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Introduction

Depuis toute petite jai eu l'occasion de trainer dans le laboratoire ou officiait mon pere,
fascinée de le voir étirer du verre pour sceller des tubes ou utiliser une boite a gants et des
balances de précision dont le nombre de décimales me donnait le tournis. Ma curiosité
naturelle, ce go(t inné (ou acquis ?) pour la chimie m’ont alors tout naturellement conduite,
guelques années plus tard, vers une formation d’ingénieur en chimie (génie chimique pour étre
précis) a I'Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques a Nancy. Mais les métiers de
chercheurs et d’ingénieurs bien que proches sont bien distincts avec leurs spécificités propres.
Encore incertaine sur mes aptitudes pour l'une ou l'autre voie, je décidais de poursuivre ma
formation par et pour la recherche avec un doctorat en génie des procédés sur une thématique
industrielle de traitement de I’eau par un procédé d’adsorption, en partenariat étroit avec deux
sociétés privées. Ce travail exigeant du doctorat, qui se doit d’étre scientifiquement rigoureux, a
été alors complété par une interaction étroite avec le monde privé et ses exigences de
rendement, d’efficacité et d’obligation de résultat. Cette interaction entre les mondes privés et
académiques a été une des richesses du travail produit a I'’époque et a été a titre personnel trés
formatrice. Elle m’a également permis de voir que mon cceur et mon esprit étaient beaucoup
plus tournés vers le monde académique. Forte de mon doctorat en génie des procédés soutenu
a I'automne 2001, j’ai eu I'opportunité de postuler et d’étre recrutée a I'INRA dés I'été 2002
pour y développer des recherches sur le « devenir des micropolluants organiques xénobiotiques
(HAP, PCB) dans les systémes sols-plante ». Evidemment, ¢’était plonger dans le monde inconnu
de I'agronomie et de la science du sol, tout en sachant que la chimie s’applique aussi dans ces
domaines et les défis m’ont toujours motivée !

La problématique environnementale entourant les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) a émergé il y a prés d’une trentaine d’années. Connus depuis longtemps, ces composés
ont toujours été présents dans I’'environnement, apportés par des phénomenes naturels liés a la
combustion incompléte de matieres carbonées (feux de forét, éruptions volcaniques), associés
aux matieres organiques fossiles, ou synthétisés en petites quantités par des processus
biologiques au sein des plantes ou chez quelques organismes. Toutefois le développement des
activités industrielles liées a I'exploitation des matiéres organiques fossiles a amené a une trés
forte augmentation des teneurs de ces composés dans I'environnement, en particulier sur ou a
proximité des sites industriels. Les activités liées au transport, moins localisées, mais tout aussi
génératrices de polluants, ont elles aussi contribué a la dissémination de ces composés
largement présents aujourd’hui dans tous les compartiments de I'environnement.

La communauté scientifique s’est emparée de cette thématique au début des années 90 et les
travaux associés a ces molécules se sont multipliés pour atteindre plus de 5000 articles en 2015
dont plus de 600 associés a la problématique des sols pollués’. En effet, parmi les
compartiments de I'environnement les plus concernés, le sol apparait comme un milieu
particulier, qui stocke jusqu’a 90 % de ces molécules et intervenant a ce titre comme source
secondaire au sein des écosystemes [158]. Il convient dés lors de s’intéresser plus
spécifiquement a ce compartiment pour voir de quelle maniere les HAP qu’il contient peuvent
étre transférés vers d’autres compartiments (eaux souterraine ou superficielle, faune, plantes),
étre dissipés ou au contraire s’accumuler. Les questions de recherche finalisées qui émergent
alors sont liées aux risques que représentent ces polluants pour 'Homme, et I'environnement
mais aussi aux approches de remédiation envisageables pour limiter les possibles effets

! nombre d’articles a comité de lecture référencés dans la base Web of Science® pour I'année 2015 sous
les mots clés respectifs de « PAH » et « PAH + soil », date de consultation le 23 mars 2016.



INTRODUCTION

déléteres, en particulier celles basées sur la nature (« Nature-based solutions » ou NBS) comme
la phytoremédiation.

Ce mémoire présente de maniére synthétique les réponses que je souhaite apporter a cette
problématique. Dans un premier chapitre des éléments bibliographiques seront présentés
permettant d’aboutir a une définition plus fine des questions de recherche développées dans
les chapitres suivants. Le chapitre 2 décrira plus en détail les systemes « sols industriels »
auxquels je me suis intéressée pour mettre en lumiere leurs spécificités, en particulier en
termes de nature des matieres organiques et de disponibilité des HAP. Le chapitre 3 explorera
de maniére dédiée la phytoremédiation comme procédé de décontamination des sols pollués
aux HAP pour en montrer a la fois les potentialités et les limites. Le chapitre 4 développera I'une
d’entre elles en s’intéressant plus spécifiguement aux interactions entre plantes et HAP. Ces
résultats seront alors résumés dans un dernier chapitre qui proposera une réflexion sur les
futures voies de recherche a conduire.



Chapitre 1. Synthése bibliographique

Ce chapitre n’a pas pour ambition de présenter de maniere exhaustive toute la littérature
disponible sur les HAP et les problématiques liées a leur présence dans les sols. De nombreux
articles de synthese et chapitres d’ouvrages traitent de cette question au travers de ses
différents aspects. Srogi [142] fait un état des lieux assez complet de leur présence dans les
différents compartiments de I'environnement : végétaux (y compris a vocation alimentaire),
eaux, air (intérieur ou extérieur). Des travaux plus anciens [50] mettaient déja en avant
I'ubiquité de ces molécules et en particulier leur présence dans les végétaux. Sur les aspects
plus directement en lien avec les problématiques de remédiation, Mahanty et al. [94] ou Gan et
al. [55] présentent les différentes approches utilisables pour gérer les sites et sols pollués. Si les
techniques physico-chimiques présentent une trés bonne efficacité les approches biologiques, a
priori plus respectueuses de I'environnement et considérées comme moins onéreuses, sont de
plus en plus mises en avant. S’appuyant sur le potentiel de biodégradabilité de ces molécules
organiques [66], les techniques de bioremédiation se sont développées [98] avec I'atténuation
naturelle [130, 132] et la phytoremédiation [65, 96, 135] qui constituent aujourd’hui les deux
principales voies envisagées.

Les paragraphes qui vont suivre visent a rappeler les principaux éléments de compréhension qui
président au devenir des HAP dans les sols industriels, tout en soulignant la spécificité de ces
milieux tant du point de vue de la nature de la contamination que de leurs caractéristiques par
rapport aux sols naturels ou agricoles.

1. Vous avez dit HAP ?

Les HAP sont par définition des hydrocarbures, donc composés uniquement d’atomes de
carbone et d’hydrogéne, et dont la structure renferme au moins deux cycles benzéniques
(polycyclique). L'intérét (justifié) de la communauté scientifique pour ces molécules prend sa
source dans la proposition d’une liste établie conjointement par I’ATSDR (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry) et I'EPA (Environmental Protection Agency) identifiant 100
substances nocives et publiée pour la premiére fois dans le Registre Fédéral américain du 17
avril 1987 (52 FR 12866). Cette premiere liste, fractionnée en quatre groupes, identifie dans un
premier groupe de plus haute priorité, le benzo(a)pyréne, le dibenzo(a,h)anthracéne, le
benzo(a)anthracéne, benzo(b)fluoranthene et le chryséne. Dans le groupe 3, se retrouve le
naphtaléne alors que le phénanthréne et le fluoranthéne sont présents dans le 4. Les ajouts
faits a cette premiere liste dans les années qui ont suivi ont amené a l'identification d’une liste
de 17 composés parmi les centaines de molécules constituant la famille des HAP publiée en
1990 puis révisée en 1995 [7]. La sélection de ces molécules s’est faite sur la base 1) de leur
toxicité, 2) des risques d’expositions pour I'Homme, 3) de leur présence sur les sites
contaminés, 4) des informations disponibles [83]. Aujourd’hui, les différentes réglementations,
en particulier européennes, s’appuient toujours sur cette liste de 16 molécules’, souvent
référencée comme « 16 HAP EPA » pour quantifier les HAP et définir les concentrations
critiques pour les différents compartiments de I'environnement (Tableau 1). Toutefois, ces 16
HAP sont accompagnés de nombreux autres composés analogues, HAP stricts ou substitués par
des hétéroatomes (O, N, S). Ces derniers en particulier, aussi appelés CAP (composés
aromatiques polycycliques)® sont de plus en plus mis en avant en raison de leurs plus fortes
toxicité et mobilité liées a la présence des hétéroatomes [2].

Ye benzo[e]pyrene a été retiré de la liste initiale
2 . .
PAC : polycyclic aromatic compounds



CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Si la liste des « 16 HAP EPA » semble faire autorité, d’autres composés d’intérét ont été
identifiés comme pertinents du fait de leur toxicité et de leur occurrence, en particulier dans les
produits alimentaires. En 2002, le Comité Scientifique en charge de I’Alimentation de la
Commission Européenne a identifié 15 HAP prioritaires par rapport a la santé humaine [136].
Huit d’entre eux sont déja présents dans la liste EPA (BaA, BbF, BkF, BghiP, BaP, CHRY, DahA, IP),
alors que sept autres molécules sont mises en lumiere: benzo[jlfluoranthéne,
cyclopentalcd]pyréne, dibenzo[a,e]-, dibenzo[a,h]-, dibenzo[a,i]-, dibenzo[a,l]pyréne, 5-
methylchryséne. Une seizieme molécule, le benzo[c]fluoréne a été ajoutée en 2006 pour
renseigner les bases de données relevant les teneurs en HAP rencontrées dans les aliments
[160]. Pour les distinguer des 16 HAP EPA, ces molécules ont été regroupées sous la
terminologie 15+1 HAP prioritaires EU (15+1 EU priority PAHs). Toutefois les conclusions du
comité sont alors de ne considérer que le seul BaP comme marqueur de la présence globale de
HAP dans les aliments et les réglementations ne font généralement état que de ce seul composé
[48]. Il n’en reste pas moins que I'immense majorité des travaux conduits sur les HAP s’intéresse
aux 16 HAP de I'US-EPA et que les tentatives actuelles pour faire évoluer cette liste s’orientent
plutot vers l'introduction des CAP que du retrait de certains HAP, qui restent prioritaires [14,
15].

Tableau 1. Principales propriétés des 16 HAP de la liste EPA (d’aprés [93].

Composé Abréviation Formule Nombre Masse molaire LogK,, Solubilité

brute de cycles’ (g mol?) (mg L)
naphtaléne NAP CioHg 2 128,2 3,05 31
acenaphtyléene ACY CioHg 2 152,2 3,78 16,1
acénaphtene ACE CioHqo 2 154,2 3,50 3,8
fluorene FLU CisHyo 2 166,2 3,83 1,9
phénanthréne PHE CisH1o 3 178,2 4,20 1,1
anthracéne ANT CisH1o 3 178,2 4,30 0,045
fluoranthéne FLT CisH1o 3 202,2 4,56 0,26
pyréne PYR CigH1o 4 202,2 4,57 0,132
benzo[a]anthracéne BaA CigH1 4 228,3 5,46 0,011
chrysene CHRY CigHin 4 228,3 5,43 0,002
benzo[b]fluoranthéne BbF CyoH1z 4 252,3 5,80 0,0015
benzo[k]fluoranthéne BkF CyoH1z 4 252,3 5,97 0,0008
benzo[a]pyrene BaP CyoH1z 5 252,3 5,96 0,0038
dibenzo[ag,h]anthracéne DahA CyoHia 5 278,3 6,30 0,0006
benzo[ghi]pérylene BghiP CyoH1pn 5 276,3 6,09 0,00026
indéno[1,2,3-c,d]pyréne IP CyHyp 5 276,3 6,26  0,00019
1.1. POP

Les HAP font partie des polluants organiques persistants (POP), ensemble de polluants
rassemblant des molécules organiques ayant tendance a s’accumuler dans I'environnement du
fait de leur i) faible biodégradabilité, et ii) faible disponibilité souvent imputable a des processus
d’accumulation dans des compartiments (e.g. sorption dans le sol, bioaccumulation dans les

! le nombre affiché tient compte du nombre de cycles benzéniques et non de cycles totaux. Cette
différenciation ameéne a une répartition par nombre de cycles |égerement variable suivant les travaux.
? Dans I'eau  25°C
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fractions lipidiques des organismes). Les HAP sont par nature des molécules hydrophobes dont
la solubilité dans I'eau est tres faible et décroit avec la masse moléculaire du composé
considéré. lls ont alors tendance a se fixer a toute matiere solide pour fuir la phase aqueuse, et
se lient de maniere préférentielle a des matériaux de composition organique telle que la
matiere organique du sol.

1.2. Toxicité

Si ces molécules ont pris une telle importance dans les problématiques environnementales c’est
essentiellement du fait de leur toxicité pour 'Homme et en particulier pour leurs propriétés
cancérigénes (possible ou avérée pour la moitié des 16). Le benzo[a]pyrene est sans doute, a ce
titre, le plus étudié parmi les 16 et le plus suivi car le plus toxique [74]. Cette molécule a été
classée cancérigene pour I’'Homme (groupe 1) par I'lARC (International Agency for Research on
Cancer). Le DahA a été classé 2A (substance probablement cancérogéne), les BaA, BfF, BkF,
CHRY, IP sont quant a eux classé 2B (substance possiblement cancérogéne). Les neufs composés
restants sont actuellement placés dans le groupe 3: substance inclassable quant a sa
cancérogénicité.

Dans l'environnement, toutes ces molécules sont généralement en mélange, dans des
proportions diverses dépendant de la source d’émission et de I'historique d’évolution de la
contamination. La toxicité de ces mélanges peut alors étre évaluée assez classiquement par la
méthode des facteurs d’équivalence toxique (FET) ou « toxic equivalent factors » (TEF) en
utilisant le BaP comme référence [44, 128].

SeIERats

NAP ACY ACE FLU
PHE ANT FLT PYR
BaA CHRY BbF BkF

O

BaP DahA BghiP IP
Figure 1. Formules développées des 16 HAP de la liste US-EPA.

2. La gestion des sols pollués par les HAP

2.1. Etat des lieux

En dehors des apports par les sources naturelles ou diffuses anthropiques par le transport et le
chauffage, la contamination des sols par les HAP est principalement due aux activités
industrielles actuelles ou passées dont le procédé utilise les matieres organiques fossiles. Ce
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sont pour I'essentiel les activités des cokeries et d’usines a gaz et indirectement des usines
sidérurgiques. Suite au déclin de I'industrie lourde du milieu du XX*™ siecle, la plupart de ces
activités sont aujourd’hui arrétées en France, laissant derriére elles des sites lourdement
contaminés a gérer. La base de données BASOL" mise en place par le Ministére de I'Ecologie, du
Développement Durable et de I'Energie (MEDDE) recense aujourd’hui 4759 sites” et sols pollués
(ou potentiellement pollués) appelant une action des pouvoirs publics, a titre préventif ou
curatif. Pour les sites, dont la pollution est constatée (70 % des cas), les contaminations
organiques représentent une forte proportion. Ainsi, 35% des sites sont pollués par des
hydrocarbures (contamination la plus fréquente) et 15 % par les HAP (troisieme pollution la plus
fréquente apres le plomb avec 16 % des sites). Les Régions a fort passé industriel comme la
Lorraine et le Nord-Pas-de-Calais sont particulierement concernées par ces problématiques
(respectivement 181 sur 650 et 112 sur 357 sites sont concernés par les HAP).

