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vaille de vivre.
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Terre des hommes
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RESUME

Le but de ce travail est d‘étudier les sources et la
dynamique de quelques polluants prioritaires organiques dans
1’écosystéme sol.

Les principaux polluants organiques étudiés sont les
hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAH) et les
polychlorobiphényles (PCB).

Les PAH contiennent des substances cancérigénes et ont wune
origine aussi bien anthropogénique que naturelle. Ils
proviennent, entre autres, de 1la combustion incompléte de
carburants fossiles ou de substances organiques de tout type.

Les PCB sont des inducteurs enzymatiques puissants et ont des
effets immuno-modulateurs. Ils sont d’'origine purement
anthropogénique et sont wutilisés principalement comme fluide
diélectrique dans les transformateurs.

Le premier chapitre du travail revoit les mécanismes de
production, les sources, la toxicité des PAH et des PCB ainsi que
leurs voies de disparition dans 1’ écosystéme sol.

Le second chapitre est basé sur 1 élaboration d’une procédure
permettant une représentation en 3 dimensions de la fluorescence
totale d’échantillons contenant des PAH. Elle est obtenue au
moyen d‘un programme initialement crée pour des utilisations en
géodésie et en photogrammétrie.

Le troisiéme chapitre étudie les voies de pénétration de quelques
micropolluants organigues dans les sols agricoles. 11 met en
évidence 1 'importance des précipitations atmosphériques dans la
contamination des écosystémes terrestres par les PAH et les PCB.
L’influence de 1’épandage de boues d’épuration, de lisiers
animaux et d'engrais minéraux sur la contamination des sols en
PAH et en PCB est étudiée.

Le quatriéme chapitre marque le début de 1'étude de 1l impact que
peuvent avoir les PAH sur certains constituants de la biocénose.
Il montre au moyen de 2 tests respirométriques gue la nature du
sol joue un rdéle déterminant dans 1‘impact des PAH sur la
respiration des micro-organismes.

Le cinguiéme chapitre est consacré & 1'étude dQu transfert des
hydrocarbures polycycliques aromatiques des sols vers les tissus
des lombriciens. Il montre que des modifications de proportions
de familles de substituants organiques s’y opérent par rapport &
celles du sol dans lequel les lombriciens vivent.

Le dernier chapitre fait la synthése et énonce 1les conclusions
générales de ce travail. Du point de vue analytique 1l met
l1’accent sur 1l 'importance que revét en écotoxicologie 1 étude
simultanée de plusieurs polluants ou l’utilisation de plusieurs
techniques analytiques afin de pouvoir effectuer des recoupements
d’observations. Du point de vue de 1’'écosystéme sol il souligne
1’importance de sa complexité comme facteur principal influengant
les rapports entre les micropolluants organiques du sol et ceux
contenu dans la biocénose.
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ABSTRACT

The aim of the present work is to study the sources and
the dynamics of several organic priority pollutants in the so0il’s
ecosystem.

The principal organic pollutants studied are the polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAH) and the polychlorinated biphenyls
(PCB).

The PAHs contain carcinogenic substances and have a natural as
well as an anthropogenic origin. They are produced, among others,
by incomplete burning of fossil fuels or all other types of
organic substances.

PCBs are strong enzymatic inducing agents. They have a purely
anthropogenic origin and are used mainly as dielectric fluids in
electric transformers.

The first chapter of this work gives some information about the
production mecanisms, the sources and the toxicity of PAHs and
PCBs. Their degradation pathways in the soil ecosystem are also
discussed.

The second chapter is based on the realisation of total, 3
dimensional fluorescence figures of samples which contain PAHs.
The program which is used was initially created for geodetic and
photogrammetric purposes.

The third chapter studies the inputs of organic micropollutants
in agricultural soils. One of the most important PAH and PCB
sources in soil ecosystems are atmospheric precipitations. The
influence of sewage sludge spreading and the use of animal manure
and mineral fertilisers in the contamination of soils by PAHs and
PCBs are also investigated.

