur en HAP de la terre de profondeur (34-42 cm) & la mise en place et aprés

180 jours en fonction du traitement (planté ou non) (exemple du fluoranthéne).
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Il apparait une différence de comportement entre les colonnes plantées et non plantées. Au
niveau des colonnes plantées, il existe une diminution significative de la teneur en HAP
extraits en fonction de la profondeur. Ce phénoméne concerne uniquement la zone la plus
profonde pour les modalités témoin. Pour les modalités plantées, il existe un effet significatif

des 18 cm de profondeur (figure 59).

Teneur fluoranthéne (mg kg'1 terre)

Temps 0 .
180 jours
160 1 042 cm ]
i0-10 cm
140 A
10-18 cm
120 A 26-34 cm
18-26 cm 34-42 cm
80
Profondeur

Figure 59 : Teneur en HAP apres 180 jours des colonnes (n=5) plantées avec I'association des
3 especes graminées (brome, dactyle et fétuque) en fonction de la profondeur comparée a la

teneur de départ : cas du fluoranthéne.

Les couches de surface des colonnes se sont comportées de la méme maniére que les vases de
végétation de volume réduit remplis de terre d'ancienne usine a gaz vis a vis de 1’évolution de
la teneur en HAP des terres. L’absence d'évolution de la teneur en HAP constatée sur les
vases, en présence ou absence de plantes, est donc aussi mise en évidence en dispositif non
limitant pour les racines. Les couches de terre concernées sont celles pour lesquelles la densité
racinaire est la plus élevée, densité comparable & celle observée sur les vases de végétation.

Les profils de HAP en fonction de la profondeur obtenus tendent & confirmer les limites de
l'emploi de systémes de culture de petite taille. Ceux-ci sont généralement mis en place afin
que l'ensemble de la terre du vase de végétation puisse étre considérés comme rhizosphérique
car totalement colonisée par les racines. Or, les résultats obtenus précédemment avec de tels
systémes montrent que ceux-ci tendent a modifier les cinétiques de production de la biomasse
aérienne et qu’aucune évolution de la teneur des HAP de la terre d'ancienne usine a gaz n’a
lieu. Les résultats obtenus avec un systéme non limitant pour les racines montrent au contraire

qu'une diminution de la teneur en HAP est observée en profondeur, ce qui suggére qu’une
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partie des HAP, que I’on pouvait supposer a priori, d’aprés les résultats du paragraphe 4.2. sur
la terre d’AUG, présents dans la phase résistante du modéle tri-compartimental, est en fait
mobilisable, méme sur une courte durée. Un «effet plante» serait de plus mis en évidence
puisque I’augmentation de la dissipation des HAP en profondeur est significative dés 18 cm
pour les systémes plantés contre 34 cm pour les colonnes non plantées

Trois phénoménes sont proposés pour expliquer ces résultats expérimentaux : le lessivage,
l'action du flux transpiratoire de la plante, et une différence dans la capacité de rétention des
HAP de la terre. Le phénoméne de lessivage ne permet pas d'expliquer la déplétion de HAP
observée car aucune fuite de HAP n'a pu avoir lieu, le fond des colonnes étant fermé de
maniére étanche.

L'humidité de la terre est supérieure dans les couches profondes du fait de l'arrosage vertical.
Or I'humidité limite I'adsorption des polluants sur la phase organique et favorise leur passage
dans la voie aqueuse (Thiele & Briimmer, 1998; Chaineau et al., 2000). De plus, la présence
de racines trés développées modifie la migration de l'eau. En effet, I'humidité est homogene
pour les colonnes plantées alors que sur le témoin, la couche profonde est toujours plus
humide que les zones situées au dessus. Entre deux arrosages, le flux transpiratoire a pu
contribuer a la remontée (Clothier & Green, 1997) d’une partie de l'eau par capillarité dans la
colonne, entrainant les polluants dissous. Un tel phénoméne expliquerait que la teneur en
HAP dans la couche de surface ait parfois tendance & augmenter. Les travaux de Liste &
Alexander (2000a et b) corroboreraient par ailleurs cette hypothese. La signification de ce
phénomeéne reste cependant a caractériser.

Une protection des HAP sous I'effet de la plante a pu avoir lieu. I est, en effet, reconnu que la
plante protége une partie des matiéres organiques du sol & I'égard de processus comme
I'humification (Haider et al., 1989). De plus, dans les sols a forte activité biologique comme
les sols rhizosphériques, la biodisponibilité des HAP peut étre limitée par leur incorporation
dans la matiére organique (Guthrie & Pfaender, 1998). Afin d'étudier cette hypothese nous
avons réalisé des isothermes d'adsorption du phénanthréne sur les terres de surface et de
profondeur des colonnes témoin et des colonnes plantées avec le mélange d'espéces, ainsi que
sur la terre initiale. Le but de cette expérience était la caractérisation de la capacité de ces

¢chantillons de terre a retenir les HAP.
4.3.3. Caractérisation de la capacité de rétention des terres

Les isothermes d'adsorption sont décrites par le modele mathématique de Freundlich :
Qads=Kf. C,'"
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Avec Qads la quantité de phénanthréne par unité de masse de sol & I'équilibre (ug g™), K¢ et n
les constantes de régression du modéle et C, la concentration a I'équilibre du phénanthréne
dans la solution. Le coefficient Kr est le coefficient d'adsorption du phénanthréne au sol, ie
coefficient n décrit I’évolution de I’adsorption au sol quand la concentration en solution

aqueuse du phénanthréne augmente. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 23.

Tableau 23 : Coefficients Kf des terres de surface et de profondeur, au début et a la fin de

I’expérience. Cas des colonnes témoin et des colonnes plantées avec le mélange d’especes.

Témoin 2 180 jours | i Mélange a 180 jours

7,00 Surface

................................................................................

Départ : 5,23

3,94

Ces résultats montrent donc qu'il existe bien une différence dans la capacité d'adsorption des
terres entre les couches de surface des colonnes et les couches de profondeur. Les terres de
profondeur ont une capacité a adsorber le phénanthréne proche de celle de la terre de départ.
Par contre, sous l'effet de 'arrosage, de la fertilisation, et peut étre de I'action de la microflore,
une augmentation de la réactivité des terres a eu lieu en surface. Cette augmentation de
réactivité a été légérement stimulée en présence de plantes et pourrait donc étre due a une
variation de l'environnement chimique des molécules organiques du sol sous l'effet des
pratiques culturales. Toutefois des expériences complémentaires de caractérisation des
matiéres organiques (Bruckert ef al., 1978) seraient nécessaires pour affiner cette hypothése.
Si ’on considére qu’une partic des HAP était au départ potentiellement mobilisable sur 6
mois, il semble par ailleurs vraisemblable que les pratiques culturales utilisées aient contribué
a en bloquer une fraction sous forme non mobilisable. Ce résultat correspondrait alors au
carbone qualifié de « structurellement labile mais physiquement bloqué » décrits dans les

travaux de Balesdent ef al. (1988).

4.3.4. Conclusions

En dispositif non limitant pour le développement des racines, une stimulation de la dissipation
des HAP de la terre ’AUG a été mis en évidence en profondeur, en présence de plantes en

particulier. La teneur en HAP n’évolue pas dans les terres de surface. Ce résultat différentié a
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pu en partie étre relié a une évolution de la réactivité de la terre vis & vis des HAP au cours du
temps.