2.2. Réglementation

Les modalités de gestion et de réaménagement des sites pollués ont été précisées dans une
note du MEDDE en date du 8 février 2007 [97]. Cette réglementation s’appuie sur le principe de
gestion des risques suivant l'usage et en considérant les potentialités d’action sur les usages et
sur I'état des milieux. Ainsi deux démarches de gestion sont proposées (Figure 2). La démarche
d’interprétation de I'état des milieux (IEM) s’assure de la compatibilité entre usages constatés
et état des milieux. Le plan de gestion est quant a lui mis en ceuvre lorsqu’il est possible d’agir
sur I'état du site (e.g. aménagements, mesures de dépollution) et que les usages peuvent étre
choisis ou adaptés.

Les usages des milieux Les usages peuvent
sont fixés étre choisis
Enjeux : Enjeux :
s’assurer de la compatibilité projet de réhabilitation
état des milieux/usages (e.g. construire des logements sains)
IEM
Interprétation des milieux
N Plan de Gestion

Rétablir la compatibilité
usage/ état des milieux

mesures
simples ?

Si besoin, surveillance Si besoin, surveillance
environnementale et bilan quadriennal environnementale et bilan quadriennal

Figure 2. Démarches de gestion des sites pollués (Annexe 2, note ministérielle du 8 février 2007).

! http://basol.environnement.gouv.fr/home.htm
? Consultation du 30 mai 2013
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L’évaluation des différents scenarii s’effectue avec une évaluation quantitative des risques
sanitaires (EQRS) qui va permettre une analyse des risques résiduels (ARR) afin d’évaluer leur
acceptabilité en fonction de I'usage défini (actuel ou envisagé). La quantification de ces risques
reste délicate car fortement dépendante des modeles utilisés et hypothéses retenues pour
estimer le transfert du polluant depuis sa source jusqu’a la cible (ici 'Homme). Elle est
également évolutive du fait de I'avancée dans I'acquisition de connaissances toxicologiques ou
épidémiologiques. Elle s’appuie, lorsqu’elles sont disponibles, sur les FET et les valeurs
toxicologiques de référence (VTR) [75].

Les outils antérieurs que constituaient les valeurs de définition de source-sol (VDSS) et les
valeurs de constat d'impact pour les sols (VCl-sols) restent des outils intéressants mais a utiliser
dans le cadre de la nouvelle démarche définie en 2007 et présentée plus haut. A titre informatif,
on notera qu’en ce qui concerne les HAP des valeurs ont été définies pour seulement 7
molécules (Tableau 2).

Au niveau européen, on citera également la réglementation néerlandaise, généralement a la
pointe dans le domaine des sites et sols pollués. Les valeurs définies s’appuient sur une
concentration maximale dans les sols non contaminés de 1,5 mg kg™ pour la somme des HAP.
Les niveaux maxima autorisés pour des usages résidentiel et industriel sont respectivement de
6,8 et 40 mg kg'. Cette derniére valeur définit également le seuil d’intervention.

Tableau 2. VDSS et VCl exprimées en mg kg_l MS pour quelques HAP telles que définies dans la
réglementation francaise en 2006 [102].

VDSS VCl sol

Usage Usage

sensible non sensible
benzo[a]anthracéne 7 13,9 252
benzo[k]fluoranthéne 450 900 2520
chrysene 5175 10350 25200
benzo[a]pyréne 3,5 7 25
fluoranthéne 3050 6100 pvl
indéno[1,2,3-c,d]pyréne 8 16,1 252
naphtaléne 23 46 pvl!

2.3. Les différentes techniques de traitement

En dehors de leurs modes d’applications (in situ, sur site ou hors site), les différentes techniques
de traitement des HAP dans les sols se distinguent par la nature des processus mis en ceuvre
pour transformer, déplacer ou détruire les molécules ciblées. Ainsi on distinguera les approches
physiques et chimiques de celles faisant appel a des organismes. Parmi les traitements
physiques, on citera la désorption thermique, efficace et dont la mise en ceuvre peut étre faite
sur site a I'aide d’unités mobiles. Les autres techniques physiques, comme le confinement ou
I’extraction, sont moins spécifiques aux HAP. Les techniques chimiques visent a extraire a I'aide
de solvants ou détruire par des réactions d’oxydation les molécules. Elles peuvent étre menées
in situ. La matftrise du procédé reste alors délicate mais présente I'avantage de ne pas nécessiter
I’excavation des terres, opération trés coliteuse et dommageable pour I'environnement.

Dans le cas de contaminants organiques biodégradables, les techniques biologiques sont
souvent privilégiées car généralement moins onéreuses, garantissant la disparition des
polluants (contrairement a un déplacement). Elles sont aussi qualifiées de plus respectueuses
de I'environnement, en particulier du compartiment sol. Des exemples sont le bioventing, le

1 ..
Pas de valeur limite
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biosparging, les barriéres biologiques, I'atténuation naturelle, les andains, biotertres ou biopiles,
le landfarming, la phytoremédiation. Tous ces procédés, dont la plupart peuvent étre mises en
ceuvre in situ ou sur site, ont pour objectif de favoriser la biodégradation des HAP en apportant
les conditions optimales a I'activité biologique et/ou les organismes dégradants adaptés. lls se
distinguent essentiellement dans la mise en ceuvre technique pour atteindre ces objectifs qui
doit alors tenir compte du contexte spécifique au site (i.e. nature du sol, étendue de la
contamination, concentrations des polluants, présence de souches dégradantes etc.).

3. Bioremédiation, phytoremédiation, atténuation naturelle

3.1. Biodégradabilité

La biodégradabilité des HAP ne pose plus question, méme pour les molécules de plus haut poids
moléculaire, réputées réfractaires. En effet, les populations bactériennes et fongiques du sol
renferment généralement des souches adaptées a leur dégradation lorsque la contamination
est déja ancienne [34, 77]. La biodiversité naturellement présente dans les sols offre de
multiples voies de dégradation pour lesquelles le polluant peut étre utilisé comme seule source
carbonée ou en combinaison avec d’autres molécules dans des stratégies de co-métabolisation
[19, 66].

3.2. La rhizosphére : un bioréacteur solaire efficace

Définie par Hiltner en 1904, la rhizosphere est le volume de sol sous l'influence des racines,
caractérisé par une activité microbienne élevée (« effet rhizosphére »). Elle se distingue du sol
global du fait des échanges gazeux et d’une large gamme de composés entre la racine et son
proche environnement. Ces échanges ont de multiples conséquences sur I'ambiance physico-
chimique et biologique de la rhizosphére : i) accumulation/disparition de certains éléments, ii)
variations de pH, iii) variation des conditions d’oxydo-réduction, iv) agrégation [100], v)
exsudation de composés organiques ligands ou complexants [73, 101], et vi) accroissement de
I'activité microbienne a proximité des racines. Ces derniers phénomeénes sont les plus
importants pour la dégradation des HAP. En effet, 'ensemble des modifications physico-
chimiques, et en particulier 'augmentation du carbone facilement assimilable que constituent
les rhizodépots, favorisent I'abondance et I'activité des microorganismes [39, 78, 107]. Au-dela
des aspects quantitatifs, les composés exsudés peuvent également induire une sélection parmi
les microorganismes présents [32, 85] et, en théorie, un choix judicieux d’espece(s) pourrait
permettre de cibler les populations dégradant les HAP.

3.3. Phytoremédiation des HAP, entre espoirs et déconvenues

Sur la base (i) des évidentes propriétés bénéfiques a la biodégradation rencontrées au niveau de
la rhizospheére et (ii) du potentiel de souches dégradantes existant dans tout sol contaminé par
des HAP, la phytoremédiation semble pertinente. Elle devrait ainsi favoriser par la seule
présence des plantes, bioréacteur solaire, I'activité dégradante des microorganismes du sol
alors que les autres techniques de bioremédiation (e.g. biopile) doivent faire appel a des voies
plus lourdes et plus coliteuses (excavation, aération mécanique, systémes de ventilation,
arrosage, etc.).

De fait, de trés nombreux travaux mettent en avant cette efficacité. Parmi les premiers publiés,
les plus connus et plus cités sont ceux de Aprill et Sims [16] et Reilley et al. [129]. La
rhizodégradation mise en ceuvre en conditions hydroponiques ou dans des microcosmes au
laboratoire témoigne généralement d‘une efficacité supérieure a la seule biodégradation des
HAP, aussi bien dans la cinétique que dans les teneurs finales obtenues [28, 35, 36, 56, 91]. Ces
résultats positifs sont obtenus aussi bien sur des molécules seules que pour des mélanges plus
complexes [63, 147].
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Toutefois, bien qu’encourageants, ils doivent étre considérés avec prudence. En effet, dans de
nombreux cas, méme si I'écart entre traitements reste significatif, il n’en est pas moins faible et
I'effet positif des plantes tient sans doute plus dans la cinétique que dans le potentiel de
dégradation. De plus, la plupart des travaux ont été effectués sur des systemes ou la
biodisponibilité du polluant n’est pas limitante ou du moins trés forte (apport frais). Les travaux
conduits dans des conditions peut-étre un peu moins favorables que sont les sols
historiguement pollués ol I'ancienneté de la contamination tend a limiter sa disponibilité, ont
amené a des résultats moins probants. Dans ces conditions, la cinétique de dégradation est
souvent plus lente et apparait non affectée par la présence de plantes [71, 111, 126]. La faible
disponibilité des polluants a alors été mise en avant pour expliquer les performances moyennes
voire faibles, souvent qualifiées de décevantes, de la rhizodégradation [68, 154].

4. La biodisponibilité en question

4.1. Concepts et définition(s)

éme

La notion de disponibilité a été appréhendée des le 19 siecle par les agronomes pour
caractériser les éléments nutritifs. Daubeny parle alors de composés « actifs » en opposition aux
composés « dormants » en particulier pour le phosphore [43]. La notion agronomique de la
disponibilité a ensuite évolué vers le concept de composé assimilable par les plantes avec la
définition de différents compartiments [52]. Cette approche a ensuite été transposée avec
succes aux polluants métalliques, en particulier en ce qui concerne le Ni [49] et le Cd [58]. Pour
les polluants organiques cette notion semble plus délicate a appréhender.

Le concept de biodisponibilité reste délicat a définir malgré les nombreux auteurs qui s’y sont
essayés [67, 137, 138]. Néanmoins la définition proposée par le NRC [105], reprise par Ehlers et
Luthy [51] puis par Semple et al. [137] et adaptée dans la Norme NF EN I1SO 17402 [5] semble
faire consensus.

“In the broadest sense, bioavailability describes a chemical ability to interact
with the biological world, and they are quantifiable through the use of multiple tools.
Bioavailability is controlled by processes such as individual physical, chemical,
and biological interactions that determine exposure of plants and animals
to chemicals associated with soils and sediments.”

Sa principale force réside dans sa volonté de définir la biodisponibilité au travers de processus,
unique moyen pour comprendre, prédire, mesurer et éventuellement modéliser cette notion. A
partir de la, cing processus sont généralement utilisés pour décrire le transfert d’un
contaminant jusqu’a un organisme vivant : la libération du contaminant associé a la matrice
solide dans la solution du sol (A), le transport vers la membrane biologique cible (B), le transport
direct du contaminé lié au solide (C), le passage au travers de la membrane physiologique (D) et
I'incorporation dans I'organisme vivant (E) (Figure 3). Toutefois, seuls les processus A a D sont a
considérer pour identifier le compartiment biodisponible. Le processus E, bien que
d'importance par rapport a l'effet d’'un contaminant, n’implique plus le contexte sol ou
sédiment. Il reste néanmoins impliqué dans de nombreuses méthodes d’estimation de la
biodisponibilité ou une réponse biologique est suivie (e.g. prélevement, dégradation, réponse
toxique). Ces mesures incluent alors les processus physiologiques et toxicologiques spécifiques
a I'espece considérée.

Les processus A a C renvoient quant a eux au concept de disponibilité parfois appelé
bioaccessibilité. Ces deux notions sont plus aisées a utiliser et a quantifier car elles regroupent
des processus physiques et chimiques mieux connus et plus aisément mesurables. Ainsi de
nombreuses méthodes ont été mises au point qui miment les conditions chimiques au voisinage
de la barriere biologique pour différents types d’organismes et contaminants: pour les
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microorganismes [89, 134], pour les plantes et le nickel [49] ou les HAP [145], ou pour les
animaux [131, 144]. Cette fraction bioaccessible se définit en prenant en considération les
éventuelles modifications physiques et/ou chimiques locales liées a la proximité de I'organisme
vivant : exsudats racinaires, biosurfactants bactériens, conditions chimiques du tractus digestif.
De nombreux travaux ont été menés sur ces aspects pour évaluer I'exposition pour I'Homme
avec en particulier ceux du BARGE (Bioaccessibility Research Group of Europe) qui ont abouti la
définition d’une technique de mesure commune UBM (Unified BARGE Method) [45].

_Biodisponible Bioaccumulation,
C Biotransformation

\4

Contaminant _

sorbé/lié - %" contaminant
-/ Dissociation | D absorbe par
* A v - -[- $\l'organisme

site
de réponse
biologique

Association

Contaminant

libre B Membrane

biologique
Figure 3. Schéma conceptuel de la disponibilité (d’aprés [51]).

4.2. Les processus de controle de la disponibilité des HAP dans les sols

Les principaux processus de controle de la disponibilité des HAP au sein du sol sont les
interactions de sorption avec le solide et les processus de transfert de matiere, en particulier de
diffusion au sein de la porosité (Figure 4).

a. Sorption et le réle de le piege des matiéres organiques

Bien que pouvant s’adsorber sur la fraction minérale, les HAP on une affinité nettement
supérieure pour la fraction organique du sol [108, 156]. Ainsi I'on considere généralement que
la sorption sur la fraction minérale est négligeable pour des teneurs en C dans le sol supérieures
a 0,01 %. L’affinité des HAP avec le sol est donc le plus souvent expliquée par la teneur en
carbone organique (foc). Les premiéres lois thermodynamiques expliquant cette relation ont été
proposées par Karickhoff et ses collaborateurs [80, 81]. Elles décrivent la sorption par une loi
linéaire dont le coefficient de sorption/partage, K, est proportionnel au taux de carbone
organique (Corg). Le coefficient de sorption normalisé ainsi obtenu, Koc, est alors indépendant de
la matrice et uniquement fonction de la molécule et en particulier de sa solubilité ou a l'inverse
son affinité pour une phase organique modele, I'octanol, au travers du coefficient de partage
octanol/eau (Kow). Des relations empiriques ont ainsi été proposées reliant ces différents
facteurs [119, 161]. Toutefois cette vision simple, voire simpliste, de la réactivité des HAP aussi
pratique soit-elle, a rapidement montré ses limites. En effet, les données expérimentales
témoignent souvent d’un écart significatif a la linéarité des isothermes d’adsorption avec des
formes plus proches du modele de Freundlich. L'hypothése la plus limitante demeure
néanmoins celle de l'unicité de la réactivité de la matiere organique et I'impossibilité de
proposer pour une molécule un unique facteur Koc [31, 114].