The fourth chapter deals with the impact of PAHs on soil micro-
organisms. Two respirometric tests are used to show the
determinant effect which the soil structure plays in relation to
the availability of PAHs on the activity of micro-organisms.

The fifth chapter deals with the transfer of PAHs from the soil
to earthworm tissues. By means of mass-spectrometry,
modifications of the proportions of pollutants are shown in the
earthworm tissues as opposed to that of the soil in which they
live.

The last chapter underlines the most important results of this
work and draws the conclusions.




-1X-

ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel dieser Arbeit ist die Quellen und die Dynamik
einiger organischen Schadstoffen in dem Bodendkosystem zZu
studieren.

Die wichtigsten Schadstoffen die studiert wurden, sind die
polyaromatischen Kohlenwasserstoffe (PAH) und die Polychlorbi-
phenyle (PCB).

Die PAH sind ebenso natiirlichen Ursprungs wie durch menschliche
Tdtigkeit bedingt. Sie enthalten krebserzeugende Substanzen.

Sie kommen unter anderem von unvollstdndiger Verbrennung von
Treibstoff oder anderen organischen Substanzen.

Die PCB sind kr&dftige enzymatische Induktoren und verursachen
immunbiologische Storungen. Sie sind ausschliesslich synthetisch
hergestellt.

Das erste Kapitel dieser Arbeit behandelt die Produktionsmecha-
nismen, die Quellen und die Giftigkeit der PAHs und PCBs und
beschreibt ihren Verschwindenmechanismen im Bodendkosystem.

Das zweite Kapitel stellt ein Komputerprogramm vor, das imstande
ist, eine dreidimensionale Darstellung der Fluoreszenz von
Bodenproben zu geben. Das Programm wurde anfianglich zu
geodetischen und photogrammetrischen Zwecken geschaffen.

Das dritte Kapitel handelt {iber das Eindringen mehrerer organi-
scher Schadstofffamilien in den Boden. Die Wirkung der
Kldrschlamm-, Schweinegillle~ und Mineraldungerausbreitung auf die
Kontamination des Bodens mit PAH und PCB wurde untersucht. Die
Forschungsresultate zeigen, dass hauptsédchlich die atmosphi-
rischen Eintr&dge die Bodengehalte an PAH und PCB beeinflussen.

Das vierte Kapitel studiert die Wirkung von PAHs auf Bodenmicro-
organismen. Es zeigt mit Hilfe wvon 2zwei atemmetrische Testen,
dass die Bodenstruktur eine bestimmende Bedeutung hat im
Einschlag der PAHs auf die Bodenmicroorganismen.

Das fiinfte Kapitel behandelt die Ubertragung von polyaromatischen
Kohlenwasserstoffen vom Boden auf die Regenwirmer. Es zeigt dass
Anderungen in den Proportionen organischer Schadstofffamilien
stattfinden.

Das letzte Kapitel stellt die synthese dar und drickt die
Schlussfolgerungen dieser Arbeit aus.
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Introduction générale.

Le développement industriel induit une forte augmentation
de la consommation 4‘énergie et de 1la production de déchets.
Durant ces derniéres années de nombreuses institutions, aussi
bien publiques que privées, se sont attachées a développer des
programmes d°‘'économie d°énergie et de récupération des déchets
domestiques et industriels. Des progrés considérables ont été
faits dans ces deux domaines, essentiellement parce qu’il s’agit
de problémes perceptibles : on observe 1l’épuisement des réserves
de carburants fossiles et 1’augmentation des quantités de
déchets.

Cependant la consommation de carburants fossiles et la production
de déchets ont des conséquences sournoises
-production d’'hydrocarbures polycycliques aromatiques
cancérigeénes,
-contamination de tous les écosystémes de notre planéte
par des substances possédant des propriétés physico-
chimiques remarquables.
Ces propriétés expliquent d’ailleurs leur vaste champ
d‘utilisation en industrie; les molécules organochlorées comme
les polychlorobiphényles en constituent un bon exemple. Comme ces
conséguences ne sont pas perceptibles a 1°oeil nu, elles sont
largement méconnues de l‘opinion publique.

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAH) et les
polychlorobiphényles (PCB) font partie des polluants
prioritaires. Qu’entendons nous par ce terme ?