Les résultats obtenus avec les vases de végétation et les molécules pures vont & I’encontre des
données bibliographiques. D’autre part, aucune dissipation des HAP n’est enregistrée dans la
terre d’AUG dans ce dispositif. En dispositif non limitant au contraire, un effet de la plante
sur la dissipation est détecté en profondeur. Nous avons tenté d’expliquer ces résultats, en
particulier grace aux différentes formes sous lesquelles les HAP peuvent se trouver, et en
terme de passage d’un état de biodisponibilité & un autre. Un modéle permettant de synthétiser
ces hypothéses a donc été utilisé. Ce modéle considére que les HAP se répartissent entre trois
compartiments dans le sol : la phase aqueuse, & partir de laquelle a lieu la dissipation, la phase
adsorbée labile, qui peut alimenter la phase aqueuse 4 la suite de la désorption plus ou moins
rapide des produits, et la phase adsorbée résistante. La migration des HAP dans cette derniére
fraction est rapide. De plus, le passage de HAP présents dans cette fraction vers un état plus
disponible reste hypothétique.

Par rapport & ce qui avait été observé sur site, ’effet de la rhizosphére sur le devenir des HAP
d’une terre d’AUG peut étre qualifié de discret en systéme de laboratoire. Ces systémes ont
cependant été optimisés, en terme d'échelle et d'itinéraire technique, de maniére & pouvoir
observer une dissipation éventuelle. Or, si ce type de dispositif peut fournir des informations
précieuses sur les phénomeénes étudiés, il n'est pas forcement transposable a la réalité d'un
phytotraitement ou de ce qui se passe sur site. Les principaux obstacles a cette transposition,
obstacles qui pourraient expliquer le décalage des résultats entre le terrain et le laboratoire,
sont, d’une part, le changement d'échelle et, d’autre part, les conditions climatiques, qui ne
sont pas optimisées en permanence. Le changement d’échelle se situe & la fois en termes de
taille du dispositif et au niveau temporel, puisque la durée des phénomeénes dont on mesure les
résultats sur le terrain avoisine 30 ans, alors que la durée des expériences mises en place en
laboratoire n’est que de 6 mois.

Par ailleurs, le traitement des terres d'anciennes usines a gaz n'est pas envisagé directement
sur le site car I'nétérogénéité verticale de la pollution ne le permet pas. Par contre, la mise en
place d'un dispositif de cellules de traitement in-situ des terres excavées est tout a fait
envisageable.

Dans cette optique, un dispositif pilote de lysimétres a donc été mis en place en 1998 afin
d'étudier, a plus grande échelle et en conditions naturelles, 1'impact des plantes sur le devenir

des HAP. Afin de simuler le phytotraitement, nous avons utilisé des terres brutes
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d'excavations tamisées & 5 cm. Ces lysimétres ont été conduits selon un itinéraire technique

simplifié et ont été suivis pendant trois saisons de végétation.

4.4. Etude du devenir des HAP dans un systéme pilote de lysimetres

Trois types de paramétres ont été analysés au cours des 2,5 années de culture sur les
lysimétres : ceux liés aux végétaux (permettant de mettre en évidence l'implantation et la
colonisation des terres par des végétaux), ceux liés aux eaux de percolation (donnant acces
aux paramétres de la mobilité des HAP dans le dispositif au cours du traitement) et ceux liés a
'évolution des HAP de la terre (permettant de tester l'efficacité de la rhizosphére pour

dépolluer).
4.4.1. Parameétres de développement végétal

L'implantation des végétaux la premiére année a été difficile, en particulier sur la terre G2. Le
développement de végétaux, tant plantés qu'adventices, ne s'est produit qu'aprés 3 mois. Ces
observations seront discutées dans le paragraphe suivant.

La premiére saison de végétation a eu lieu de mai a septembre 1998. Les espéces plantées
n'ont pas fleuri la premiére année. La seconde saison de végétation a commencé début avril et
s'est terminée en octobre 1999, du fait de conditions climatiques favorables. Toutes les
especes ont fleuri. La floraison a été retardée d'une semaine sur G2. La troisiéme saison de
végétation a été suivie d'avril a juin 2000. La production de biomasse a ét¢ limitée la premiére
année mais forte ensuite (tableau 24). Quelle que soit I'espéce et la saison de végétation, le
rendement est supérieur sur G1l. L'association tréfle-ray-grass est systématiquement la

modalité la plus productive.

Tableau 24 : Biomasse aérienne fraiche produite par les différentes espéces végétales au
cours des trois saisons de végétation (1998, 1999, 2000). Résultats exprimés en g MS par

lysimétre plus ou moins 1’écart-type (n=3).

Terre Modalité 1998 1999 2000
Luzerne 120+ 38 h 971+48b 506 + 90 def
G1 Ray-grass 662 +40cd 688 +75¢d 220+ 90 gh
Ray-grass + tréfle 784 + 147 be 1644+ 71 a 921+37b
Luzerne 72+ 17h 531476 cde 392 £ 113 efg
G2 Ray-grass 190 + 33 gh 640 =+ 249 cde 275+ 115 fgh
Ray-grass + tréfle 167 £36 gh 1042+315b 385+ 117 efg

Les valeurs affectées de lettres différentes sont significativement différentes, n=3 et p=0,05.
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Les profils racinaires des espéces ont été évalués aprés 2,5 ans grace a la réalisation de mini-
fosses d'observation dans un tiers des lysimétres. Sur les lysimetres de terre Gl, la
colonisation racinaire a affecté l'ensemble du profil avec des densités racinaires encore
relativement élevées en profondeur, en particulier en présence de tréfle et/ou de ray-grass. Sur
la terre G2, en dehors des lysimeétres plantés en luzerne, la colonisation racinaire a également
affecté tout le profil, bien que la densité totale des racines soit inférieure a celle présente pour
la terre G1. Le systéme racinaire de la luzerne a été totalement modifié¢ en présence de terre
d'ancienne usine & gaz G2. Normalement, le systéme racinaire d'un pied de luzerne se
compose d'un fort pivot central trés profond et peu ramifié latéralement. Ce type d'architecture
est rencontré pour la terre G1. Pour la terre G2, le pivot est trés court (2 cm) puis se ramifie de
nombreuses fois, chaque ramification étant couverte d'une multitude de ramification
secondaires.