Dés lors, les études sur la réactivité des HAP avec le sol sont fortement liées a I'’étude des
différents compartiments de matiére organique. S’appuyant initialement sur le fractionnement
classique en acides humiques, fulviques et humines les différents travaux n’ont pas abouti a un
consensus, méme si la fraction humine témoigne généralement d’une plus forte réactivité par
rapport aux deux autres. Les approches utilisant les compositions chimiques (ratios C, H, O) ou
les propriétés fonctionnelles (aromaticité, aliphaticité) n’ont pas abouti la encore a des résultats
compléetement satisfaisants [24, 37, 86, 88, 162].
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De fait, les modeéles actuels de représentation de la réactivité des HAP (ou tout autre POP) avec
la matiére organique proposent de décrire le sorbant comme un matériau a plusieurs domaines
réactionnels dont les propriétés de sorption peuvent étre linéaires ou pas. Le modele DRM
(Distributed Reactivity Model) suppose différentes distributions de mécanismes et de réactions
de sorption [152]. Le compartiment organique est divisé en une fraction a sorption linéaire, x,,
dont le coefficient de partage moyen est Kp, et en j fractions de sorption non linéaire
représentées chacune par une fonction de Freundlich de parametres K et n; (Eq. 1). D’une
maniére générale, cette formule se simplifie avec 1 a 2 fractions non-linéaires. Le modéle DMM
(Dual-Mode Model) résulte quant a lui du constat que la sorption peut généralement étre
scindée en deux processus, l'un d’absorption dans une matrice organique amorphe
(« rubbery »), indicée AOC (Amorphous Organic Carbon), et I'autre d’adsorption sur une fraction
plus rigide (« glassy ») et carbonée tel que le noir de charbon (BC, Black Carbon) [40].
L'importance de ce matériau inerte de structure trés condensée et aromatique est de plus en
plus mise en avant du fait de sa réactivité caractérisée par une trés forte affinité pour les HAP,
et une sorption non linéaire et non réversible. Ainsi, méme présente en faible quantité, elle
peut expliquer les écarts a la linéarité et les effets d’hystérese de sorption souvent observés sur
les résultats expérimentaux [6, 76, 109, 127, 148, 150]. La forme de I'équation obtenue est alors
similaire au modele DRM avec une hypothése supplémentaire sur la forme de la partie
d’absorption linéaire (Eq. 2).

m
a=x, KDC+E,'=1(XnI)i K. c" Eqg. 1
0= Froe Kage C+ Exfx K, C" Eq. 2

b. Cinétique et effet d’dge

Un autre facteur souvent mis en avant pour expliquer les limitations a la disponibilité est
I’ancienneté de la contamination aussi appelé « ageing » ou « aging » et qui plus simplement
rend compte des effets cinétiques. Les processus qui se cachent derriére ce « vieillissement »
sont i) la diffusion interne, ii) 'adsorption irréversible et iii) 'emprisonnement structural [1, 38].
Ces aspects sont difficiles a étudier car nécessitant des expériences sur des périodes longues au
cours desquelles la matrice sol elle-méme est sujette a évolution du fait en autre des conditions
climatiques (humidité, température) et de [I'activité biologique (plantes, faune, micro-
organismes).

Les cinétiques de sorption et de désorption témoignent de phases rapides puis lentes, voire tres
lentes pour la désorption s’apparentant alors a une irréversibilité [121, 143]. La séquestration et
la limitation au transfert des molécules sont trés largement attribuées a la structure
nanoporeuse des agrégats de sol et au processus de diffusion au sein des matieres organiques
macromoléculaires [103, 104]. Ces effets peuvent s’additionner avec un piégeage dans une
matiere organique localisée au niveau de nanopores.

Pour représenter ces effets cinétiques, le compartiment réactionnel est fractionné en plusieurs
sites. On attribue a chacun une loi cinétique généralement du premier ordre, dont la constante
témoigne de la rapidité ou la lenteur de la réactivité [9, 25, 70, 133].

Ces processus n’altérent en rien la nature des molécules et il n’est pas question ici de ceux qui
associent une transformation préalable (chimique ou biologique). La fonctionnalisation, qui
résulte souvent de la transformation des HAP, leur confére en effet une réactivité supérieure
qui peut alors amener a la formation de liaisons covalentes, beaucoup plus fortes, conduisant a
ce que I'on appelle alors des résidus liés [22, 23, 82].
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Figure 4. Représentation des différentes fractions de HAP dans un sol (d’aprés [137]).

4.3. Un outil, une mesure, un contexte

Comme évoqué plus haut, de nombreuses méthodes physiques, chimiques ou biologiques ont
été proposées pour évaluer quantitativement la fraction biodisponible d’un élément ou d’une
molécule [5, 42]. Néanmoins, une mesure directe conforme a la définition est difficilement
réalisable et a conduit au développement de méthodes qui rendent compte de la disponibilité,
de la bioaccessibilité ou d'une réponse biologique (toxicité, bioaccumulation,
biotransformation). Le choix de la méthode dépendra alors de contexte : milieu considéré,
organisme cible, objectifs de la mesure (e.g. analyse de risque, traitabilité d’'un sol). Par
exemple, la biodégradation des HAP est utilisée fréqguemment comme indicateur de
biodisponibilité pour les bactéries.

Les approches les plus simples et les plus utilisées sont les méthodes d’extraction chimique qui
renseignent sur la fraction disponible. Initialement développées pour estimer la fertilité des sols
par rapport aux éléments nutritifs (e.g. méthode Olsen pour le phosphore), elles ont été
progressivement adaptées aux polluants, éléments traces métalliques [49] ou contaminants
organiques. Elles présupposent que la fraction disponible correspond a la fraction la plus labile
telle qu’extraite par un agent « doux » : solvant organique en conditions supercritiques [145,
146], cyclodextrine [134] ou adsorbent solide de type résine XAD ou Tenax® [41, 89, 120]. Si ces
différentes techniques apportent des réponses valables, leurs protocoles doivent étre adaptés a
la situation considérée et les résultats interprétés par rapport a une autre mesure de type
biologique. Néanmoins, la plupart de ces méthodes mettent en jeu le transfert du contaminant
depuis la phase solide vers la solution du sol et sont donc de fait assez représentatives de
prélevements biologiques ou la voie de transfert par la solution du sol est le processus limitant.

Les mesures biologiques, utilisées a la fois pour calibrer les mesures physico-chimiques et pour
offrir un complément d’informations, sont plus délicates a manier et a interpréter car fortement
dépendantes des organismes considérés et des conditions environnementales autres que la
seule présence du polluant d’intérét. Ainsi ces méthodes renseignent plus sur |'action des
molécules cibles sur les organismes que sur leur potentiel d’interaction. Pour les contaminants
organiques, comme les HAP, la méthode la plus courante est celle de minéralisation [10, 61, 62].
La quantité minéralisée mesurée rend compte alors de la fraction biodisponible ainsi de
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I'aptitude des populations microbiennes présentes a réaliser cette minéralisation. Des
approches toxiques sont également possibles sur bactéries ou plantes [11, 153], dont certaines
sont normalisées [4], avec des sensibilités plus ou moins marquées en fonction des organismes.
Avec I'amélioration des performances des outils analytiques, les approches de bioaccumulation
se sont également développées avec des mesures sur les vers de terre et les plantes [27, 59, 79,
87, 115, 125]. Quelles que soient les méthodes utilisées, les résultats obtenus restent
organisme-dépendants et ne peuvent alors étre présentés comme des propriétés intrinséques
du milieu considéré.

5. Plantes et sols pollués par les HAP : accords et désaccords

La mise en ceuvre de la phytoremédiation nécessite de fait I'implantation d’un couvert végétal
fonctionnel. Néanmoins, si I'effet des plantes sur les HAP a été largement étudié, I'inverse, a
savoir I'effet des HAP sur le fonctionnement et I’éventuelle réponse toxique de la plante I'a été
beaucoup moins.

5.1. Evaluation de la toxicité des HAP pour les plantes

Les effets toxiques des HAP vis-a-vis des plantes se manifestent par l'inhibition de Ia
germination, la réduction de production de biomasse et par des modifications morphologiques
au cours des différentes phases du développement du végétal.

Ce sont les molécules de plus faible poids moléculaire, plus solubles et volatiles, et récemment
introduite dans le milieu, qui induisent les effets toxiques les plus marqués au stade germinatif.
Les limitations a la germination sont rarement observées sur les sols a pollutions anciennes [72,
95, 139]. Il semble que la fraction la plus volatile, également plus soluble, ait un pouvoir de
pénétration au niveau de la graine altérant de fait son évolution [110]. Le caractere hydrophobe
de ces molécules peut également intervenir pour induire une barriere physique autour de la
graine, sorte de film protecteur, limitant les apports en eau et en oxygene [3]. Toutefois, la
germination, bien que dépendant de I'espéce végétale considérée, reste possible pour des
niveaux élevés de contamination (jusque 50 g kg™ de pétrole, [159]).

La diminution de production de biomasse est I'effet le plus fréquemment observé en réponse a
la présence de HAP. Cette effet négatif peut en partie étre limité par I'apport en éléments
nutritifs ou en certains amendements (e.g. sciure, biochar, compost, fumier) [13]. Au contraire,
pour des niveaux de concentrations intermédiaires des effets de type hormone de croissance
sont mis en évidence avec une augmentation significative de la production de biomasse [53,
60]. Ainsi, I'apport de fluoranthéne peut permettre une augmentation de production de
biomasse aérienne chez le blé malgré une légere diminution de la biomasse racinaire [155]. Cet
effet bénéfique a également été mis en évidence pour le pétrole avec un effet mimétique
d’auxine attribué a des composés proches des acides naphténiques [18].

Les autres effets macroscopiques apparaissent essentiellement au niveau du systéme racinaire.
Ainsi, des plantes cultivées sur des terres d’anciennes usines a gaz présentent des architectures
racinaires plus ramifiées et plus courtes [71]. Les observations faites par Merkl et al. [99]
témoignent de racines plus épaisses et plus courtes. Au-dela de ces tendances générales, des
différences subsistent entre les espéces considérées. |l est toutefois délicat d’attribuer a la seule
toxicité des molécules les effets morphologiques observés. En effet, dés lors que les expériences
sont conduites sur un sol réel, d’autres facteurs directement ou indirectement liés a la présence
de contamination peuvent également intervenir. Ainsi la résistance mécanique, I'accessibilité de
I’eau ou I'hydrophobie du milieu sont autant de parametres connus pour avoir des effets
similaires sur le développement racinaire.

A I'heure actuelle, a notre connaissance, aucune étude ne s’est intéressée aux modifications
métaboliques plus fines éventuellement induites par la présence de HAP. Cette question
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pourrait s’avérer pertinente par rapport au processus d’exsudation, tant d’'un point de vue
guantitatif que qualitatif, car au cceur du procédé de traitement par phytoremédiation. Elle
peut également ouvrir la voie vers une sélection critique plus pointue des espéces végétales
d’intérét pour la mise en ceuvre de la phytoremédiation des HAP.

5.2. Préléevement des HAP par les plantes

Bien que le processus d’absorption par les végétaux ne représente qu’une tres faible fraction
dans la dissipation des HAP, celle-ci peut étre pertinente (i) dans un contexte de transfert de
polluants au sein de la chalne alimentaire [54] et (ii) dans la perspective d’étudier les
mécanismes de réponse de la plante a la présence de HAP. Les HAP sont des constituants
ubiquistes des plantes et des cultures dans I’environnement naturel [140]. Ainsi, des teneurs
faibles en HAP peuvent étre attribuées a des syntheses naturelles par les plantes, méme si la
source principale de contamination provient des activités anthropiques via essentiellement les
dépots atmosphériques sur les parties aériennes ou le prélevement racinaire. Un transfert
significatif de ces molécules a été mis en évidence lorsque les plantes sont cultivées sur des sols
fortement contaminés [53], avec une corrélation positive entre teneurs totales dans les plantes
et dans les sols. Les facteurs explicatifs des concentrations dans les plantes (facteur de
bioconcentration) incluent : la solubilité dans I'eau, le coefficient de partage octanol-eau ou la
teneur en lipides des racines [57, 84]. Un modéle prédictif de partage a méme été proposé qui
permet une prédiction réaliste du prélevement du phénanthrene [166].

6. Les voies de recherche

La synthese bibliographique développée précédemment amene a proposer une vision du
fonctionnement du systéme sol contaminé/plante et m’a progressivement permis de dégager
des voies de recherche pertinentes par rapport a la faisabilité de la phytoremédiation des
polluants organiques. La Figure 5 en présente une illustration schématique et regroupe les
guestions scientifiques que j'ai étudiées et dont les résultats majeurs sont développés dans les
chapitres qui suivent.

Le chapitre 2 s’attachera alors a mieux comprendre la composition spécifique des sols
industriels pollués en focalisant sur la nature des matiéres organiques et associations organo-
minérales présentes. Il s’agira d’expliciter leurs réles dans la réactivité des HAP ainsi que
I'impact de I'apport de matiére organique issue de cultures.

L’action positive des plantes sur la dissipation des HAP sera plus spécifiquement abordée dans
le chapitre 3. Des approches globales, d’essais de culture in situ, seront complétées par des
données essayant de mieux comprendre comment I'exsudation racinaire peu spécifiquement
contribuer a 'augmentation de la disponibilité des polluants.

L’action en retour des HAP sur les plantes sera abordée au chapitre 4. Les effets seront étudiés a
deux échelles : au niveau racinaire a I'échelle cellulaire et a I’échelle plus globale de la plante
entiére. Les informations sur le préléevement des HAP seront alors confrontées aux symptémes
de phytotoxicité.
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rhizosphére

Figure 5. Présentation schématique des questionnements scientifiques
autour du fonctionnement du systéme sol contaminé/plante.
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Chapitre 2. Les sols industriels pollués aux HAP :
composition et réactivité

De par ma formation initiale de chimiste, j’ai abordé la problématique du devenir des HAP dans
les sols et de leur traitement par phytoremédiation en m’attachant a leur réactivité vis-a-vis de
leur support : les sols industriels contaminés. Il m’est apparu essentiel de travailler sur des
systemes vrais, c’est-a-dire des sols industriels contaminés certes plus complexes et surtout plus
représentatifs de la réalité. Il s’est alors avéré essentiel de caractériser ces matériaux terreux
particuliers, que I'on alors qualifier de Technosols, parfois trés éloignés dans leur composition
des sols traditionnellement étudiés en pédologie. Il s’agissait ainsi d’intégrer i) la complexité de
la contamination (les 16 HAP ne représentant qu’une petite partie de la contamination
organique), ii) I'ancienneté des apports et le phénomene de vieillissement associé, iii) la
présence de matieres organiques d’origine anthropique et, a 'inverse, une relative absence de
matieres organiques d’origine naturelle, iv) les autres modifications de texture et composition,
liées en particulier a la présence d’artéfacts technogéniques, héritées des activités industrielles
passées et souvent sources d’altération de le fertilité.

Cette partie présente un ensemble de travaux qui vise a caractériser les spécificités des sols
industriels contaminés par HAP en termes de réactivité des HAP mais aussi et surtout de nature
et répartition de la matiere organique. Dans ces milieux, celle-ci apparait en effet a la fois
comme (i) la source et la principale phase porteuse des polluants, et (ii) le puits, piege de ces
molécules et principal facteur de contréle de leur libération dans la solution du sol. La
caractérisation de la matiere organique est un enjeu qui occupe déja la communauté
scientifique depuis de nombreuses années. Dans le contexte spécifique des sols contaminés, la
difficulté s’"accompagne d’une origine plus diverse que celle rencontrée dans les sols naturels,
du fait des apports liés a I'exploitation et a la transformation des matiéres organiques fossiles.
Par ailleurs, elle nécessite la mise en ceuvre de techniques inhabituelles en science du sol et
empruntées a la géochimie organique plus habituée a travailler sur ces matiéres fossiles. Pour
ce faire, un certain nombre de travaux ont été menés en collaboration en sein du Groupement
d’Intérét Scientifique sur les Friches Industrielles (GISFI), en particulier avec Pierre Faure (G2R -
Géologie et Gestion des Ressources Minérales et Energétiques, UMR 7566 puis LIEC -
Laboratoire Interdisciplinaire des Environnements Continentaux, UMR 7360).