Il s’agit de substances qui satisfont au moins & un des critéres
suivants :

-Substances réputées cancérigénes, mutagénes ou térato-
génes.

~Substances ayant une ressemblance structurale avec celles
précitées ou suspectées d’étre cancérigénes, mutagénes ou
tératogénes.

~Substances présentes dans les effluents industriels qui
Induisent des effets toxiques envers les étres humains ou
les organismes aquatiques.

L’agence américaine pour 1la protection de 1’environnement

(E.P.A.) a sélectionné 129 substances répondant & un ou plusieurs
de ces critéres (Anthony et al. 19811].

De plus les PAH et les PCB sont des micropolluants organiques peu
biodégradables. Ces substances sont soit de nature étrangére au
milieu naturel (PCB), soit de nature semblable & celle des
fonctions chimiques constitutives du milieu naturel et entrant de
ce fait en compétition avec celles-ci (PAH).



Elles engendrent des dommages sanitaires ou écologiques & partir
de doses trés faibles, généralement inférieures au mg/kg de poids
frais des individus. Ces dommages écologiques sont la
conséquence, entre autres, de distorsions biochimiques apparais-
sant sur les mécanismes vitaux de base.

Nous nous sommes proposé d’étudier les sources et la dynamique de
quelques polluants prioritaires dans 1'écosystéme sol.

Du point de vue de la démarche suivie dans ce travail, nous avons
préféré faire ressortir une image globale des sources et des
cheminements de gquelques micropolluants organiques dans
l1’écosystéme sol, plutét que de détailler 1°un ou 1 autre de
leurs maillons.

Pour obtenir cette vue globale, il a fallu s’intéresser a deux
facteurs essentiels

-Les polluants organiques: nous avons décidé d’'étudier
simultanément deux familles de polluants, du moins en ce
qui concerne 1l 'étude des sources de micropolluants dans
les sols. Nous avons estimé cette démarche plus
intéressante que celle consistant & étudier une seule
famille de fagon plus approfondie, car gquelles que soient
les observations faites dans ce cas, nous n’aurions pas eu
de points de comparaison.

Comme premiére famille de micropolluants organiques nous
avons sélectionné les PAH. Les raisons en sont les
suivantes
.leur production continuelle par la consommation
de carburants fossiles, .
.leur diffusion dans tous les écosystémes terrestres
due & leur présence importante dans les précipita-
tions atmosphériques,
.la persistance , chez 1 'homme, de multiples formes
de cancers qui peuvent étre liées & ces substances.

Comme seconde famille nous avons choisi 1les PCB
.malgré 1'interdiction de leur wutilisation (sauf
cas exceptionnels) dans la plupart des pays indus-
trialisés depuis les années 70, ces polluants conti-
nuent encore & pénétrer les écosystémes sous des
formes diffuses,
.leur persistance est exceptionnellement longue dans
les écosystémes terrestres.

Finalement dans ces deux familles se trouvent plusieurs
substances ayant des structures chimiques comparables mais
non identiques. Presque toutes les substances d’une méme
famille peuvent étre identifiées au moyen d’une seule
analyse mais chaque substance aura en général un
comportement différent des autres dans 1 environnement.
Cette propriété donne un grand intérét écotoxicologique a
ces deux familles.
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-Le milieu récepteur: Il s’agit de l’écosystéme sol. C’est
l1’entité biologique illustrant le mieux la complexité 4°un
écosystéme. Il est constitué 4d'un biotope, en 1°occurence
le sol, et d'une biocénose, constituée d’une trés grande
variété de plantes et d’animaux. Le sol, quant & lui, est
un mélange de substances minérales résultant de la
décomposition des roches-méres par des agents physiques et
chimiques, et de matiéres organiques particuliéres
produites par la décomposition des résidus végétaux par
les agents biologiques [Duvigneaud 1974]. Il n’est pas
possible dans le cadre de ce travail de tester les effets
des micropolluants organiques sur tous les constituants du
milieu récepteur. I1 est utile de choisir un
bioindicateur, dans notre cas : le lombricien. Il s‘agit
d’une espéce animale importante dans le milieu terrestre,
car elle se situe & une position clef du réseau trophique:
elle vit en contact étroit avec 1les micro-organismes du
sol, et elle constitue la nourriture de base de nombreux
oliseaux et mammiféres.