Des signes de phytotoxicité dus a la terre d’ancienne usine & gaz sont observés tant au niveau
du rendement aérien que de la masse racinaire,. Ces résultats confirment ceux obtenus lors des
tests de phytotoxicité conduits au laboratoire et décrits dans le chapitre 1. L'étude des
parameétres liés a la percolation de l'eau dans les lysimétres, a permis de cerner les raisons de

cette phytotoxicité ainsi que ses conséquences sur le traitement des terres.
4.4.2. Lixiviats

4.4.2 1. Phytotoxicité

Le pH des lixiviats prélevés et I’évolution de leur phytotoxicité ont été mesurés. Le pH (figure
60) et la phytotoxicité des lixiviats sur la germination du tréfle violet (figure 61) présentent
trois phases d'évolution. Les deux mois qui ont suivi la mise en place du dispositif, le pH des
lixiviats de G2 est trés élevé et un lessivage intense de calcium est observé. Parallélement, la
phytotoxicité des lixiviats augmente d’environ 10%. Le pH des lixiviats de G1 augmente
légeérement, de méme que leur phytotoxicité. Aprés 2 mois, ce qui correspond & la date de
semis, et jusqu'a la fin de la premicre saison de végétation, le pH des lixiviats diminue
progressivement. Pour G1, le pH passe de 12,5 a 8 pour les modalités ray-grass-tréfle, luzerne
et sol nu. La baisse de pH sous ray-grass est significativement plus faible et en fin de 1%
période de végétation, le pH augmente de nouveau de 9 a 10,8. La phytotoxicité de ces
lixiviats évolue parallelement. La phytotoxicité des lixiviats de G2 sous ray-grass (35%) est
significativement plus élevée que celle des autres modalités (20%). Apres 1998, le pH des

lixiviats de G2 diminue et celui des lixiviats de G1 augmente légérement jusqu'a atteindre un
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équilibre en cours de seconde saison de végétation (pH=7,5-8). La phytotoxicité évolue

parallélement et devient nulle aprés 1998.

pH
14 -

13 1
12 -+

"=g:=-a

. .
- """
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Temps (jours)
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Figure 60 : Evolution du pH des lixiviats des terres d'’AUG G1 (1600 mg HAP kg™ terre) et
G2 (3500 mg HAP kg terre) en présence ou absence de plante, en dispositif de lysimétres.

Les valeurs de pH pour les lixiviats des terres plantées en ray-grass+tréfle et en luzerne se situent entre les

valeurs présentées. Les écart-types sont inférieurs a la taille des marques.

Une partie de la toxicité observée sur G2 est vraisemblablement consécutive au chaulage
réalisé sur cette terre. En effet, suite au lessivage de la chaux observé pendant 4 mois, la
phytotoxicité a diminué¢ parallélement au pH. Le pH de la terre de surface présente une
évolution parallele a celle des lixiviats. Ainsi, dés que le pH des lixiviats, et celui de la terre, a
atteint une valeur inférieure a 10, des plantes, en particulier les espéces situées autour du site
d'implantation, ont commencé & coloniser les lysimétres. Cette observation montre par
conséquent que le pH était effectivement en partie responsable de la trés forte phytotoxicité

observée.
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Figure 61 : Inhibition de la germination du tréfle violet par les lixiviats des terres d'AUG Gl
(1600 mg HAP kg™ terre) et G2 (3500 mg HAP kg™ terre), plantées en ray-grass ou non

plantées.

Les lixiviats de G2 ont présenté une forte odeur d’hydrocarbures pendant plusieurs mois.
Cette observation indique la présence de molécules volatiles, qui ont été en partie lessivées.
Or ces molécules sont phytotoxiques (cf chapitre 1). La présence d'odeurs d'hydrocarbures est
détectée au niveau de la terre G2 pendant toute la durée de l'expérience. Il est ainsi possible
que la présence de ces molécules volatiles explique également les signes de phytotoxicité qui
ont été mis en évidence sur les espéces se développant sur la terre G2. Les molécules
volatiles, en particulier les hydrocarbures mono-aromatiques inhibent les échanges gazeux et
hydriques des plantes avec le sol. Or ces échanges déterminent le niveau nutritif de la plante.
Les diminutions de rendements observées et le retard de la floraison pourraient donc résulter
de cette baisse du niveau de nutrition de la plante.

Les terres d'anciennes usines a gaz, brutes d'excavation, sont des matériaux qui peuvent étre
phytotoxiques. Dans I'optique d'un phytotraitement, certaines devront vraisemblablement &tre
prétraitées, afin de pouvoir par la suite accueillir des végétaux. Ce prétraitement pourrait se
faire directement sur le dispositif de cellules de phytotraitement, comme le montrent les
résultats de I’action des conditions pédoclimatiques durant les 4 premiers mois de notre
expérience. Le prétraitement pourrait étre aussi physico-chimique (lavage,...) et préalable au

remplissage des cellules, afin d'en accélérer les délais.
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Paralle¢lement a 1'évolution des paramétres physico-chimiques et de phytotoxicité, nous avons
p y q

suivi au cours de nos prélévements successifs la teneur en HAP et le cumul des exportations

de HAP dans les eaux de percolation.

4.3.2.2. HAP exportés au cours de la percolation d'eau dans les lysimétres

Au cours du suivi, les douze HAP les plus légers ont été détectés dans les lixiviats, avec des

concentrations comprises entre 0,1 et 27,4 ug I"'. Aprés une période de pluie de longue durée,

composée d'épisodes de forte intensité, la concentration des HAP de poids moléculaire élevé

excéde leur solubilité dans l'eau. Les exportations de HAP sont calculées a partir des

concentrations

analysées et des volumes percolés. Le profil d'exportation comporte quatre
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périodes (figures 62 et 63).

Figure 62 : Pluviométrie, volume d’eau percolé et quantité moyenne cumulée de 12 HAP

exportés 4 partir des lysimétres de terre d'ancienne usine a gaz G1(1600 mg HAP kg™ terre)

au cours des 2,5 ans du traitement.
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Pendant les 2 premiers mois, le cumul des 16 HAP exportés s'éléve a 15 pg lysimétre™ pour
Gl et 70 pg lysimétre” pour G2. Ces valeurs représentent entre 50 et 60% du cumul total sur
2,5 ans. Cette période est suivie d'un arrét des exportations pendant 'été, puis d'une seconde
phase d'exportation en fin de 1*° saison de végétation. Au cours de cette phase, pour G1, la
quantité exportée sous ray-grass (12 ug environ) est significativement supérieure a celle des

autres modalités (2 pg environ).
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Figure 63 : Pluviométrie, volume d’eau percolé et quantité moyenne cumulée de 12 HAP
exportés a partir des lysimétres de terre d'ancienne usine 4 gaz G2 (3500 mg HAP kg™ terre)

au cours des 2,5 ans du traitement.

Pour G2, I'exportation est significativement supérieure pour 'ensemble des modalités plantées
par rapport au sol nu. Les exportations sont de l'ordre de 60 pg sous ray-grass, 45 pg sous ray-

grass-tréfle, 40 pg sous luzerne et 18 pg sous sol nu. Aprés cette période, I'ensemble dcs
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modalités se comporte de maniére équivalente. Aucun HAP n'est détecté dans I'ensemble des
lixiviats & I'exception de la fin de seconde saison de végétation ou une faible exportation (< 2

pg) est observée sous les lysimétres de terre G1.

La présence de HAP dans les lixiviats découle vraisemblablement de deux facteurs : la
manutention des terres d'une part, comprenant les opérations d'excavation et le chaulage de
G2, et la présence de plantes d'autre part, puisque la quantité de HAP exportée dépend de la
modalité de traitement.

Lors des opérations de manutention des terres (prélévement, homogénéisation,....), la surface
de contact entre les HAP piégés dans la matrice sol-goudron et 1 'eau qui y circule a été
augmentée, ainsi que la macroporosité ou circulent I'eau et les especes dissoutes.