Les résultats présentés ont pour la plupart été obtenus sur trois terres emblématiques issues de
profils de sols de sites industriels et ayant fait I'objet de nombreux travaux au sein du LSE et
plus largement au sein du GISFl. Ces trois sols peuvent étre classés comme Spolic Toxic
Technosol dans le référentiel de la WRB. On peut s’interroger a juste titre sur la représentativité
de ces trois modeles expérimentaux et sur la généricité de résultats issus d’'un relativement
faible nombre d’échantillons. Le choix s’est néanmoins avéré assez judicieux tant sur la
représentativité des sols que sur leur diversité de comportement au sein d’un ensemble qui
semblait a priori homogéne. Les principales caractéristiques de ces trois échantillons sont
brievement présentées dans le Tableau 3. Suivant les travaux, et les lots alors utilisés, de petites
variations dans ces propriétés ont pu étre enregistrées et certains résultats présentés
ultérieurement peuvent s’écarter légerement des valeurs de référence.
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Tableau 3. Quelques caractéristiques de trois terres étudiées.

HOM NM AUG
Propriétés générales
Activité du site cokerie cokerie + sidérurgie usine a gaz
16 HAP EPA (mg kg™) 1687 809 952
pH 8,64 7,55 7,89
Calcaire total (g kg™) 384 31,9 70,6
Corg (%) 10,0 8,3 6,2
Azote total (g kg™) 2,16 2,51 2,08
C/N - 46 33 30
Poisen (mg P,0s kg™) 34 116 82
Texture
Argiles (< 2 um) (%) 11,3 11,4 18,3
Limons fins (2-20 um) (%) 12,7 11,4 23,5
Limons grossiers (20-50 wm) (%) 8,0 11,1 17,0
Sables fins (50-200 um) (%) 15,8 13,2 15,1
Sables grossiers (200-2000 um) (%) 52,2 52,9 26,1
Cations échangeables a I'acétate d’ammonium
Capacité d’échange cationique (cmol kg™) 12,6 13,3 14,4
Ca (g kg™) 11,0 37,6 10,4
Mg (gkg?) 0,166 0,876 0,248
Na (gkg?) 0,096 0,349 0,062
K (gkg?) 0,389 0,699 0,247
Eléments traces totaux
Cu (mg kg™) 27,4 85,9 115
Ni (mg kg™) 25,1 95,4 52,0
Zn (mg kg™) 359 2750 2110
cd (mg kg™) 5,47 1,77 6,32
Pb (mg kg™) 123 709 724
cr (mg kg™) 54,9 233 84,1

1. Des matiéres organiques anthropiques

La compréhension du devenir des HAP dans les sols pollués passe par une caractérisation fine
de leur principale phase porteuse, la matiére organique. Dans les sols fortement anthropisés
celle-ci a généralement une origine industrielle et nécessite la mise en ceuvre d’outils de
caractérisation spécifiques issus de la géochimie organique. Néanmoins, il peut aussi étre
pertinent de vérifier dans quelle mesure des outils plus habituels, longtemps utilisés pour
caractériser la matiére organique (naturelle) des sols et aujourd’hui largement remis en cause,
peuvent apporter des informations utiles.

1.1. Les séparations en fractions acido- et alcalino-solubles

Sur les trois terres présentées plus haut, des protocoles d’extraction acide, basique et
acide/basique en série, adaptés des protocoles de I'lHSS (http://www.humicsubstances.org),
ont été conduits. Ils permettent respectivement d’isoler les acides fulviques (extraits acides) et
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a la somme des acides humiques et fulviques (pour les extraits alcalins). Pour chacune de ces
conditions, les quantités de carbone et de HAP extraits ont été quantifiées et I'effet de
I’extraction sur les HAP résiduels a été estimé en mesurant leur disponibilité dans les résidus
d’extraction suivant une démarche globale schématisée Figure 6.

Dans tous les cas, les quantités de C,; extraites sont tres faibles. Les acides fulviques
représentent respectivement pour HOM, AUG et NM 0,33 %, 0,14 % et 0,08 % du carbone total
et les acides humiques 0,69 %, 0,38 % et 0,69 %. Les quantités extraites de HAP associés sont
tout aussi faibles avec des valeurs entre 0,6 et 2,5 mg kg'1 représentant entre 0,05 % et 0,15 %
des HAP totaux. Ces données témoignent, d’une part, de la faible contribution de la matiére
organique d’origine naturelle au carbone total de ces sols et, d’autre part, soulignent que cette
matiére organique n’est pas le support majoritaire de la contamination. Ainsi d’autres
approches, empruntées a la géochimie organique, doivent étre mises en ceuvre.

< . *C total
Echantillon «Rock Eval
de sol «HAP totaux
(HOM, NM, AUG) *HAP disponibles
ey =N *A.__\
*COD /" Extraction /" Extraction M «COD
*HAP \ alcaline /& acide S *HAP
\ / \ /
\.-—I-—I \.——I——I
*HAP totaux Résidu Résidu *HAP totaux
*HAP disponibles de sol de sol *HAP disponibles
F--&--\
¢ Extraction \ *COD
\ alcaline 7 *HAP
\.__I__I
Résidu de *HAP totaux
sol *HAP disponibles

Figure 6. Présentation schématique des extractions acido- et alcalino- solubles
et analyses conduites sur les extraits et résidus.

1.2. Les caractérisations de géochimie organique

a. Observations microscopiques et datation

Une premiere approche consiste a utiliser des outils de visualisation afin d’appréhender non
seulement la nature mais aussi la répartition et la taille de la matiere organique présente dans
ces sols. Deux outils ont été testés dans le cadre de la these d’Audrey Pernot [117]: la
microscopie électronique a balayage (MEB) et la pétrographie organique. Cette derniere
technique, spécifique a la géochimie organique, consiste a identifier et compter les particules de
sol présentes dans un échantillon sous un microscope a lumiére polarisée. Ainsi il est possible
de déterminer la composition, les caractéristiques et I'origine des particules carbonées. Les
observations conduites sur la terre NM montrent que les particules organiques représentent 9,6
% de la totalité des particules et qu’elles ont toutes une origine anthropique : coke (69 %),
charbon (21 %), anthracite (8 %), goudron (2 %) (Figure 7).
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La mesure de I'activité du **C est également un excellent indicateur de I'origine des matiéres
organiques. Le *C ayant une période radioactive de 5730 ans, la matiére organique naturelle
apportée par les végétaux a une signature identique a celle du CO, atmosphérique. Par contre,
la matiere organique apportée par les activités industrielles issue de la transformation de
matiéres organiques fossiles présente une activité **C nulle. Les terres HOM et NM présentent
un pourcentage de carbone moderne’ de 5,7 et 5,9 % respectivement. Ainsi plus de 94 % de la
matieére organique présente dans ces sols est issue des activités industrielles et peut étre
considérée comme une contamination.

& ALY UL P
Figure 7. Photographies des particules organiques de la terre NM. a) coke (MEB),
b) charbon ou goudron (MEB), c) coke, d) charbon, e) anthracite et f) goudron.

b. Le fractionnement SARA

Tout comme pour la matiere organique naturelle, la matiére organique d’origine fossile peut
étre caractérisée par différents types d’extraction. Dans ce contexte, la matiére organique
extractible (MOE) correspond a la fraction extractible dans un solvant apolaire tel que le
dichlorométhane ou le chloroforme. La fraction complémentaire, non extractible, est le
kérogéne. L'extrait organique est a son tour fractionnable en quatre familles de composés
définies en fonction de leur forme chimique et leur solubilité dans les solvants aliphatiques. La
fraction insoluble constitue les asphalténes et la fraction soluble, appelée malténe, est séparée
en fractions aliphatique, aromatique et résines (ou composés polaires). Ce fractionnement est
aussi appelé fractionnement SARA (saturés, aromatiques, résines, asphaltenes) (Figure 8). Avec
ce type de fractionnement, les 16 HAP se retrouvent dans la fraction « aromatiques ». On
constate alors gqu’ils ne représentent qu’une faible proportion de la matiere organique présente
mais surtout de la pollution organique globale généralement assimilée a 'EOM. Dans le cas de
la terre HOM, le taux de C est de 10 %. La MOE représente environ %3 de cette matiere
organique et les 16 HAP seulement 4 % de la MOE, bien que cette terre soit fortement
contaminée. Pour la terre NM qui contient environ 6 % de carbone, la MOE est de I'ordre de 9
mg g~ soit environ 13 % de la matiére organique totale et les 16 HAP contribuent pour environ
11 % a la MOE [118].

| s’agit de carbone dont la signature YC est proche de celle de la référence du 14(202 atmosphérique
choisie en 1953. Lorsqu’ils sont en vie les végétaux ont une signature isotopique Yc proche de celle du
CO, atmosphérique avec lequel ils sont en équilibre. Lorsqu’ils meurent, I'équilibre est rompu et la teneur
en *C décroit suivant la loi de décroissance radioactive en fonction de la période du c qui est de 5568
ans.
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Figure 8. Exemple des proportions relatives des différentes fractions de matiére organique
de la terre HOM (d’aprés [26]).

c. Estimation du « Black Carbon »

Que ce soit dans les sols ou les sédiments, le BC a été reconnu comme particulierement réactif
vis-a-vis des HAP (cf. Chapitre 1 § 4.2a, p. 16). Sa quantification permettrait donc de mieux
expliquer la disponibilité des HAP. Le BC est défini comme étant une matiére organique stable a
haute température et en conditions oxydantes. Deux techniques ont alors été testées :

* La méthode par oxydation chimiothermique ou CTO (pour « chemothermal oxidation »)
consiste a mesurer la teneur en carbone de I'échantillon aprés la destruction de la matiére
organique a 375°C pendant 18 h en conditions oxydantes suivie d'une étape de
décarbonatation par ajout de HCl concentré [64].

* Une autre technique de caractérisation, plus compléte permet également d’estimer ce BC. Il
s’agit de I'analyse par pyrolyse Rock-Eval. Dans une premiére étape, I’échantillon subit une
pyrolyse sous atmosphére inerte jusqu’a une température de 650 °C au cours de laquelle les
productions de composés hydrocarbonés, de CO et de CO, sont mesurées en continu.
L’échantillon est ensuite soumis a une oxydation jusqu’a 850 °C au cours de laquelle les
productions de CO et de CO, sont également enregistrées. Différents indicateurs peuvent
étre extraits des résultats obtenus (indice d’hydrogene, indice d’oxygéne, carbone pyrolysé,
carbone organique total) dont le carbone résiduel (RC) qui correspond au carbone émis lors
de la phase d’oxydation et qui est alors assimilé au BC [123].

Les valeurs obtenues par ces deux techniques pour les trois sols industriels sont comparées
dans le Tableau 4. Il existe une importante différence entre les résultats en fonction de la
méthode utilisée. La teneur en C,; déterminée par CTO (ou la méthode de référence) est plus
élevée que celle obtenue par Rock-Eval. A l'inverse, les quantités de BC obtenues par la
technique de Rock-Eval sont plus élevées que celles obtenues par CTO. De tels écarts ont déja
été mis en évidence et s’expliquent par le fait que certains charbons peuvent étre oxydés lors
du pré-traitement par CTO et ainsi étre comptabilisés comme carbone labile au lieu de BC
(Figure 9). Cette technique tend donc a sous estimer la teneur en BC [123]. Néanmoins, ces trois
terres contiennent des matiéres organiques trés stables (suies et/ou goudrons de houille), ainsi
gu’une fraction plus sensible a une oxydation probablement de type charbon.
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Tableau 4. Comparaison des différentes techniques de mesure du carbone organique et du BC.

Carbone organique total (g kg'l) Black carbon (g kg_l)
Technique Référence Rock-Eval CTO Rock-Eval CTO
HOM 100 57 91 44 36
NM 83 36 59 33 16
AUG 62 31 51 28 19

Matériaux
Carbone naturel Black carbon

" acides biomasse
peptides h o
humiques calcinée
Méthode

CTO-375

eececcccccce

Rock-Eval

Figure 9. Types de carbones organiques déterminés par les deux méthodes testées (d’aprés [123]).

2. Un outil adapté de mesure de la disponibilité

Comme présenté dans la synthese bibliographique, la notion de (bio)disponibilité est un
concept essentiel, au coeur des problématiques de gestion et traitement des pollutions. Il
représente toutefois un défi technique et expérimental pour sa quantification. Dans le cadre des
travaux menés dans la these de Christophe Barnier [20], nous nous sommes attachés a mettre
au point un protocole adapté aux sols industriels a pollution vieillie et permettant de rendre
compte de maniere réaliste des faibles disponibilités qui y sont associées.

2.1. Principe de I'outil

La méthode retenue est celle d’une extraction via une phase solide jouant le réle de puits infini.
Le principe est d’extraire du sol une quantité de HAP, définie disponible, en le mettant en
présence d’une phase solide adsorbante dans une méme solution. La phase solide retenue ici
est une résine adsorbante de type Tenax® déja utilisée antérieurement pour des applications
similaires [41]. L'avantage d’une telle méthode est qu’elle nécessite a priori le passage de la
molécule cible dans la phase solide avant d’étre piégée par la phase adsorbante. Or le passage
en phase aqueuse est une voie importante de transfert. Elle controle la dissémination des
polluants dans I'’environnement et leur dégradation par les microorganismes du sol. De plus, les
HAP étant des molécules hydrophobes, ce transfert dans la phase aqueuse est un mécanisme de
régulation fort. La mesure réalisée avec cette technique donne une information de disponibilité.
Dans le cas d’interactions biologiques impliquant le transfert par la solution du sol elle pourra
rendre compte d’'une biodisponibilité. A contrario, les effets biologiques résultant
principalement d’un contact direct entre les organismes et le sol, en particulier par ingestion,
seront moins correctement prédits.

La phase adsorbante est utilisée ici comme un puits infini, c’est-a-dire i) qu’elle présente une
capacité de sorption largement supérieure a la quantité de contaminant présent, ii) que
I’affinité de sorption des HAP pour cette phase est tres élevée et donc que la concentration en
HAP en solution est nulle. Dans ces conditions, théoriquement, a I'équilibre thermodynamique,
la totalité des polluants désorbables du sol devrait étre transférée sur la résine. Il s’agit donc de
définir une durée d’extraction adéquate permettant de rendre compte de la seule fraction
« facilement » désorbable.
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2.2. Description de la mise au point du protocole retenu

La mise au point du protocole a fait I'objet d’'une publication détaillée [21]. Pour les trois sols
industriels présentés précédemment, des cinétiques de désorption ont été déterminées. Les
courbes ont été modélisées a l'aide de différents modéles cinétiques faisant intervenir
différentes fractions de contaminant définies par leur facilité/rapidité a étre désorbées du sol.
La fraction la plus facilement désorbable a été considérée comme disponible et un temps
moyen de désorption associé a été estimé. La valeur retenue, intégrant 'ensemble des sols et
des molécules, a été fixée a 30 h. Cette durée permet de désorber la fraction facilement
extractible pour 94% des cas étudiés (sols et molécules confondus) (Figure 10).
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Figure 10. Courbe de fréquence cumulée du temps nécessaire a la désorption
de la fraction rapidement extractible (T,q).

2.3. Estimation de la disponibilité des HAP de trois sols de friche industrielle

Le protocole mis au point a permis d’estimer la disponibilité pour les 16 HAP a 4,2 %, 1,3 % et
0,74 % respectivement pour les terres HOM, NM et AUG. Ces valeurs extrémement faibles ont
été comparées a celles obtenues par une méthode d’extraction classique au butanol [146] et a
une méthode de référence de mesure de la biodégradabilité sur une incubation de 78 jours.

L'extraction au butanol, simple, rapide et reproductible, donne des valeurs d’extractibilité des
16 HAP de 60 % sur la terre HOM et de 44 % et 48 % respectivement sur les terres NM et AUG.
Les résultats de I'expérience d’incubation sont peu concluants. Sur les terres HOM et NM la
teneur totale en HAP augmente de respectivement 18 % et 3 % alors que sur la terre AUG elle
diminue de 0,7 %. Dans les trois cas toutefois, ces variations sont statistiquement non-
significatives. Ces résultats témoignent i) de I’'hétérogénéité aussi bien chimique que biologique
des terres historiquement polluées et ii) de la faible biodégradabilité de la pollution présente. La
variabilité intra-modalité de ces systemes est de I'ordre de 15 %. De ce fait, toute évolution
d’amplitude inférieure est masquée par I'hétérogénéité des sols étudiés.

Bien que quantitativement non confirmées par |'expérience de minéralisation, les valeurs
obtenues par la méthode Tenax® semblent plus réalistes que celles obtenues par la méthode
d’extraction au butanol. Cette technique présente en particulier 'avantage de pouvoir estimer
des valeurs de disponibilité tres faibles telles que celles rencontrées sur des systémes anciens et
déja évolués.
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3. Répartition et réactivité des HAP

Deux principaux facteurs physico-chimiques peuvent étre invoqués pour expliquer la
disponibilité des HAP. Le premier tient a leur localisation au sein de la structure
tridimensionnelle du sol et le second a leur aptitude a passer dans la solution du sol par
désorption. L'ensemble de ces facteurs renvoie a la notion d’accessibilité.

3.1. Localisation des HAP au sein de la structure du sol

L'approche de localisation des HAP a cherché a étre la plus conservatrice possible de
I'agencement effectivement présent dans les sols. Pour cela nous avons utilisé une technique de
fractionnement granulo-densimétrique a I’eau, analogue au protocole de séparation utilisé pour
déterminer la texture d’un sol, sans les étapes préalables de destruction de la matiere
organique, ni de décarbonatation [151]. Cette séparation nous a permis d’obtenir des fractions
d’agrégats stables a I'eau correspondant aux tailles de classes de particules généralement
utilisées en science du sol : sables grossiers (SG) (200 — 200 um), sables fins (SF) (50 — 200 um),
limons grossiers (LG) (20 — 50 um), limons fins (LF) (2 — 20 um) et argiles (A) (< 2 um).

La caractérisation de ces agrégats, en particulier la mesure de leur teneur en HAP, a mis en
évidence que pour les deux terres HOM et NM, dont la contamination organique est de méme
origine, la fraction fine comprenant les limons fins et les argiles' est celle qui a la concentration
en HAP la plus élevée. Par contre, pour la terre AUG cette fraction n’est pas significativement
enrichie par rapport a la terre globale (Figure 11).
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Figure 11. Répartition des HAP dans les différentes fractions granulodensimétriques
des trois terres industrielles étudiées.

Dans le cas de la terre NM, qui a été étudiée de maniére plus détaillée, la fraction fine des
limons fins se distingue des autres non seulement par sa teneur élevée en HAP, mais également
par des teneurs en Co; et en MOE plus élevées. La MO retrouvée sur cette fraction se distingue
gualitativement de celle des autres fractions. Elle présente des éléments indicateurs d’une plus
forte contribution des goudrons de houille par rapport au charbon : plus grande abondance de
composés azotés, rapport phénanthréne/anthracéne plus faible, identification de goudrons
occlus. Cette différenciation est expliquée par des voies d’évolution contrastées entre la
matieére organique associée aux particules les plus fines et celle associée aux particules plus
grossieres. Les limons fins jouent ici un réle protecteur [118]. Cette protection peut s’expliquer
par une inaccessibilité spatiale et par une stabilisation chimique de la matiére organique par
interaction avec des phases minérales réactives. En effet, les analyses minéralogiques

! Sur ces terres la fraction d’argile libre est trés faible, inférieure a 2 % pour HOM et AUG et a 1 % pour
NM, justifiant le regroupement de ces deux fractions.
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confirment que cette fraction se distingue également par la présence de phases minérales
réactives telles que des argiles et oxydes de fer.

3.2. Les clés de la disponibilité

a. Liens MO-disponibilité

Au sein des différentes fractions de la terre NM, les HAP ont une disponibilité proche de celle
mesurée sur la terre globale autour de 2 %, sauf pour la fraction des limons fins. Dans cette
fraction la plus fine, la disponibilité est légérement plus faible et représente 1,3 % des HAP
totaux [118]. Ceci confirme a nouveau le rble protecteur des limons fins.

Contre toute attente, pour les trois terres industrielles considérées, aucune relation n’a été
mise en évidence entre les teneurs en matiére organique des fractions quelles qu’elles soient
(carbone total, carbone inorganique ou BC) et la disponibilité des HAP. Ceci est en relative
contradiction avec des travaux menés sur des sédiments, qui témoignent d’une corrélation forte
entre carbone résiduel (obtenu apres pyrolyse) et les fractions rapidement ou lentement
désorbables de HAP [122]. Méme si dans le cas de la terre NM, la nature de la matiére
organique s’avere différente, elle est plutét attribuée a une évolution différenciée qu’a une
nature spécifique. En effet, les fractions fines contiennent des phase minérales plus nombreuses
et plus réactives (oxydes de fer, argiles minérales) ce qui peut expliquer la plus forte sorption et
ainsi la plus faible disponibilité des polluants.

b. Réle de I'accessibilité spatiale

Une expérience a été conduite afin d’augmenter expérimentalement I'accessibilité spatiale des
HAP d’une terre industrielle contaminée (NM). Le but est de vérifier si, dans ce cas, on peut
augmenter la biodisponibilité des HAP et donc leur biodégradation [33]. Il s’est agit d’extraire la
MOE, comme on le fait pour quantifier la pollution, puis de la réincorporer au sol avant de le
mettre dans des conditions optimales de biodégradation. Ainsi, le protocole d’apport de la
contamination est analogue a ceux utilisés lors d’une expérience de contamination artificielle au
laboratoire tout en présentant I'avantage de conserver la complexité de la pollution et du sol
industriel.

Le protocole d’extraction-réintroduction de la pollution a permis d’augmenter |'extractibilité
mesurée par la méthode Tenax. Ainsi, le taux de HAP disponibles est passé de 1-2 a 6 %. Cette
valeur reste néanmoins trés faible pour une contamination récente. Par ailleurs, cette
augmentation n’a pas eu d’effet significatif sur la biodégradation a 2 mois des HAP et la
disponibilité a I'issue de la période d’incubation est redescendue a une valeur autour de 2 %
pour tous les traitements (extrait ou non-extrait). Ces résultats confirment a nouveau, que la
complexité de la contamination et sa réactivité avec les phases porteuses plus que sa
localisation seraient donc responsables de la faible disponibilité des contaminants dans les sols
de friches industrielles.

4. Conclusions

Les travaux menés sur la composition et la réactivité des sols industriels pollués aux HAP ont mis
en évidence la forte spécificité des sols industriels par rapport a leur fraction organique. Ainsi,
ces sols contiennent des teneurs élevées en C qui présente la particularité d’étre quasi
exclusivement issu des activités industrielles passées. Ces matiéres carbonées anthropiques ont
généralement une réactivité élevée vis-a-vis des HAP, conduisant a une faible disponibilité de
ces polluants. Un protocole d’estimation de cette biodisponibilité, adapté a ces milieux, a alors
été développé. Il est actuellement en cours de normalisation (ISO/TC 190/SC 7 — Soil quality —
Environmental availablity of non-polar organic compounds — Determination of the potential
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bioavailable fraction and the non-bioavailable fraction using a strong adsorbent or complexing
agent). Par ailleurs, la répartition au sein des fractions granulométriques est hétérogene avec
un enrichissement en carbone des fractions fines qui conduit alors a une accumulation des
polluants dans ces fractions et a une diminution de leur disponibilité.
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L’action des plantes sur la dégradation des HAP des sols se manifeste essentiellement au niveau
de leur rhizosphére. En effet, dans cette zone particuliere du sol, les échanges entre les racines
et la solution du sol créent des conditions favorables a I'activité microbienne, pouvant amener a
une augmentation de la biodégradation des HAP. On parle alors de rhizodégradation. Si ce
mécanisme a été largement mis en évidence, malgré cette activité biologique accrue, la
biodégradation ne peut étre effective que si les polluants ciblés sont effectivement disponibles.
Ainsi, la réactivité spécifiqgue des HAP dans la zone rhizosphérique doit aussi étre évaluée.
Différents effets sont attendus compte-tenu des modifications chimiques connues de la
rhizosphere. Les échanges ioniques et la production d’exsudats racinaires conduisent en effet a
des modifications locales du pH de la solution du sol, les molécules organiques exsudées
peuvent avoir des propriétés complexantes ou surfactantes, voire peuvent s’adsorber la phase
solide et en augmenter la teneur en MO. Ces processus peuvent altérer la réactivité des HAP
directement en augmentant leur solubilité (i.e., surfactants) ou indirectement en modifiant les
phases d’adsorption (i.e., augmentation locale du C,, ou décomplexation).

La question de |'effet des plantes sur les HAP et en particulier de la réactivité des HAP dans la
zone rhizosphérique est assez complexe, d’autant plus qu’elle s’adresse a un volume du sol
réduit et assez changeant en fonction de la croissance de la plante et de sa nature. L'approche
in situ nécessite des techniques et une instrumentation a ce jour insuffisamment développées.
Notre choix s’est donc porté sur I'étude de systemes modeles simplifiés afin de tester des
hypothéses de réactivité et les résultats ont été confrontés a des données obtenues sur des
systemes réels de culture en conditions contrélées ou in situ.

1. Réactivité rhizosphérique

1.1. Effet des exsudats sur la sorption

La sorption des HAP sur quelques molécules d’acides organiques, représentatives des composés
retrouvés dans les exsudats racinaires a été quantifiée. La sorption d’'un HAP modele, le
phénanthréne (PHE), a été mesurée en présence de concentrations croissantes d’acides
malique, malonique et d’EDTA [113] (Figure 12). Ces mesures sont été conduites sur des
systemes fermés (« batch ») et ont permis d’établir des isothermes de sorption. Celles-ci
témoignent, dans ces conditions, d’'une rétention accrue du PHE en présence d’acide organique,
d’autant plus forte que la concentration en composé organique est élevée. Les hypothéses
proposées pour expliquer ces résultats sont i) I'adsorption des acides organiques qui contribue
alors a I'augmentation du compartiment organique du sol, principale phase adsorbante du PHE
et ii) la déstabilisation des agrégats du fait des propriétés complexantes des acides organiques
libérant ainsi de nouveaux sites d’adsorption pour le PHE.
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Figure 12. Isothermes de sorption du phénanthréene (PHE) en présence ou pas d’acides organiques :
o pas d’acide organique, o 20 mM d’acide malonique, ¢ 20 mM d’acide malique, A 20 mM d’EDTA

1.2. Effet sur la disponibilité

Ce role réactionnel des acides organiques a été évalué de maniére complémentaire en
s'intéressant cette fois a leur impact sur la disponibilité des HAP dans un contexte de sols
industriels. Afin de s’affranchir des effets de pH nécessairement induits par l'utilisation des
acides organiques ou de leur base conjuguée, I'effet spécifique de modifications de pH a
également été évalué avec des apports d’acides et de bases fortes minéraux [20].

La distinction entre base minérale et base organique n’a pas joué de role dans l'effet de
I'alcalinisation du milieu sur la disponibilité. Pour les terres HOM et NM, I'augmentation de pH
n’a pas d’'impact sur la disponibilité, alors qu’elle augmente celle de la terre AUG. Par contre,
comparativement a l'acide nitrique, I'acide citrique augmente la disponibilité des HAP pour les
terres considérées. C’'est ce dernier traitement qui a globalement le plus d’effet tous
traitements et sols confondus. Il pourrait s’expliquer par les propriétés complexantes de la
molécule en complément de I'effet sur le pH. Ces deux réactions amenent a la mobilisation des
cations et ainsi a une déstabilisation du complexe organo-minéral pouvant favoriser la mobilité
des HAP. L’intensité des évolutions observées reste toutefois tres faible sur les matrices
étudiées qui présentent des teneurs en HAP disponibles limitées.
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Figure 13. Effets respectifs des acides et bases minéraux et organiques sur la disponibilité des HAP
des trois terres industrielles HOM, NM et AUG.

2. Phytoremédiation in situ, un premier bilan

Deux dispositifs expérimentaux in situ d’envergure ont permis d’évaluer sur le relativement long
terme l'efficacité de pratiques de phytoremédiation pour remédier des terres industrielles
contaminées par les HAP.

2.1. Atténuation naturelle

Le premier et le plus ancien dispositif regroupe des essais mis en place au cours de divers
projets (théses de C. Schwartz (1997), P. Henner (2000), C. Saison (2001); projets ADEME-
SACARTOM (2002), ELF/GDF (1998-2000)). Ces différents projets ont utilisé le méme type de
dispositifs expérimentaux, des bacs lysimétriques drainés (80 x 60 cm) de 40 cm de profondeur
(Figure 14) [112]. Trois terres, notées 1, 2 et 3, issues d’anciens sites industriels contaminés ont
été étudiées. La terre 3 a été séparée en deux lots, a et b, suivant leur niveau de contamination.
Le plus pollué, b, a été chaulé. La terre 1 a également été séparée en deux lots initialement
identiques, a et b. Le lot b a recu un amendement de boues de station d’épuration urbaine
(Tableau 5 et Tableau 6).

Nous nous sommes intéressés a ces dispositifs apres une période longue d’atténuation naturelle
pour effectuer un bilan sur la dissipation globale des HAP depuis la mise en place des bacs, la
nature de la végétation installée, le transfert des HAP dans les eaux de percolation. Une
approche statistique a été utilisée pour essayer de dégager de grandes généralités sur la
faisabilité de I'atténuation naturelle pour gérer ce type de sols et ses polluants. Sur le long
terme, les résultats montrent une diminution de la teneur totale en HAP des terres, tout en
mesurant un transfert limité des contaminants dans la phase aqueuse (Figure 15). La teneur
finale en HAP (PAH;) est expliquée par la CEC et la teneur en limon des sols (Sl) alors que la
vitesse de dégradation (DEG) est corrélée au carbone organique dissous (DOC), a la
concentration en HAP dans les eaux de percolation (PAH,,) ainsi qu’a la teneur en argile (CL).

Ces différents parameétres sont explicatifs de la disponibilité, de maniére directe, comme la
concentration en HAP dans les eaux, ou indirecte, comme les quantités en fractions fines
(limons et argiles). La concentration en HAP dans la solution du sol est souvent utilisée comme
proxy de la biodisponibilité, puisqu’il s’agit du principal vecteur de transfert des HAP entre la
matrice solide du sol et les organismes cibles (plantes ou bactéries). Les limons fins, quant a eux,
ont été identifiés comme étant la fraction granulométrique séquestrant les HAP et les
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accumulant. Leur abondance tend alors a contréler la disponibilité¢ des HAP. Ainsi ces
indicateurs de dissipation des HAP peuvent étre assimilés a des indicateurs de disponibilité.