Parmi ces espéces, on peut trouver des matieres organiques, référencées sous le terme
générique de matieére organique dissoute ou MOD. Ces MOD présentent une forte affinité
pour les HAP, ceux de plus fort poids moléculaire en particulier. Elle est de plus

particulierement mobile dans la macro-porosité des profils de sol.

La production de MOD découle de la décondensation des matiéres humiques (Eschenbach et
al, 1998). Cette décondensation peut avoir lieu a la suite d'un apport de chaux. L'apport de
chaux dans la terre G2 avait été réalisé dans ce but, afin d'augmenter la surface de contact et
donc I'efficacité du traitement par désorption thermique.

Au niveau des lysimétres, on peut présumer que de la MOD s'est formée suite & l'apport de
chaux. Avant que le systéme ne se soit équilibré du point de vue de sa structure, notamment a
la suite du tassement de la terre, la porosité du matériau est relativement élevée. La
percolation de l'eau dans le profil a l'occasion des nombreux épisodes pluvieux ayant eu lieu
pendant les 2 mois suivants la mise en place de l'expérience, est par conséquent facilitée et
rapide. Cette succession d'événements expliquerait ainsi 1) le pic d'exportation de HAP
enregistré en début d'expérience et 2) que les HAP les plus lipophiles, ceux qui ont le plus
d'affinité pour les matiéres organiques du sol, soient présents en quantités supérieures a celles
que leur solubilité dans 1’eau leur permettrait. L'exportation sous G2 est 5 fois plus importante
que sous G1 qui n'a pas été chaulée, ce qui tend a confirmer ces hypothéses. Les observations
que nous avons conduites sur la présence de HAP dans les lixiviats ainsi que les
interprétations faites sont par ailleurs en accord avec les travaux de Marschner ef al. (1999)
sur le transport de HAP sous forme adsorbée.

Une seconde phase de lessivage est enregistrée au cours de la premiére saison de végétation.

Les systémes plantés, en ray-grass en particulier exportent plus que les témoins. Le lessivage
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serait en partie dii & un effet plante. Toutefois, les modalités d'action n'ont pas €té €lucidées et
cet effet n'est plus visible au dela de la premiére année, alors que l'effet plante, en particulier
I'exsudation, augmente potentiellement.

L'absence de lessivage constatée aprés 6 mois, ainsi que les observations conduites sur les
terres, peuvent étre d'autre part interprétées comme la mise en place d'un équilibre dans le
systeme, indépendamment de la présence de plantes. Le devenir des HAP dans les terres a été

ensuite examiné, afin d'en analyser 'évolution en paralléle.

4.4.3. Devenir des HAP dans les terres d'ancienne usine a gaz

Les HAP des terres G1 et G2 présentent des comportements semblables pour I'ensemble des
HAP. Suivant les molécules, on observe trois types d'évolution (figures 64 & 66). La teneur en
HAP extractibles de quatre cycles et moins diminue significativement au cours de la premiére
saison de végétation (figure 64). Au deld, il n'y a pratiquement plus d'évolution. Aucune

différence significative n'est mise en évidence entre les modalités.

Teneur en phénanthréne (mg/kg)

120 74
100

Temps (mois)

—>——Sol nu —=—Ray-grass ---&-- Ray-grass+tréfle — -e---Luzerne

Figure 64 : Evolution de la teneur en phénanthréne extractible, représentatif des HAP de
quatre cycles et moins, au cours du temps selon les modalités de traitement des lysimétres.

Lettres : analyse de variance, n=3 et p=0,05, toutes modalités confondues.

La teneur en HAP extractibles de cinq cycles autre que le dibenz[a,hjanthracéne n'évolue pas

pendant 2,5 ans (figure 65). Aucune différence significative n'apparait entre les modalités.
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Teneur en benzo(a)pyréne (mg/kg)
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Figure 65 : Evolution de la teneur en benzo[a]pyréne extractible, représentatif des HAP de

cing cycles au cours du temps selon les modalités de traitement des lysimétres.

Certains HAP se comportent de maniére particuliére (figure 66). La teneur des terres en

naphtaléne augmente significativement au début de la troisitme saison de végétation. La

teneur des terres en fluoréne (3 cycles) augmente significativement en sortie du premier hiver

(1998-1999) puis diminue progressivement ensuite. La teneur des terres en acénaphténe (3

cycles), dibenz[ah]anthracéne (5 cycles) et benzo[ghi]péryléne (6 cycles) n'évolue pas au

cours de la premiére saison de végétation, augmente significativement pendant I'hiver 1998-

1999, n'évolue pas au cours de la seconde saison de végétation, puis diminue

significativement pendant I'hiver 1999-2000. Aucune différence significative n'est mise en

évidence entre les modalités.

Teneur en dibenz(ah)anthracéne (mg/kg)
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Figure 66 : Evolution de la teneur en dibenz[a,h]anthracéne extractible, représentatif du

troisiéme type de comportement présenté par les 16 HAP au cours du temps selon les

modalités de traitement des lysimetres. Letires : analyse de variance toutes modalités confondues, n=3 et

p=0,05.
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Pour la plupart des HAP, les quantités totales extraites pour les deux terres en fin de

traitement sont du méme ordre de grandeur, bien que les teneurs extraites, d’un point de vue

qualitatif, au temps 0 soient totalement différentes. Le tableau 25 résume les teneurs

moyennes en 16 HAP des terres G1 et G2 en début et fin d'essai.

Si une diminution de la teneur en HAP des terres est enregistrée, aucun paramétre ne nous

permet d'expliquer clairement les modalités de cette évolution : biodégradation, volatilisation

ou passage vers un état non extractible.

L'intensité moyenne de la dissipation est élevée. Il existe cependant de bonnes corrélations

entre les taux de dissipation apparents enregistrés et I’affinité des matiéres organiques du sol

pour les molécules considérées, affinité caractérisée par le log Koc. (r* = 0,753 pour G1 et 1* =

0,705 pour G2).

Tableau 25: Teneur en HAP (mg kg™") des terres des lysimétres en début et fin de traitement.

Terre G1 Terre G2

Début essai Fin essai Début essai Fin essai
Naphtaléne 18,9 £6,0 52+0,6 20,4 £3.4 53+1,5
Acénaphtyléne 11,3+3,6 1,4+0,2 28,9+34 1,1+£1,2
Acénaphténe 10,1 £1,1 29+1,4 22,8+2,6 0,2+0,4
Fluoréne 27,5+ 16,5 4,4+1,2 85,1+ 38,1 4,8+0,9
Phénanthréne 86,2+ 13,0 232+5,0 280,9 +24,7 17,5+£2,0
Anthracéne 29,5+3,1 11,3+2,1 97,4 +6,7 13,9+£3,1
Fluoranthéne 148,1 £ 13,7 823+11,4 237,3+£26,5 82,0+6,7
Pyréne 127,7+5,6 56,6 +7,9 188,1 +20,9 64,6 + 8,0
Benzo[a]anthracéne 70,8 £ 2,6 37,5+4,8 101,5+£6,6 329+11,6
Chryséne 55,077 354+39 78,7+9,0 422 +45
Benzo[b]fluoranthéne 65,5+ 10,4 47,7+4.4 75,8 6,5 62,8 +4,5
Benzo[k]fluoranthéne 53,1+11,2 47,7+5,8 65,7+ 8,0 67,5+6,1
Benzo[a]pyréne 61,0+ 13,4 59,9+5,1 65,3+8,9 83,9+6,1
Indéno[123-cd]pyrene 31,7+ 84 26,0 + 5,1 28,9+ 3,6 28,6 +2.4
Benzo[ghi]péryléne 34,0+ 8,2 0,4+3,5 32,5+9,3 41,1+6,5
Dibenz[ah]anthracéne 11,7+4.,5 7,1+£22 13,4£6,6 74+1,6
TOTAL 842,1 £ 129,0 449,0 + 64,6 1422,7 +184,8 555,8 + 67,1
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* Dissipation