% 2L

Figure 14. Photographies de la station epérentale d site de Brabois (20/09/2011).
(photographies : Elodie-Denise Chenot)

Tableau 5. Principales propriétés des terres industrielles étudiées.

Terre 1 Terre 2 Terre 3a Terre 3b Boue
Origine cokerie cokerie usine a gaz usine a gaz
Sable (%) 75 51 55 68 -
Limon (%) 19 38 24 21 -
Argile (%) 6 11 21 11 -
pH 8,8 8,1 8,2 10,4 -
CEC (cmol kg™)* 9,0 13,0 10,8 8,3 -
Corg (%) 6,79 6,32 4,38 5,14 41,50
C/N 38 27 33 42 8
CaCO;s (%) 14,7 6,4 24,82 20,9 -
P,0s (%) 0,41 2,59 0,09 0,19 0,41
HAP (mg kg)* 380 2077 841 1422 -
Zn (mg kg™) 1340 2849 127 226 868
cd (mg kg™) 0,68 11,96 0,38 0,71 2,37
Ni (mg kg™) 60,8 59,4 26,0 25,4 31,3
Pb (mg kg™) 319 999 250 236 122

! capacité d’échange cationique
? carbone organique

méthode Olsen

somme des 16 HAP US-EPA

3
4
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Tableau 6. Résumé des traitements appliqués aux dispositifs avant (pré-AN)
et pendant la période d’atténuation naturelle (AN).

Mise en Pré-AN

Matériaux | AN
place Durée Traitements

1la, b oct. 96 38 mois Sol nu 100 mois
Noccea caerulescens
Colza (Brassica napus var. Jaguar)

2 mars 99 26 mois Sol nu 82 mois

Labour de surface
Ray grass (Lolium multiflorum var. Fastyl)

33, b mai 98 23 mois Sol nu 96 mois

Luzerne (Medicago sativa var. Europe)

Ray grass (Lolium multiflorum var. Fastyl)

Ray grass + tréfle violet

(L. multiflorum var. Fastyl and Trifolium pratense)

o

PC2 (32.5%)

PC1 (43.1%)

Figure 15. Analyse en composante principale du systéme a I’état final.

2.2. Phytoremédiation in situ d’une terre multicontaminée

Dans une seconde approche, différentes stratégies de gestion d’une terre multicontaminée ont
été évaluées. Pour ce faire, un dispositif de 24 parcelles lysimétriques a été mis en place sur le
site de la station expérimentale du GISFI a Homécourt (Meurthe et Moselle, 54) au printemps
2005 et rempli avec la terre multicontaminée NM précédemment présentée (cf. Tableau 3, p.
24). Six modalités présentes en quatre répétitions ont été suivies sur sept années au travers de
différents programmes de recherche interdisciplinaires impliquant des partenaires du GISFI
(EC2CO ECODYN, ANR MULTIPOLSITE). Les modalités de gestion envisagées consistaient en
différentes approches de phytoremédiation se distinguant par les espéces choisies et les modes
de culture (Figure 16). Sur ces dispositifs équipés de systemes de drainage permettant de
caractériser qualitativement et quantitativement les eaux de percolation, deux campagnes
d’échantillonnages ont été conduites par an pour caractériser les eaux, les terres, les végétaux,
la faune du sol et les microorganismes, aussi bien avec des indicateurs chimiques que
toxicologiques.

Les résultats ont mis en évidence une diminution continue des teneurs totales en HAP, sans
toutefois montrer un effet significatif des différents modes de gestion (Figure 17). La trés faible
disponibilité des HAP est le processus limitant leur dissipation. Toute action visant a favoriser
I'activité dégradante sans augmenter la disponibilité n’a alors pas d’effet significatif. Par contre,
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les couverts végétaux ont permis de favoriser la diversité biologique et de limiter I'impact des
polluants sur I'environnement en limitant les flux d’eau de percolation.

La qualité des eaux de percolation est apparue critique sur cette expérimentation, avec une
toxicité élevée mise en évidence par le test micro-algue (Pseudokirchnerialla subcapitata, I1SO
8692, 1996), sans qu’elle puisse étre expliquée par les autres parametres physico-chimiques
suivis [111]. D’autres effets toxiques ont été observés avec une difficile implantation de la
mycorhization et I'impossibilité de cultiver I’hyperaccumulateur Noccaea caerulescens [141].
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Figure 16. Dispositif des 24 parcelles de la station expérimentale du GISFI a Homécourt.
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Figure 17. Evolution des teneurs en 16 HAP des terres pour les différentes modalités au cours du temps
(TO :sept. 05; T1: mai06; T2 :sept. 06 ; T3 : mai 07 ; T4 : sept. 07 ;
T5 :avril 08 ; T6 : sept. 08 ; T7 : avril 09).
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3. Conclusion

Les résultats acquis sur la phytoremédiation des HAP des sols au travers des différents travaux
menés sur une gamme représentative de terres contaminées ont mis en lumiére ou confirmé les
points critiques a la mise en ceuvre et a la faisabilité de la rhizodégradation des HAP. La
disponibilité reste un facteur essentiel de controle de la biodégradation de ces molécules et
I'effet potentiellement favorable des exsudats racinaires sur ce parametre n’a pas pu étre mis
en évidence dans nos travaux. L'importance des fractions fines dans le controle de cette
disponibilité a été confirmée par des approches statistiques globales sur des évolutions a long
terme. Enfin, la problématique de lI'implantation du couvert végétal apparait cruciale, en
particulier a I'échelle du terrain a laquelle les contraintes climatiques se superposent. Cette
guestion qui touche a I'agronomie de ces milieux a fortes contraintes qui nécessite I'acquisition
de connaissances et le développement d’itinéraires culturaux adaptés.
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Chapitre 4. La réponse des plantes face a la présence de HAP dans
les sols : du prélevement a la toxicité

1. Prédictibilité du transfert des HAP aux plantes

1.1. Mesure du prélevement des HAP par le mais

Les travaux sur le transfert des HAP aux plantes ont été menés dans le contexte d’un projet
européen SNOWMAN IBRACS « Integrating Bioavailability in Risk Assessment of Contaminated
Soils: opportunities and feasibilities » (2011-2014). Une expérience de culture de mais a été
conduite sur 14 terres industrielles contaminées aux HAP issus de Suede (5), Belgique (2) et
France (7). Prélevés sur d’anciens sites industriels (cokerie, AUG), ces sols présentaient des
concentrations en 16 HAP trés variables de 0,2 4 1900 mg kg™. A I'issue de cing semaines de
culture, les teneurs en HAP dans les parties aériennes et racinaires des plantes ont été
guantifiées (Figure 18). Les résultats montrent que les quantités stockées dans les racines
restent faibles avec une grande variabilité, similaire a celle décrite dans les sols. Les
concentrations dans les parties aériennes des végétaux sont encore plus faibles, d’environ deux
ordres de grandeur, de nombreux composés présentant des concentrations inférieures aux
limites de quantification.
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Figure 18. Concentrations en 16 HAP retrouvées dans les parties racinaires (a) et parties aériennes (b)
des plants de mais aprés 5 semaines de culture.

1.2. Les principes des modeles de transfert

L'estimation du prélevement des HAP par les plantes, telle qu’elle est pratiquée dans les outils
d’évaluation des risques, s’appuie sur les théories proposées par Briggs et ses co-auteurs au
début des années 80 [29, 30]. Le prélevement est alors expliqué au travers de deux processus :
1) un partage entre la solution du sol et le compartiment lipophile des racines corrélé au Log K,
de la molécule, 2) une petite fraction identique pour toutes les molécules. Plus récemment, ce
modele a évolué pour tenir compte non seulement de la fraction lipidique des racines, mais
aussi de la fraction des carbohydrates [165]. Toutefois, ces modeles proposent dans tous les cas
une équation permettant de calculer les quantités prélevées par les racines en fonction des
concentrations dans I’eau, solution du sol, sous la forme d’un facteur de bioconcentration
racinaire (RCF) ou aérien (SCF) et nécessitent donc une valeur de cette concentration.

Log (RCF-0,82)=0,77LogK_ —1,52 Eq. 3 d’apres [29]
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(0,95 Log K_,—2,05) —[(Log K —1,78)*/2,44]

SCF=|10 + 0,820,784 e Eq. 4 d’aprés [30]

Avec, RCF, facteur de bioconcentration racinaire, ratio entre la concentration dans la racine
exprimée en mg g de biomasse fraiche et la concentration dans la solution du sol exprimée en
mg L™ ; SCF, facteur de bioconcentration aérien(« Shoot Bioconcentration Factor »), défini de

maniére analogue pour les parties aériennes.

2. Tenir compte de la disponibilité : une estimation juste de la concentration dans
I'eau porale

Les modeles utilisent généralement les lois de partage empiriques établies entre solution du sol
et matiere organique pour estimer la concentration dans |'eau porale a partir des teneurs
totales [106]. Toutefois, il est reconnu que la teneur totale ne représente pas la quantité
effectivement échangeable avec la solution du sol que I'on peut qualifier de disponible. Nous
proposons alors d’appliquer ces lois de partage non pas sur les teneurs totales, mais sur les
teneurs disponibles, telles qu’estimées par une extraction par résine Tenax (cf. § 2, p. 28) pour
estimer de maniere plus juste les concentrations dans I’eau porale. Plus récemment, le modéle
« coal tar » a été également proposé. Il assimile la matiére organique des sols industriels a du
goudron de houille et lui applique la loi de Raoult [17]. Ces différentes approches ont été
comparées et confrontées a une mesure réelle des concentrations qui utilise une mesure
indirecte, sur le principe de I’échantillonnage passif [69].

Les résultats montrent que I'approche classique, qui consiste a appliquer une loi de partage a la
teneur totale en HAP dans le sol, conduit a une surestimation de prés de deux ordres de
grandeur de la concentration dans |'eau porale. Les deux alternatives, loi de partage sur fraction
disponible ou modeéle « coal tar », conduisent a des estimations similaires, proches des valeurs
mesurées (Figure 20).
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Figure 19. Comparaison entre concentrations en 16 HAP dans I’eau porale mesurées
et obtenues par trois modéles : loi de partage appliquée a la teneur total
ou a la fraction extractible par résine Tenax et modéle « coal tar ».

2.1. Des modeles faussement bons

Les modeéles proposés par Briggs et al. [29] et Zhang et Zhu [165] ont été mis en défaut par nos
résultats expérimentaux. Tous les deux sous-estiment fortement le RCF, méme si le second
présente une évolution en fonction de la taille des molécules plus juste que le premier (Figure
20). Par ailleurs, pour une molécule donnée, la valeur du RCF est assez variable en fonction du
sol considéré, ce qui suggére que la concentration dans les racines ne peut étre expliquée par la
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seule concentration dans la solution du sol. Un parametre supplémentaire lié au sol doit alors
étre considéré. De tels résultats ont souvent été obtenus, la concentration en HAP retrouvée
dans les racines est généralement bien supérieure a celle attendue ou prédite par les modeles.
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Figure 20. Valeurs expérimentales de RCF obtenues pour chaque sol et molécule comparées
aux valeurs données par les modéles de Briggs et al. [29] et Zhang et Zhu [165].

Néanmoins, de maniére fortuite, I'approche de modélisation globale qui intégre les deux étapes
d’estimation de la concentration dans la solution du sol et le calcul du RCF, conduit a une
estimation correcte du prélevement racinaire (Figure 21). En effet, la surestimation de la
concentration dans la solution du sol compense la sous-estimation du RCF, pour aboutir a des
valeurs dans le bon ordre de grandeur pour les concentrations racinaires.
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Figure 21. Comparaison entre concentrations prédites et analysées dans les racines
en utilisant le modéle de Briggs (Eq. 3) et une estimation de la concentration dans I’eau porale
par une loi de partage appliquée aux teneurs totales dans les sols.

2.2. Des modeles de prélévement a revisiter

Les modeles établis sur la base d'un processus par préléevement de la solution du sol
apparaissent clairement mis en défaut en ce qui concerne les HAP. Il s’agit alors de proposer
une alternative rendant compte de maniére plus juste des concentrations retrouvées dans les
végétaux. Une analyse statistique de I'ensemble des données (ACP, matrices de corrélations) a
mis en évidence une corrélation forte entre les teneurs en HAP totales des sols et extractibles
par résine Tenax et les concentrations dans les racines. Nous proposons alors, dans une
premiére approche simple, de modéliser le prélevement racinaire avec un modele de partage
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analogue a celui qui est proposé avec la phase organique du sol, mais en I'appliquant a un
compartiment de matiere organique qui est la racine. Nous avons pu mettre en évidence que
dans le contexte des sols industriels anciennement contaminés, la loi de partage classique
s’applique a la fraction disponible, quantifiée par extraction avec une résine Tenax (Eq. 5).
Combinée a la méme loi de partage appliquée cette fois a la racine (Eq. 6), cette relation permet
de calculer simplement la concentration racinaire (Eq. 7).

[HAP]Tenax = fOC_so/ KOC [HAP]eau Eq' >

[HAP]racine = fOC_racine KOC [HAP]eau Eq' 6

[HAP] _Joc_racine [HAP] Eq.7
racine Tenax g

OC _sol

La prédiction ainsi obtenue conduit a une estimation assez réaliste des teneurs effectivement
retrouvées dans les racines (Figure 22). Une part importante de la variabilité semble encore
imputable au sol, signe qu’un ou plusieurs facteurs liés a la nature du milieu de culture seraient
a prendre en compte de maniere complémentaire. Pour aller plus loin dans cette interaction
plante/HAP nous nous sommes intéressés de maniére privilégiée a la plante, afin d’évaluer de
guelle maniere les HAP affectent son fonctionnement et d’essayer d’approfondir notre
compréhension des mécanismes de prélévement.
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Figure 22. Comparaison entre concentrations prédites et analysées dans les racines en utilisant le nouveau
modeéle proposé (Eq. 7) (a gauche) et en comparant avec I’'ancien modele de Briggs (a droite).

3. Phytotoxicité

3.1. Physiologie

Des expériences menées avec une plante modele, le mais (Zea mays), et un HAP modéle, le
phénanthréne (PHE), ont mis en évidence des altérations significatives du fonctionnement de la
plante en présence de ce polluant [47]. Les effets macroscopiques les plus notables sont une
diminution de l'activité photosynthétique qui conduit a une diminution de la production de
biomasse et une modification de I'architecture racinaire. Toutefois, I'allocation de biomasse ne
s’opére pas de maniére homogéene avec une allocation préférentielle au systeme racinaire qui
ne permet néanmoins pas de maintenir sa biomasse a la hauteur de celle du témoin. Le systeme
racinaire, quant a lui, présente des racines plus épaisses.

Ces réponses s’apparentent a celles observées dans des conditions de stress hydrique et ont été
rapportées par de nombreux auteurs sur d’autres espéces telles Arabidopsis thaliana [12], le riz
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(Oryza sativa) [90] ou la tomate (Solanum lycopersicum) [8]. Bien que ces symptomes
s’apparentent a un stress hydrique, la plante parvient a préserver sa teneur en eau malgré
I’exposition au PHE. Si les mécanismes sous-jacents a ces observations ne sont pas
complétement élucidés, I'hypothese du stress oxydatif est souvent avancée [12, 92, 116]. Le
PHE ou l'un de ses sous-produits de dégradation peut provoquer la production de I'acide
abscissique (ABA) [149], phytohormone intervenant dans la voie de signalisation du stress
hydrique [124], ou interagir avec les récepteurs de I’ABA provoquant une réponse de type stress
hydrique.