Durant les 6 premiers mois de I’expérience, I'intensité de.la dissipation, qui est calculée &
partir de la fraction extractible au solvant, est élevée. Ce résultat semble donc en désaccord
apparent avec ceux obtenus sur la terre d’AUG en conditions contrdlées pendant 6 mois.
L’intensité de la dissipation diminue quand le poids de la molécule et le coefficient Koc,
mesurant 1’affinité de la molécule pour les matiéres organiques, augmentent ce qui, a la
variabilité due aux différences chimiques des molécules prés, correspond & un poids
moléculaire croissant. Cette corrélation suggére, par rapport au modele tri-compartimental,
que la dissipation enregistrée correspond a la désorption/dissipation progressive d’une
fraction mobilisable, bien que 1’on ait précédemment émis comme hypothese que le carbone
(HAP) dans les terres d’AUG était stable, du moins sur 6 mois. Comme les terres utilisées
pour les lysimétres ne sont pas différentes de celles utilisées lors des tests en vases de
végétation, il semble donc qu’en conditions naturelles et avant que la plante ait un réel effet,
des HAP aient été mobilisables ou soient devenus mobilisables, sans qu’alors la cause en soit

entrevue.

Afin d’affiner ces résultats, et bien qu'aucun effet plante n'ait été¢ mis en évidence a quelque
moment que ce soit, il serait donc intéressant de caractériser les différents compartiments de
carbone présents dans le dispositif (stock dii aux goudrons, stock dit a la plante sous forme

d’exsudats) et leur I'évolution (degré d'humification, réactivité,...) au cours du temps.

* Hétérogénéité du matériau

L'hétérogénéité des matériaux employés pour le dispositif pilote est grande car les terres ont
été utilisées brutes d'excavation. Cette hétérogénéité se traduit par des écart-types importants
sur les dosages des teneurs en HAP. En conséquence, si les effets que I'on cherchait & mettre
en évidence, en particulier l'effet plante, n'excédent pas cette variabilité intrinséque,
globalement ils ne seront pas mis en évidence.

La multiplication des répétitions ou l'utilisation de dispositifs de petite taille, dans lesquels le
matériau a été homogénéisé, n'ont pas permis de mettre en évidence d'effet significatif de la
présence de plante, ni de diminuer la variabilité dans les analyses. Cette variabilité n'est pas
due au protocole analytique puisque celui-ci a été validé, mais a la nature de la contamination
des terres d'ancienne usine a gaz.

Celle-ci n'est pas homogéne dans le sol mais est principalement véhiculée par de multiples

pépites goudronneuses. Ainsi, lors de la constitution des échantillons a analyser, la présence
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d'une pépite en plus ou en moins peut avoir de grandes conséquences sur l'analyse finale.
Certaines pépites sont en effet suspectées pouvoir contenir des HAP pratiquement purs
(Blumer, 1975).

Malheureusement on ne peut s'affranchir de cette variabilité car on ne peut ni multiplier les
répétitions, car alors on limite le nombre de modalités pouvant étre testées, ni augmenter la
taille des échantillons a l'infini, car le cofit d'analyse devient prohibitif. Une alternative a ce
probléme est donc I'emploi de systémes artificiellement contaminés, et artificiellement vieillis
si nécessaire. Dans ces systémes, la contamination de départ est connue et I'hétérogénéité
limitée.

* Temps d’expérience et équilibres entre compartiments

L'opposition des résultats obtenus sur le terrain (30 ans) et en laboratoire (6-30 mois) conduit
a envisager l'influence du temps sur les processus de dégradation/dissipation, c’est & dire par
conséquent sur les équilibres de notre modéle tri-compartimental conduisant au passage des
HAP d’un état stable vers un état disponible. La question qui se pose est de savoir si l'effet
éventuel de la plante ne se fait alors qu’a plus long terme, par la somme d'effets non mis en
évidence a l'échelle d'une ou deux saisons de végétation. En effet, les processus d'évolution
des mati¢res organiques, de I'humification, sont des processus lents. Des expériences de
longue durée doivent donc étre envisagées dans ce sens, de maniére & caractériser 1'évolution
de la teneur en HAP au cours du temps en systéme planté ou non. Rien ne garantit, en effet,
qu'un systéme qui a évolué pendant 20 ans et qui est "apparemment" stable sur des temps
d'étude courts, n'évolue pas lentement pendant les 10 années suivantes. De telles expériences,
par leur contribution & la compréhension des interactions sol-plante-polluant, pourraient
déboucher sur l'identification de facteurs clés de l'évolution des HAP dans le sol, donc
potentiellement sur des outils permettant de stimuler cette évolution. Dans ce cadre,
I'utilisation de systémes artificiellement contaminés devra étre envisagée, afin de simplifier le

systeme.

5. CONCLUSIONS

Ce chapitre a présenté les résultats obtenus lors d'expériences de dissipation des HAP d'un sol
en conditions naturelles et en conditions contrdlées. Les résultats ont été interprétés grace a un
modele dans lesquels les HAP se répartissent dans 3 compartiments en interaction, de
biodisponibilité décroissante : la phase aqueuse, la phase adsorbée mobilisable et la phase

adsorbée résistante,

159



Chapitre 3 : Dissipation des HAP dans différents sols- Approche modélisée

Suite & un apport de HAP purs dans une terre agricole, une diminution rapide (20 jours) puis
lente de la teneur de la terre en HAP extractibles est observée en conditions contrélées sur 6
mois. Cette diminution peut étre expliquée par la dissipation des HAP qui n’ont pas migré
vers la fraction résistante du polluant, fraction qui a pu é&tre mise en évidence apres
déstructuration des matiéres organiques. Dans la terre d’AUG utilisée dans les mémes
conditions, aucune diminution n’est observée. Les HAP seraient donc dans ce cas présents
sous forme stable (sur 6 mois). Toutefois, les expériences conduites en colonnes de sol et en
dispositif pilote de lysimétres affinent ces résultats et suggérent que la fraction de HAP
considérée comme stable pourrait étre constituée en réalité d’un ensemble de sous
compartiments plus ou moins résistants, et dont certains seraient mobilisables dans certaines
conditions.

Que ce soit sur le court ou le long terme et en conditions naturelles ou contrdlées, malgré une
optimisation des conditions, aucun effet plante n'a été¢ mis évidence, a part sur la teneur en
HAP des niveaux de profondeur sur un dispositif de colonnes de sol. Ce résultat concerne les
HAP peu biodisponibles des terres d'ancienne usine a gaz comme les HAP apportés purs dans

une terre agricole.

Au niveau du dispositif pilote, il semble par ailleurs que, dans certaines conditions, la
présence de plantes entraine le transport de HAP par les eaux de percolation avec des

concentrations supérieures aux systémes non plantés.

En résumé, nos résultats montrent que dans les conditions testées, la rhizosphére ne semble
pas efficace pour dissiper et/ou dégrader les HAP de maniére mesurable. Si une forte
diminution de la teneur en HAP a été enregistrée sur un délai satisfaisant pour un
biotraitement (6 mois), les mécanismes n'en ont pas été €lucidés et la plante n'a présenté
aucun effet notable sur toute la durée de l'expérience. Au dela de la simple recherche d'une
méthode efficace de traitement applicable aux terres d'ancienne usine a gaz, nos travaux
appellent donc de nombreuses expériences complémentaires visant & caractériser la

dynamique des polluants dans le systéme sol-plante.
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Conclusion générale

L’utilisation des végétaux et de leur microflore associée, ou phytoremédiation, a été depuis
longtemps étudiée pour le traitement des terres contaminées par les métaux ou par les
composés organiques. Des études récentes, comme celle d’Aprill & Sims (1990), conduites
sur divers produits organiques dont les HAP, ont contribué & souligner I’'intérét de I’utilisation
de plantes pour stimuler les processus de biodégradation dans la rhizosphere.

Ainsi, le présent travail a été réalisé afin d’étudier la possibilité d’utiliser la phytoremédiation
pour dépolluer des terres de friche industrielle contaminées par des HAP. Au cours de ces
études, nous avons essayé de mettre en parallele les renseignements apportés par 1’utilisation
de systémes simplifiés, contaminés par des produits purs, et ceux obtenus avec les terres
d’ancienne usine a gaz, constituant une pollution complexe. Nous avons par ailleurs travaillé
a différentes échelles, de la boite de Pétri jusqu’a la micro-parcelle (dispositif pilote). De cette
manifre, nous sommes passés progressivement d’un essai d’acquisition de connaissances
fondamentales, & I’application pratique en conditions représentatives de celles du terrain.
Outre la variété des matériaux employés (la terre, le goudron, les produits purs) et la variété
des dispositifs, nous avons de plus introduit une variabilit¢ au niveau du temps. Nos
expériences ont ainsi été conduites a 1’aide de tests d’une durée inférieure a un mois, pour
I’étude des parametres caractérisant la croissance des végétaux, ainsi que de tests allant de 6
mois a 2,5 ans pour I’étude des processus de phytodégradation.

La premiére partie de ce travail a permis de préciser les relations entre la présence d’une
contamination et le développement des végétaux. Nos premiéres observations montrent que
les végétaux, tant cultivés que sauvages, tolérent des niveaux relativement élevés de
contamination. Ces résultats sont en accord avec I’identification d’une flore nombreuse et
variée dans des zones parfois trés contaminées des sites d’anciennes usines a gaz. Cette
tolérance conduit a I'implantation et au développement jusqu’a maturité de nombreuses
especes.

Toutefois, il apparait que le développement racinaire et aérien de la majorité de ces espéces
est perturbé en présence des terres d’anciennes usines a gaz excavées de profondeur, ainsi que
de goudrons. Les tests de développement du végétal conduits en laboratoire montrent que
cette phytotoxicité est due a des molécules volatiles de type BTX en particulier et non aux

HAP, qui, a I’exception du naphtaléne, ne sont pas phytotoxiques.
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Les processus de vieillissement du sol, conduisant & la dégradation et/ou au lessivage de
molécules volatiles toxiques, permettent de lever la phytotoxicité des terres. On explique
ainsi, que sur les sites d’anciennes usines a gaz, la flore se développe méme en présence de
goudrons quasi purs, sans laisser paraitre de signes visibles de phytotoxicité. Si ces processus,
inclus sous le terme d’atténuation naturelle ou de «vieillissement», expliquent la colonisation
des sites par la flore ubiquiste des champs, foréts et talus, il est vraisemblable que
I’implantation de végétaux pour traiter les terres excavées chargées en produits volatils doive
passer par une phase de prétraitement pour diminuer leur phytotoxicité.

D’autre part, I’étude du développement racinaire en fonction de la contamination en HAP des
terres et de sa localisation montre une modification de I’architecture de la plante. En effet bien
que la construction du systéme racinaire ne soit pas anarchique, la morphologie des racines,
leur trés faible diamétre en particulier, laisse penser qu’il s’agit d’un effet soit de
phytotoxicité, soit d’une stimulation du développement induite par des modifications
vraisemblablement au niveau de la balance entre hormones végétales. Parali¢lement, si la
masse racinaire produite augmente, la biomasse aérienne diminue en présence de terre
d’AUG. Ces observations montrent que le fonctionnement de la plante est modifié sur ces
terres, puisque vraisemblablement, la majorité de I’énergie et des assimilats produits par la
plante sont utilisés pour I’édification du systéme racinaire au détriment des feuilles.
Cependant, a ce stade des recherches, nous ne pouvons indiquer quelles sont les raisons de ces
modifications morphologiques et leurs conséquences physiologiques sur I’activité de la
racine, tant en présence qu’en absence de HAP.

Cette étude a aussi permis de montrer que les racines « €évitent » les zones trés contaminées au
profit des zones peu ou pas contaminées. Comme nous ne pouvons relier cette observation a
une différence des propriétés structurales des terres, il est vraisemblable que cet évitement
constitue une réaction spécifique aux matériaux contaminés. Cette observation est
apparemment en désaccord apparent avec ce que I’on peut observer sur site, car des racines se
développant dans des couches goudronneuses, voire dans du goudron pur, y ont été observées.
Nous n’avons toutefois pas pu caractériser les systemes racinaires des espéces présentes. En
effet, I’hétérogénéité des matériaux constituant les sols des sites est un facteur suffisant pour
induire une prolifération des racines, sans que la toxicité des matériaux soit mise en jeu.

Ces études sur le développement des végétaux nous ont conduit & utiliser des critéres
agronomiques, plutdt que des critéres liés au niveau de tolérance a la contamination, pour le
choix des espéces a implanter lors de la mise en place d’un traitement des terres par

phytoremédiation. Les principaux criteres retenus ont été la rusticité et la pérennité, la densité
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et la profondeur maximale atteinte par le systéme racinaire, afin d’assurer la colonisation
maximum des terres et de limiter les cofts de I’itinéraire technique. Ces critéres nous ont donc
conduits a sélectionner des graminées rustiques, ainsi que des légumineuses, pour leur faibles
exigences notamment en termes de fertilisants.

Ces espéces, les graminées en particulier, ont été utilisées pour étudier le devenir des HAP
dans le systéme sol-plante. Nos travaux ont permis de montrer que la phytoextraction est un
phénoméne négligeable, en particulier & partir du sol, par rapport au niveau de contamination
du substrat. Etant donné que la plante extrait peu de HAP et que ceux-ci, une fois transférés
sont, au vu des données bibliographiques, soit métabolisés soit incorporés dans les tissus
aprés modification, il pourrait étre envisagé d’utiliser la masse végétale produite comme
apport de matiére organique au sol, afin d’alimenter le processus d’humification et le niveau

de fertilité des terres.