Une approche similaire conduite avec I’hyperaccumulateur Noccaea caerulescens, bien que sur
un dispositif expérimental différent, a également mis en évidence une inhibition de I’élongation
des poils absorbants au bénéfice de la formation de racines latérales. A I'échelle cellulaire, la
subérisation des cellules de 'endoderme se rapproche de I'apex et la formation de la couche
peri-dendodermale est affectée par la présence de PHE, effets la encore similaires a un stress
hydrique (Zelko et al. (a), soumis a Planta).

3.2. Nutrition minérale des plantes et conséquences pour I’hyperaccumulation

Dans les expériences conduites sur le mais nous n’avons pas mis en évidence d’effet significatif
du PHE sur la nutrition minérale des plantes a I'exception du plus haut niveau d’exposition (750
mg kg™) qui conduit a une diminution du prélévement en N et K et une légére accumulation de
S, Fe et Mn. Par contre, lors des expériences menées sur Noccaea caerulescens nous avons pu
mettre en évidence une nette carence dans la plupart des éléments majeurs et mineurs (Ca, Fe,
K, Mg, P, S, Cu, Mn, Ni et Zn) en présence de PHE, |'effet étant le plus marqué sur K, compensée
par une accumulation accrue de Na.

Des travaux assez récents menés sur le riz ont montré le réle des protéines transmembranaires
symports H' et aquaglycéroporine dans le prélévement du PHE [163]. En complément, des
modifications de pH cytoplasmique ont été mises en évidence lors du prélevement de PHE chez
le blé [164]. Ces processus peuvent alors étre responsables d’une alcalinisation locale de la
rhizosphere diminuant la disponibilité des éléments cationiques. lls peuvent également altérer
les processus de prélevement membranaire via la dépolarisation membranaire et engendrer
alors directement les effets observés (Zelko et al. (b), soumis a Planta)

Au dela des dysfonctionnements physiologiques provoqués par ces altérations nutritives, des
perturbations directes sont relevées sur le prélevement d’éléments en traces par les espéces
hyperaccumulatrices. Ainsi, le PHE inhibe le prélevement de Cd chez N. caerulescens, les teneurs
retrouvées dans la plante correspondant uniquement au Cd initialement présent dans la graine.
Cette inhibition du prélevement du Cd, élément essentiel au développement de cette espéce,
pourrait en partie expliquer des résultats d’inhibition de croissance observés sur des essais de
phytoextraction sur terres industrielles multicontaminées [141].

3.3. Localisation des HAP

Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes de préléevement, d’une part, et de
toxicité, d’autre part, nous avons tenté de localiser le PHE au niveau des racines de mais en
utilisant des outils de visualisation par microscopie de fluorescence [46]. Le PHE est localisé sous
la forme d’amas initialement présents dans les cellules et espaces intercellulaires proches de
I'exoderme (10 jours) puis aux temps de culture plus longs (20 jours), ces accumulations
apparaissent aussi au niveau de I'endoderme (Figure 23). Ces accumulations de PHE semblent
former des bandes/batonnets le long des parois cellulaires de I'exoderme (Figure 24). Ce type
de résultat a déja été observé par Wild et al. [157] sur du mais et du blé. Ces accumulations
locales pourraient s’expliquer par la nature plus concentrée en composés lipidiques des zones
de l'exoderme et de I'endoderme subérisées. Le PHE diffuserait radialement avant de
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s’accumuler dans des espaces intercellulaires préexistant a proximité de ces phases plus
réactives.

Il serait abusif de conclure que ces observations confirment le modele de prélevement
empirique proposé précédemment et s’appuyant sur un mécanisme de partage entre deux
fractions de matiéres organiques (celle du sol et celle de la racine). Néanmoins, il est possible a
cette échelle cellulaire d’observer un processus d’accumulation (d’adsorption ?) en lien avec
une matiere organique particulierement réactive. Une caractérisation quantitative des
différentes natures de matiéres organique des racines permettrait peut-étre alors d’affiner les
prédictions du modele proposé.

Figure 23. Coupes transversales de racines principales de mais (a environ 80 % de distance relative
de I'apex) exposés a 150 mg PHE kg'l apres (A) 10 jours et (B) 20 jours de culture sur sable.
Les photographies sont prises en utilisant un filtre UV-1A pour visualiser I'auto-fluorescence.
Les fleches rouges indiquent la présence de PHE, a=exoderme, b=endoderme, c=midcortex, d=stéle.
La barre d’échelle correspond a 100 um.

A B

Figure 24. Visualisation du phénanthréne le long des coupes longitudinales de racines principales de mais
exposés a (A) 0, (B) 50 et (C) 150 mg PHE kg'l apreés 20 jours de culture sur sable. L’autofluorescence est
présentée en couleur artificielle, le rouge correspondant au PHE. La barre d’échelle correspond a 100 um.

4. Conclusion

Nos résultats sur la réponse des plantes face a la présence de HAP dans les sols ont permis de
confirmer que si les concentrations en HAP sont élevées, I'impact sur le fonctionnement des
plantes est négatif. Ces effets se traduisent de maniére macroscopique par une diminution de la
production de biomasse et une modification de I'architecture racinaire, de maniere assez
similaire a un stress hydrique. L'analyse du prélevement des HAP aux échelles cellulaire et
globale indique qu’un prélevement « directe » sol-racine conduit a une accumulation localisée
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des HAP le long des parois cellulaires qui affecte en retour son aptitude a prélever les éléments
nutritifs, altérant alors le développement de la plante. Les mécanismes impliqués pourraient
étre d’ordre (i) physique, I'accumulation de HAP créant une barriere hydrophobe bloquant les
flux d’éléments, ou (ii) chimique en altérant les pompes cationiques membranaires. Des
processus hormonaux pourraient également étre impliqués. En effet, les HAP et leurs sous-
produits de dégradation ont des structures chimiques proches des phytohormones dont ils
pourraient induire des effets mimétiques et perturber leur signalétique. Il est a ce sujet
important de noter que les expériences menées étant toujours conduites en conditions
biotiques, les effets toxiques et/ou altérations de fonctionnement peuvent étre le fait des sous-
produits de dégradation et non pas des composés HAP parents.
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Chapitre 5. Conclusion générale et perspectives de recherche

1. Les acquis

Les travaux conduits sur les systéemes sol contaminé — plante en vue d’évaluer la faisabilité de la
phytoremédiation des HAP ont permis d’aboutir aux conclusions suivantes. Les sols industriels
contaminés constituent une classe de sols qui se distingue des sols naturels par la nature des
matieres organiques présentes. Essentiellement d‘origine industrielle elles combinent des
matieres organiques fossiles, au carbone assez réfractaire et trés réactif vis-a-vis des HAP. Les
HAP y sont tres peu disponibles du fait des processus de vieillissement, de sorption et de
piégeage, en particulier au sein des fractions fines plus réactives. L’estimation de la disponibilité
a fait I'objet du développement d’'une méthode dédiée en passe d’étre normalisée. Dans ces
milieux, le suivi des seuls HAP peut paraitre un peu réducteur. Ces composés doivent plutot étre
considérés comme le signe de la présence d’'une matiére organique complexe d’origine
anthropique, agent de fonctionnement du sol a part entiére, mais pour lequel les
connaissances ainsi que les techniques issues de I'étude de la matiére organique naturelle ne
s’appliquent pas forcément.

La faisabilité d’'une mise en ceuvre de la phytoremédiation a mis en avant deux enjeux majeurs.
Dans un objectif de rhizodégradation, la disponibilité des HAP est cruciale et doit étre
augmentée. L'implantation d’un couvert végétal fonctionnel se heurte a la double contrainte de
faible fertilité des sols industriels et de la présence de composés toxiques (dont les HAP, mais
pas seulement). Pour augmenter la disponibilit¢ des polluants, la production d’exsudats
racinaires favorisant la désorption des HAP peut offrir une perspective intéressante. Elle
suppose de trouver l'espece végétale idoine ou I'association de cultures, produisant les dits
exsudats dans les conditions de culture et de résister aux contraintes du milieu. Nos résultats
n’ont pas permis a ce jour d’obtenir des résultats probants. Il nous semble plus judicieux de
faire évoluer le paradigme de phytoremédiation d’une rhizodégradation vers une
rhizoatténuation. Il s’agit alors non pas de favoriser la dégradation via I'augmentation de la
disponibilité, mais plutot de favoriser la séquestration, de diminuer la disponibilité déja
relativement faible des HAP dans ces sols. La plante peut étre un acteur majeur dans cette
démarche en apportant du carbone au milieu contribuant alors au piégeage des HAP.

La mise en place de cultures efficientes reste alors un enjeu. Les interactions HAP-plante sont
complexes et affectent le fonctionnement des plantes. Bien que peu phytodisponibles, les HAP
peuvent pénétrer le systeme racinaire et altérer le prélevement des éléments nutritifs
entrainant alors des diminutions de production de biomasse et une modification de
I'architecture racinaire. Au-dela du prélevement des HAP, les effets hormonaux et les stress
abiotiques des sols contaminés peuvent aussi affecter de maniere négative I'implantation et le
développement d’un couvert végétal. L'identification fine de certains des processus impliqués
ouvre la voie vers des pistes de recherche afin de lever ces effets délétéres. Ces perspectives de
recherche sont développées dans la partie qui suit.

2. Les questionnements prioritaires a aborder

Au regard du bilan des acquis scientifiques obtenus sur la thématique de la phytoremédiation
des HAP dans les sols industriels depuis ma soutenance de thése, il est légitime de s’interroger
sur les perspectives et les besoins de développement de nouvelles voies de recherche. Cette
analyse sur les pistes a poursuivre et/ou a engager peut tout d’abord s’effectuer par rapport aux
molécules étudiées, les HAP. Leur occurrence et leur toxicité dans I'environnement restent
toujours aussi marquées, et les préoccupations qu’elles engendrent s’accroissent du fait de
I’acquisition de nouvelles connaissances en lien avec le diagnostic de la qualité d’un sol, d’une

49



CHAPITRE 5. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

part, et la toxicologie, d’autre part. Mais il existe aussi une gamme d’autres composés
organiques persistants moins étudiés jusqu’a présent qui sont également source d’inquiétudes
sanitaire et environnementale. On peut citer a titre d’exemple, les composés aromatiques
polycycliques (ou CAP), proches cousins des HAP et contenant un ou plusieurs hétéroatomes
d’oxygene (0), de soufre (S), d’azote (N) ou d’autres composés organiques tels les PCB,
pesticides, furanes, dioxines, PFOAs, PFCs. Pourraient s’y ajouter des molécules encore plus
émergentes tels que les composés pharmaceutiques ou d’hygiéne, engendrant potentiellement
des problématiques environnementales en lien avec la contamination des écosystéemes en
général et des sols en particulier, similaires a celles abordées avec les HAP. On peut admettre
gu’un changement d’objet d’étude, outre les inévitables adaptations analytiques et
méthodologiques, n’apporterait alors pas nécessairement de nouveaux questionnements
scientifiques. Par conséquent, les questions relatives a la réactivité des HAP dans les
écosystemes en général et les sols en particulier, leur disponibilité pour les plantes et pour les
organismes, leur transfert en interaction avec la matrice du sol (et en particulier les matieres
organiques « naturelles » ou encore d’autres polluants inorganiques dans des contextes de
multicontamination) restent toujours pertinentes et doivent encore faire ['‘objet
d’approfondissements. La compréhension de la disponibilité et de la réactivité des HAP dans
les sols anthropisés sous l'influence de la plante et plus particulierement des conditions
rhizosphériques reste au coeur des questionnements sur lesquels je souhaite poursuivre mes
activités de recherche.

La finalité de mes travaux antérieurs concernait les procédés de traitement des sols pollués par
phytoremédiation. Cette gamme de procédés appliquée aux HAP concerne essentiellement les
processus d’immobilisation et de dégradation, ie. de dissipation, dans les sols. Il est
certainement pertinent d’inscrire les travaux sur les polluants organiques persistants dans un
contexte ou les sols pollués ne sont plus nécessairement considérés uniquement comme un
handicap et ou seul le traitement des pollutions est envisagé. Il convient alors de comprendre
les comportements et les effets de ces polluants dans des sols qui, malgré les charges élevées
en polluants, tendent a étre désormais considérés comme des ressources a valoriser et ou la
place des services écosystémiques qui peuvent étre rendus par de tels territoires trés
anthropisés a pris une importance grandissante. La compréhension des interactions
sol/plante/HAP peut alors permettre d’aborder d’autres problématiques dans lesquelles la
dissipation des HAP en présence de plantes n’est qu’un des éléments a intégrer dans une
approche plus large du fonctionnement du sol contaminé.

Ainsi, je propose de positionner mes recherches dans la problématique des services
écosystémiques rendus par les sols contaminés par les polluants organiques persistants de
type HAP et analogues. Les services sur lesquels il me parait important de mettre I'accent dans
une premiére phase sont I'approvisionnement en biomasse végétale et la régulation de la
gualité de I'eau, de l'air et I'impact sur le climat. Pour ces services, les fonctions de filtre, de
transformation et de stockage d’éléments jouent un role primordial. Les services culturels
peuvent aussi s’avérer pertinents eu égard au caractére trés anthropisé des milieux auxquels je
me consacre. Si ces derniers restent en dehors de mon champ de compétences, ils pourront
étre abordés au travers de collaborations (par exemple avec des archéologues dans le contexte
du GISFI). Il sera donc nécessaire d’évaluer ces services dans le contexte global des sols
fortement anthropisés et plus particulierement des sols industriels et urbains contaminés par
des HAP et de caractériser le role des polluants organiques dans la valeur des services.

Le service d’approvisionnement en biomasse végétale renvoie aux questions de fertilité, de
toxicité des sols industriels et urbains contaminés aux HAP et des stress abiotiques
potentiellement associés pour les plantes. Que les cultures soient a vocation alimentaire,
énergétique ou de fourniture de matériau, le transfert de polluants et la qualité de la biomasse
doivent étre maitrisés. Je souhaite alors traiter ces points plus précisément en poursuivant la
compréhension des mécanismes de transfert des HAP dans les plantes et leur effet sur leur
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croissance et leur développement. Une premiéere voie de recherche concernera la gestion de la
toxicité des HAP dans un contexte de multicontamination. En effet, les contaminations
organiques et celles par les éléments en trace minéraux (ETM) sont généralement traitées de
maniére disjointe. Ainsi dans les situations de contaminations par les ETM, une double réflexion
de choix d’especes végétales dédiées (e.g. hyperaccumulatrices, accumulatrices, tolérantes)
accompagnée ou non d’apport d’amendements au sol permet d’orienter I'utilisation des sols et
des biomasses produites dans des filieres de valorisation des métaux ou de production de fibres
ou d’énergie par exemple. Toutefois, la présence concomitante de contaminants organiques
comme les HAP peut remettre en cause ces stratégies. Ainsi, les HAP s’avérent toxiques pour la
plante hyperaccumulatrice Noccaea caerulescens limitant aussi bien son implantation que son
aptitude a la phytoextraction dans des contextes multicontaminés. Il est alors nécessaire de
développer une double réflexion pour pallier ces effets déléteres. Différentes voies de
recherche peuvent étre suivies. De méme que les amendements sont choisis pour limiter la
disponibilité des ETM, d’autres peuvent limiter celle des HAP (voire les mémes dans certains
cas). On pourrait envisager des amendements de nature organique, connus pour étre des
adsorbants des molécules organiques hydrophobes que sont les HAP, tout en restant vigilant
aux effets en retour de ces amendements sur la dynamique des ETM et sur leur évolution a
moyen et long termes.