L’évolution de la teneur en HAP des terres, lors des études de dissipation conduites tant en
vases de végétation qu’en systéme pilote, peut étre modélisée en considérant que les HAP
sont présents dans les terres dans trois compartiments : un compartiment contenant des HAP
labiles, rapidement dissipés, un compartiment contenant des HAP peu disponibles et un
compartiment contenant des HAP non extractibles. Les HAP évoluent ainsi selon les mémes
processus que ’ensemble des mati¢res organiques du sol, d’un état disponible vers un état
non disponible. Les résultats obtenus avec des produits purs illustrent parfaitement ce schéma
a trois compartiments et les équilibres qui s’instaurent entre eux. Nous avons ainsi mis en
évidence une phase de diminution rapide de la teneur en HAP, assimilée a la dissipation de la
fraction disponible, suivie d’une phase lente de dissipation, assimilée a la désorption suivie de
dissipation d’une fraction ayant migré dans des sites peu accessibles au sein des constituants
du sol. La fraction de HAP résiduelle contient ainsi pour partie des HAP peu disponibles et
pour partie des HAP incorporés aux matiéres organiques.

Au niveau de la terre d’AUG, I’absence d’évolution de la teneur en HAP constatée au cours
de 6 mois d’expérience, laisse penser que les HAP présents ne sont pas disponibles ni
extractibles. En conditions non limitantes pour le développement des racines, toutefois, on
peut observer une diminution de la teneur en HAP des terres de profondeur, en particulier en
présence de plantes. Ces observations sont apparemment explicables par une modification de
la réactivité des terres vis a vis des HAP en cours d’expérience. Ce résultat assez original
suggere que les relations plante-cycle des matiéres organiques dans le sol est un facteur clé du

devenir des polluants, puisque les modifications sont plus sensibles en présence de plantes.
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Au niveau du dispositif pilote, placé en conditions naturelles, nous avons observé une forte
diminution de la teneur en HAP des terres pendant 6 mois, ce qui est apparemment en
désaccord avec les résultats obtenus en vases de végétation. Cette observation pourrait étre la
conséquence des opérations de manutention des terres. En effet, celles-ci ont conduit d’une
part, 4 ’augmentation de leur porosité et, d’autre part, 4 une augmentation de la surface de
contact sol-eau, au niveau de laquelle a lieu la désorption. Ces modifications auraient alors
permis a une partie de la fraction dite « résistante » de passer dans un compartiment plus
disponible. La stabilité du systéme aprés ces six mois rejoint alors les résultats obtenus pour
des dispositifs optimisés.

Que ce soit en conditions optimisées et en vases de végétation de faible volume, ou en
conditions de terrain, et quelle que soit la durée considérée, aucun effet mesurable de la plante
sur la diminution de la teneur en HAP des terres d’AUG n’a pu étre mise en évidence. Ce
résultat suggére que la plante n’agit par sur les différents compartiments du polluant dans les
sols, du moins dans les délais expérimentaux utilisés. De plus, contrairement aux études
existantes, nous n’avons pas pu mettre en évidence, dans nos conditions expérimentales,
d’effet de la plante sur des HAP purs apportés au sol. Des études complémentaires, visant a
étudier la qualité des différents stocks de matiére organique dans le sol, et leur évolution

permettrait peut-étre d’apporter certaines réponses.

Dans le cadre plus général de la compréhension des relations plante-sol-polluant-micro-
organismes, I’étude de la phytoremédiation doit &tre poursuivie. De plus, il n’est pas
impossible que sur un pas de temps plus long, cette technique ne se révele pas efficace pour
traiter les terres contaminées par les HAP. Si nous n’avons pas pu mesurer d’effet de la plante
sur la teneur en HAP, c’est que ceux-ci étaient discrets et n’excédaient pas la variabilité
analytique sur 1’évaluation des teneurs en HAP, due a ’hétérogénéité de la contamination des
matériaux. On ne peut malheureusement pas s’affranchir de cette variabilité. Par conséquent ,
il est possible qu’a terme, par le cumul d’effet significatifs non mesurables, on mette en
évidence un effet de la plante. Il est également probable, outre la nature du substrat, que la
durée des tests ait été un facteur limitant. Il faut par conséquent envisager de poursuivre les
études en dispositif pilote sur le long terme.

De nombreuses interrogations demeurent quant a la relation plante-polluant et plus finement
quant a la physiologie de la plante et ses modifications éventuelles en présence de pollution.
L’état de fonctionnement des plantes dont le systéme racinaire est modifié en présence de

polluant reste en particulier & discuter.
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Les questions posées ont également trait aux processus du devenir des HAP dans les terres.
L’absence de données bibliographiques relatives aux HAP ou la présence de données
contradictoires, nous a en effet souvent amenés a utiliser les nombreuses données existantes
quant au devenir des pesticides dans le sol, en tenant évidemment compte du fait de la nature
hydrophobe et stable de la molécule. Ce type de raisonnement s’est avéré en général positif.
Nous avons ainsi considéré que les HAP pourraient se comporter de maniére analogue aux
pesticides vis & vis de la matiére organique d’un sol agricole. Au niveau du sol d’ancienne
usine a gaz, la matiére organique est en partie constituée de macro-molécules du type résines
et asphalténes, provenant du goudron. Certaines données existantes suggérent que ce type de
matrice hydrocarbonée, dont la structure reste hypothétique, pourraient avoir un
comportement proche de celui des macro-molécules humiques. Certains comportements
cependant, comme I’absence de relargage des résidus liés, montrent les limites de ce
raisonnement. Par conséquent, des études complémentaires seront nécessaires afin de
comprendre I’influence de la plante sur les mécanismes d’humification, sur le cycle global du
carbone dans le sol, sur la microflore et sa capacité a dégrader les HAP. Ces études pourraient
alors déboucher sur la mise en évidence des facteurs permettant d’intervenir au niveau de ces

divers processus.
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ANNEXE : Tableau des espéces végétales identifiées sur les sites d’AUG

Famille Nom frangais Nom latin Caractéres
Acérinées Erable sycomore Acer Pseudo-platanus
Balsaminacées Impatient-ne-me- Impatiens noli-tangere  Sols argileux, & l'ombre et versants
touchez-pas caillouteux
Bétulacées Bouleau Betula
Boraginacées Vipérine commune Echium vulgare Remblais de chemin de fer et décombres,
sols caillouteux
Myosotis Mpyosotis Sols argileux, 1égérement calcifuge
Brassicacées Diplotaxis a feuilles Diplotaxis tenuifolia  Cailloutis, décombres et terres incultes, sols
ténues calcaires
Moutarde des champs Sinapis arvensis Champs et décombres; sols calcaires et
riches
Sysimbre officinal Sysimbrium officinale Chemins, décombres et remblais, murs et
ruines, indicateur d'azote
Caryophyllacées Siléne dioique Silene dioica Sols riches en substances nutritives et
humides, nitrophile
Chenopodiacées Chénopode hybride =~ Chenopodium hybridum
Chénopode des murs Chenopodium murale
Composées Anthemis Anthemis Mauvaise herbe des champs et chemuins,
, sols azotés et acides
Armoise commune Artemisia vulgaris Chemins, remblais de chemin de fer,

Cirse des champs

Vergerette annuelle
Erigéron du Canada

Matricaire perforée

Sénegon vulgaire

Laiteron maraicher

Laiteron rude

Tanaisie commune

Cirsum arvensis

Erigeron annuus
Erigeron canadensis

Matricaria inodora

Senecio vulgaris

Sonchus oleraceus

Sonchus asper

Tanacetum vulgare

179

décombres, nitrophile

Mauvaise herbe des champs et décombres,
Sols argileux et profonds

Espéce pionniére

Chemins et décombres, rarement remblais,
nitrophile

Mauvaise herbe des champs et décombres,
nitrophile

Champs, chemins, décombres; nitrophile,
sols riches

Chemins, remblais de chemin de fer et
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décombres, sols argileux , riches

Pissenlit Taraxacum Décombres, nitrophile
Crassulacées Sedum dcre Sedum acrum
Sedum blanc Sedum album
Equisétacées Préle des marais Equisetum palustre
Fagacées Chéne Rouvre Quercus robur
Géraniacées Géranjum de Robert Geranium robertianum Foréts, éboulis, murs, sols humides,
nitrophile
Graminées Brome Bromus
Chiendent pied-de-poule Cynodon dactylon
Digitaire sanguine Digitaria sanguinalis
Fétuque rouge Festuca rubra
Péaturin annuel Poa annua
Vulpie queue de rat Vulpia myuros
Hypéricinées Millepertuis perforé Hypericum perforatum  Sols différents
Labiacées Brunelle commune Brunella vulgaris
Hysope officinal Hysopus officinalis
Loganiacées Buddleia Buddleia davidii Sols caillouteux, murs; rustique
Ombelliféres Carotte sauvage Daucus carota Prés, chemins, décombres
Onagrariées Epilobe perforée Epilobium perforatum
Epilobe a quatre angles  Epilobium angustifolium
Onagre bisannuelle Oenothera biennis ~ Remblais et décombres
Papavéracées Coquelicot Papaver Rhoeas Mauvaise herbe des champs, décombres,
sols riches en substances nutritives, sols
calcaires
Papilionacées Mélilot blanc Melilotus alba Sols argileux, caillouteux et azotés;
remblais et décombres
Tréfle des champs Trifolium campestre  Terrains sablonneux, calcifuge
Vesce jarosse Vicia cracca
Plantaginacées Plantain lancéolé Plantago lanceolata  Bords de chemin et décombres, sols
sablonneux et riches
Polygonacées Renouée persicaire Polygonum persicaria  Champs et décombres, bords de rues et
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sentiers, nitrophile
Renonculacées  Clématite vigne-blanche Clematis Vitalba Sols calcaires et azotés
Potentille rampante Potentilla reptans
Résédacées Réséda jaune Reseda luteola Remblais, décombres; sols riches et
sablonneux
Rosacées Aubépine épineuse Crataegus oxyacantha  Foréts, décombres, plateaux r@illeux, sols
calcaires
Fraisier Fragaria
Benoite commune Geum urbanum Décharges, chemin, sols azotés et humides
Ronces Rubus
Ronce commune Rubus fructicosus
Rubiacées Gaillet gratteron Galium aparine Champs et décombres; sols argileux,
hum'ic.les, riches en azote et en substances
nutritives
Salicinées Peuplier Populus Tremula
Scrofullariacées  Scrofulaire Scorodoine  Scrofularia Scorodonia
Solanacées Morelle douce-amére Solanum Dulcamara  Murs et décombres, sols argileux et azotés
Morelle noire Solanum nigrum
Urticacées Ortie dioique Urtica dioica Décombres, indicateur d'azote et d'humidité
Verbascées Bouillon blanc Verbascum Thapsus | Décharges, remblais, chemins; sols légers,

azotés, caillouteux, contient saponines et
mucilages
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Résumé

Dans le cadre de la réhabilitation des sols contaminés par les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP) comme les sols d’ancienne usine a gaz (AUG), I'utilisation de plantes et de
leur microflore associée pour diminuer la concentration des polluants, a été étudiée selon trois axes.
Tout d’abord, I’effet de différentes matrices contaminées par des HAP sur la germination, la
croissance et le développement racinaire de diverses espéces a été examiné grdce a des tests
culturaux de courte durée. Dans un second temps, le transfert de HAP vers les parties aériennes a
été évalué a ’aide de marqueurs biologiques. Enfin, la dissipation des HAP dans la rhizosphére a
été étudiée en dispositifs expérimentaux allant des vases de végétation placés en conditions
controlées a un dispositif pilote de micro-parcelles en conditions climatiques naturelles. Les
diverses especes végétales tolérent des niveaux de contamination élevés. La sensibilité des plantes
aux terres d’ancienne usine a gaz dépend principalement de la présence de composés volatiles. Le
vieillissement des terres diminue la phytotoxicité et permet le développement du couvert végétal.
Toutefois, des modifications morphologiques et physiologiques sont mises en évidence au niveau
du systéme racinaire et des parties aériennes. L’intensité du transfert de HAP, trés limité a partir du
sol, est inversement proportionnelle au poids moléculaire de la molécule et a I’age de la plante.
L’évolution de la teneur en HAP dans les divers dispositifs peut étre modélisée a partir de 3
compartiments dans lesquels sont répartis qualitativement les polluants : compartiments labile,
relativement résistant et trés résistant. Sur une ou plusieurs saisons de végétation, quelles que soient
les conditions, la plante n’a pas eu d’effet mesurable sur la diminution de la teneur en HAP. Cet
effet n’est vraisemblablement pas mesurable parce qu’il n’excede pas la variabilité analytique due a
I’hétérogénéité des matériaux considérés.

Phytoremediation applied to the treatment of polycyclic aromatic hydrocarbons-
contaminated soils

This works deals with the general goal of soil remediation, with the example of former
manufactured gas plant (MGP) soils. The use of green plants and their associated microflora to
decrease the pollutant content of contaminated soils, was studied through 3 different topics. Firstly,
the impact of various PAH-contaminated matrices on the germination, growth and root
development of different plant species was studied with the help of rapid growth tests. Secondly,
PAHs translocation to aerial parts was analysed with the help of biological markers. Then, PAHs
dissipation in the rhizosphere of plants was investigated with the help of various experimental
apparatus, from pots used in controlled parameters to an outdoor experiment of lysimeters. Plants
tolerate high levels of soil contamination. Sensibility of growth parameters to MGP soils depends of
the presence of phytotoxic volatile compounds. These compounds are dissipated during aging of
soils, allowing the development of vegetation. Besides, morphological and physiological changes
appear on the root and aerial parts of the plants in the presence of contamination. The uptake of
PAH by plants decreases with the increase of both molecular weight of the molecule and the age of
the plant Uptake of PAH is highly limited by th presence of soil constituents. The dissipation of
PAHs in the rhizosphere can be modelized through the existence of 3 organic compartments, in
which PAHs are distributed : labile, moderately resistant and highly resistant compartment.
Whatever the conditions or the number of growth periods considered, plants didn’t exhibit = any
measurable effect on the decrease of PAHs. This lack of measurable effect is probably a
consequence of analytical variability on PAHs content analysis, due to soil heterogeneity.

Discipline : Sciences Agronomiques
Mots-clés : hydrocarbures, aromatiques polycycliques-phytoremediation-rhizosphére-
relations sol/plante/microorganismes-sites d’ancienne usine a gaz
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