Une action plus spécifique vis-a-vis de la résistance de la plante aux stress peut aussi étre
envisagée. Elle peut étre de nature biologique, tel I'apport de bactéries dites PGPR (« Plant
Growth Promoting Rhizobacteria »). Celles-ci peuvent ainsi étre sélectionnées et inoculées afin
d’améliorer la résistance des plantes a la présence de HAP. De telles approches sont déja
initiées au sein du LSE pour augmenter la résistance des plantes aux stress des ETM et pourront
étre étendues au stress des HAP. Des composés sont également connus pour leur capacité a
augmenter la résistance des plantes a certains stress abiotiques, e.g. le silicium (Si) pour le
stress hydrique. Or les HAP a forte concentration générent des effets assez similaires a ceux
d’un stress hydrique et Si pourrait contribuer a lever une partie des effets négatifs induits par
les polluants organiques hydrophobes. D’autres composés ayant des propriétés anti-auxines
comme certains oligosaccharides (e.g. galactoglucomannan oligosaccharides ou GGMOs) ont
montré leur effet protecteur contre certains toxiques (e.g. Cd) ou l'acide naphtalene acétique
(sous produit de dégradation des HAP supposé avoir des effets hormonaux sur les plantes). Leur
utilisation pourrait la encore offrir un voie prometteuse pour lever les stress inhérents a la
présence de HAP. Ces voies permettant de lever les effets déléteres des stress abiotiques, bien
gu’envisagées au travers des HAP, pourront étre évaluées dans d’autres situations. En effet,
elles pourraient trouver des applications dans le contexte plus vaste des sols urbains ou d’autres
stress abiotiques sont souvent rencontrés comme la limitation des éléments nutritifs,
I’accessibilité a I’eau, une salinité ou une alcalinité excessives.

La question du stockage du carbone (C) est au coeur des préoccupations environnementales et
sociétales dans le double contexte du réchauffement climatique et de l'initiative internationale
«4 pour 1000 » (http://4p1000.0org). Toutefois, dans les sols urbains et industriels, les
cinétiques d’évolution des stocks de C restent méconnues et la part de C stocké sous forme de
HAP dans les sites industriels et, plus généralement, dans les sols tres anthropisés, est ignorée.
La nature des matiéres organiques, souvent majoritairement d’origine fossile dans les sols
industriels pollués et a priori plus récalcitrantes, modifie les cinétiques habituellement
rencontrées dans les sols naturels. De plus, les HAP, de par leur nature organique, sont un des
éléments du cycle a considérer. A ce titre, leur dissipation via des processus de dégradation
conduisant a la production de CO, n’est pas nécessairement souhaitable. Des processus de
séquestration et/ou de polymérisation conduisant a une stabilisation tout en diminuant le
risque de dissipation seraient alors a privilégier. Les travaux antérieurs ont déja apporté des
informations sur les mécanismes de séquestration des HAP dans les sols industriels en mettant
en évidence les propriétés absorbantes des matiéres organiques d’origine fossile et le réle des
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fractions fines des sols. Une partie de ces résultats a été utilisée afin de construire un modele
d’évolution des HAP dans ces sols. Celui-ci reste en phase de validation a I'échelle du terrain,
tout en ayant déja pu démontrer sa pertinence a I'échelle du laboratoire. Toutefois, il est a
I’heure actuelle focalisé sur les HAP et n’intégre pas de maniére directe la dynamique globale
des matiéres organiques. Il s’agira alors de coupler ce modéle avec ceux existant en décrivant
plus spécifiquement la dynamique du C tout en faisant les ajustements nécessaires pour
prendre en compte la nature majoritairement fossile des matieres organiques des sols
industriels. Il conviendra en particulier d’identifier les compartiments (et les constantes
cinétiques associées) de la matiere organique les plus pertinents a partir des fractionnements
granulo-densimétriques utilisés actuellement pour les sols naturels. Une adaptation de ces
méthodes pourra permettre de distinguer des sous-fractions parmi les compartiments
organiques les plus récalcitrants. La réactivité spécifique des HAP sera alors suivie au sein de
cette nouvelle structuration de la matiére organique. Cette démarche de modélisation, menée
en paralléle de I'acquisition de connaissances fondamentales, est essentielle pour, d’une part,
valider notre compréhension des systemes au travers du transfert d’échelle du laboratoire au
terrain et, d’autre part, valoriser ces connaissances dans des outils de gestion des sites et sols
dégradés.

Une attention particuliére continuera a étre portée a la disponibilité des HAP. L’acquisition de
connaissances sur les mécanismes de contrdle et d’évolution de la disponibilité par I'étude de
systemes remarquables (e.g. site naturellement contaminé depuis plusieurs centaines d’années
par des résurgences pétrolieres) et/ou le développement de nouveaux outils (e.g.
échantillonneurs passifs, tracage, isotopique) sera poursuivi. Des approches de laboratoire sont
maintenant disponibles et assez largement répandues (extractions par cyclodextrine, résine
Tenax, échantillonneurs passifs) pour caractériser la disponibilité des HAP. Néanmoins ces
approches doivent étre adaptées in situ pour, d’'une part, intégrer les réponses sur des durées
plus longues et, d’autre part, prendre en compte les effets des conditions in situ aussi bien
biotiques (e.g. plantes, microorganismes) qu’abiotiques (e.g. saturation du milieu,
température). En complément, il est nécessaire de développer des outils de caractérisation de
la pollution adaptés a I’échelle du terrain et qui permettent en particulier de différencier les
pools disponibles et biodisponibles de la teneur totale en HAP.

3. Proposition de mise en ceuvre

Ces travaux ne peuvent s’envisager en dehors d’un contexte de collaborations, certaines déja
établies, d’autres a construire pour me permettre d’aborder de nouveaux champs thématiques.
lIs bénéficieront en particulier de collaborations établies de longue date au sein du GISFI, du
pole scientifique OTELo et de I'INRA.

La création du LIA ECOLAND autour de la thématique des services écosystémiques rendus par
les sols contaminés sera un atout supplémentaire pour développer ce projet et bénéficier des
problématiques, des ressources expérimentales et de I'expertise scientifique des collegues de
I’'Université de Sun Yat-sen.

Les travaux sur la thématique du cycle du C s’appuieront en particulier sur des collaborations
existantes en modélisation (ECOSYS) et dynamique du C naturel (BEF) ou anthropique (LIEC) qui
pourront étre complétées au sein du réseau Matiéres Organiques de I'INRA. Si les approches
biologiques peuvent étre envisagées en interne au LSE, celles faisant appel aux approches
impliquant les oligosaccharides nécessiteront la mise en place de nouvelles collaborations avec
des chimistes spécialistes de polymeéres (afin de synthétiser et caractériser les molécules
d’intérét) et éventuellement des physiologistes végétaux. Pour ces derniers les collaborations
déja établies avec les collegues de |'Université Comenius de Bratislava pourront étre
poursuivies. Pour les premieres, des compétences au sein de I'Université de Lorraine, en
particulier au Laboratoire de Chimie-Physique Macromoléculaire (LCPM, UMR 7375), seront

52



HDR-S. OUVRARD

recherchées. Enfin, les travaux de modélisation et de compréhension des mécanismes
contrélant la disponibilité du carbone en général et des HAP en particulier bénéficieront d’une
nouvelle démarche scientifique initiée récemment et utilisant I'impression 3D. Ainsi un projet
exploratoire a été financé par le podle scientifique OTELo en partenariat avec GéoRessources
(Projet Multidisciplinaire 3DSol) qui vise a comparer expérimentalement I'impact des choix de
représentation du systéme virtuel avec des modeles théoriques et I'échantillon (de sol) a
I'origine de l'objet imprimé. Il s’agit d’élaborer une suite de modeles (théoriques et
représentation physique par impression) a partir, d’'une part, d'un échantillon de sol et, d’autre
part, d’'images tomographiques de celui-ci. Les résultats obtenus par simulation des modeles
théoriques sont comparés avec des résultats de manipulations expérimentales avec les objets
imprimés, I"’échantillon d’origine, et, des échantillons de sols supposés proches de ce dernier. Si
dans cette premiére étape, I'objectif est de s’intéresser au fonctionnement hydrodynamique de
ces systémes, par la suite il s’agira de développer des systémes poreux multi-matériaux et/ou a
réactivité multiple afin de tester les hypothéses de fonctionnement et de réactivité identifiés
sur les systémes réels en lien avec la disponibilité des contaminants.
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(Laboratoire Agronomie et Environnement, UMR INRA/INPL 1121) — Thése de I’Institut National
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direction : J.L. Morel — Soutenue le 9 octobre 20089.
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Lapole D. Impact des acides organiques sur la sorption du phénanthréne. DEA Sciences
Agronomiques, INPL, septembre 2003, 25 p.
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2009
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juin 2009, 29 p. co-encadrement C. Barnier

2010

Martin N. Sélection d’espéces végétales d’intérét pour la phytoremédiation d’une terre
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Phytoressources (Lyon 1), septembre 2010, 30 p. co-encadrement C. Sirguey, C. Leyval et T.
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septembre 2010, 58 p. co-encadrement P. Leglize.

2011

Dupuy J. Phytodégradation assistée de sédiments contaminés par des hydrocarbures. Rapport
de stage Master M2 Professionnel Biologie et Biotechnologies des Plantes (Bordeaux 1), juillet
2011, 23 p. co-encadrement P. Leglize.

4. Autres encadrements de stages
2005

Herbeth A. PCB dans le poisson : Quels risques pour le consommateur ? Tuteur de mémoire, IUP
Ingénierie de la Santé, UHP — Nancy 1 — Faculté de Médecine (2004-2005)

Jieng C. participation a I'encadrement d’un stage de 6 mois dans le cadre d’un PRA franco-
chinois avec l'université de Canton, Laboratoire Sols et Environnement, INPL (2005)

Lefort C. Reconstitution de sols et dynamique des métaux du sol industriel support. DEA Science
du Sol, INPL, juillet 2005, 22 p. co-encadrement C. Schwartz et G. Séré

2007

Molino E. Influence de conditions réductrices sur la disponibilité des HAP. Stage a I'étranger
dans le cadre d’une these, septembre-décembre 2007.

2008

Pierron C. Evaluation de I'atténuation naturelle des sols de friche pollués aux HAP. Rapport de
stage de DUT, juin 2008, 30 p. co-encadrement C. Barnier.

Tizit K. Identification du stress toxique des terres multipolluées chez Thlaspi caerulescens.
Rapport de stage Master FAGE 1°" année, mai 2008, 20 p. co-encadrement C. Sirguey.
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Albrecht E. Phytotoxicité des sulfates vis-a-vis de Noccaea caerulescens dans un contexte de
remédiation de terres multicontaminées. Rapport de stage de DUT, juin 2009, 21 p. co-
encadrement C. Sirguey.

2009

Collombier C. Roéle de l'agrégation sur la disponibilité des hydrocarbures aromatiques
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24 p. co-encadrement C. Barnier

D’Amato M. Aptitude de Noccaea caerulescens a absorber les métaux sur une terre traitée par
désorption thermique. Rapport de stage de fin de Cycle Préparatoire Polytechnique, juin 2009,
26 p. co-encadrement C. Sirguey.

Horn C. Chemical extraction mathods for PAH in three different soil samples. Rapport de stage,
juin 2009, 14 p. co-encadrement P. Leglize

Verly C. Faisabilité de la phytoextraction sur une terre multicontaminée. Impact de sulfates sur
trois hyperaccuulateurs : Noccaea caerulescens, Armeria maritima, Cardaminopsis halleri.
Rapport de stage scientifique L2, juin 2009, 19 p. co-encadrement C. Sirqguey

2013

Dewit S. Quantification du prélevement des HAP par le mais cultivé sur des sols industriels
contaminés. Rapport de stage de DUT, juin 2013, co-encadrement J. Dupuy.

2015

Voitot R. Mise au point d’une méthode d’analyse d’acides organiques par HPLC. Rapport de
stage de M1, GPRE Sol Eau Environnement, juin 2015, 15 p.

5. Participation a des jurys de thése

Guijisaite V. Transport réactif en milieux poreux non saturés. Thése de I'INPL — Soutenue le 4
novembre 2008.

Michel J. Transport d’hydrocarbures aromatiques polycycliques et de métaux dans les sols non
saturés. These de I'INPL — Soutenue le 9 octobre 2009.

Lefort C. Contribution a la définition et a la classification des Technosols. Thése de I'INPL —
Soutenue le 19 octobre 2009.

Ngo V. V. Modélisation du transport de I'eau et de polluants dans les sols contaminés des
friches industrielles. Thése de I'INPL — Soutenue le 17 décembre 2009.

Barnier C. Processus rhizosphériques controlant la phytoremédiation des HAP des sols
contaminés. These de I'INPL — Soutenue le 18 décembre 2009.

Ounnas F. Influence de la matrice sol sur la biodisponibilité orale des Polluants Organiques
Persistants chez les ruminants laitiers. Thése de I'INPL — Soutenue le 30 juin 2011.

Pernot A. Modélisation de I'évolution des matiéres organiques d’origine fossile dans les sols
fortement contaminés et conséquences sur la disponibilité des HAP. Thése de I'Université de
Lorraine — Soutenue le 10 décembre 2013.

Dupuy J. Interactions entre les hydrocarbures aromatiques polycycliques et les plantes
supérieures : prélevement et réponses toxiques — Soutenue le 15 décembre 2014.
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Résumé

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des polluants organiques persistants
largement répandus dans |’environnement en particulier dans les sols. La gestion des sols
industriels contaminés par ces molécules est a la fois un enjeu environnemental, sanitaire et
scientifigue. Des modes de gestion basés sur la nature, comme la phytoremédiation,
généralement plus économiques et respectueux de I'environnement, sont a privilégier.
Toutefois la phytoremédiation des HAP des sols industriels pour lesquels la rhizodégradation est
souhaitée, s’avére souvent limitée par la disponibilité de ces polluants, héritage du
vieillissement de la contamination et de sa forte interaction avec les matiéres organiques
d’origine fossiles majoritairement présentes dans ces sols particuliers. L'autre enjeu majeur
auquel il convient de faire face est la culture d’espéces végétales d’intérét, rendue délicate par
la faible fertilité de ces sols d’une part et la toxicité des HAP pour les plantes d’autre part. Une
meilleure compréhension des mécanismes d’action des HAP sur la plante permet d’envisager
des modes de gestion permettant de pallier les effets délétéres observés. Il s’agit alors de faire
évoluer le concept du traitement de phytoremédiation du paradigme de rhizodégradation, ou
dégradation assistée par les plantes, vers celui rhizoatténuation, diminution de la disponibilité
et donc du risque.

Mots clés : HAP, phytoremédiation, disponibilité, plantes, sols industriels, matiére organique
anthropique, phytotoxicité, rhizosphére

Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are persistent organic pollutant widely dispersed in the
environment but they accumulate more specifically in soils. Management of these
contaminated soils is an environmental and sanitary concern as well as a scientific challenge.
Nature-based solutions, such as phytoremediation, are to be privileged being cheaper more
environmental friendly. However, rhizodegradation is limited by PAH low bioavailability. Indeed
in these old contaminated soils, the pollutants have aged and are strongly sorbed to the
anthropic organic matter. Plant growth may also prove difficult due to limited soil fertility
combined to phytotoxicty of the pollutants. These difficulties may be overcome with a better
knowledge of the mechanisms involved in plant-PAH interaction. In that respect, soil treatment
goals should rather move from rhizodegradation to rhizoattenuation, aiming at limiting PAH
availability, and thus reduce risk.

Keywords: PAH, phytoremediation, availability, plants, industrial soil, anthropogenic organic
matter, phytotoxicity, rhizosphere