Si nous présentons une 1image globale des sources et des
cheminements de quelques micropolluants organiques dans
1’écosystéme sol, nous n’osons cependant prétendre que cette
image soit compléte. Ainsi nous ne parlerons pas durant ce
travail de la pénétration des micropolluants dans les plantes, ni
de leur diffusion dans les nappes phréatiques.

Le travail englobera 6 chapitres

- Le premier chapitre sera consacré a une bréve introduction sur
les sources et les voies de dégradation dans 1°écosystéme sol des
PAH et des PCB.

- Le second chapitre discutera des adaptations analytiques
originales mises au point au cours de ce travail.

- Le troisiéme chapitre mettra l’accent sur 1la pondération des
différentes sources de micropolluants organiques dans
1’écosystéme sol.

- Le quatriéme chapitre étudiera 1’influence des PAH sur la
respiration de 1la microflore du sol au moyen de tests
respirométriques.

- Le cinguiéme chapitre sera consacré au transfert des micro-
polluants organigques des sols dans les tissus des lombriciens.

- Le sixiéme chapitre fera la synthése et énoncera 1les con-
clusions générales de ce travail.







CHAPITRE 1
Productions, sources, toxicité des PAH et
des PCB ainsi que leurs voies de disparition
dans l'écosystéme sol.

1) LES HYDROCARBURES POLYCYCLIQUES AROMATIQUES (PAH)

Il n‘est pas possible dans 1le cadre de ce travail de
décrire de fagon compléte toutes 1les sources et toutes les
conséquences écotoxicologiques qu’‘entrainent la présence des PAH
et des PCB dans l’environnement. Nous devons nous en tenir a
l‘essentiel. Afin d’'approfondir ces sujets nous proposons 1la
lecture des ouvrages de référence suivants :

- pour les PAH : Bjorseth 1983 et Grimmer 1983,
- Pour les PCB : Hutzinger 1974 et Kimbrough 1980.

1.1 Définition des PAH

Les PAH peuvent étre définis comme étant des composés
organiques contenant deux ou plusieurs noyaux benzéniques
fusionnés. Ceux-ci peuvent avoir un ou plusieurs groupements
fonctionnels greffés. Le tableau 1 indique 1les noms et les
structures chimiques des 16 PAH dont 11 sera 1le plus souvent
question durant ce travail.

Tableau 1 : Noms et structures des principaux PAH étudiés dans ce

travail.
FORMULE FORMULE] POIDS FORMULE AR, FoRMULE| PO1DS
o PLANE ABR. | "BRyTE |MOLEC. PAH PLANE BRUTE | MOLEC.
Naphthalene OO |wn o\t [128.19 | chrysene % Chy Gtz | 228,30
Acenaphthene ® . | Ace c,zum 154,21 Benzo(e)pyréne @ B(e)f Czo”lz 252,32
Fluorene w F Cwnlo 166,23 | Benzo(b)fluoranthéne £ B(b)F Caghr2 252,32
Phénanthréne £ Phe CiaMyo 178,24 Benzo(k)fluoranthene @@.@@ B(k)F Cooty2 252,32
®
Wy, | 252,32
Anthracéne OO [an | Cth [178:24 | Benzo(a)pyrine @@@@ B(a)P Cagty2
Fluoranthéne & Ft chNlo 202,26 | Dibenz(a,h)anthracéne M DB(a,h)A CZZNM 278,34
1)
Pyrdne @ Pyr C'IG"'IO 202,26 Benzo(g,h,1)péryldne _’.).()(.) B(g.h,i)P szu‘z 276,34
©©©@
Benzo(a)anthracéne @@8 B(a)A | C\gHy, [228.30 | Corontne ©(.)‘£) Cor Caqtyz | 300,36




1.2 Classification, formation et sources des PAH

Les PAH présents dans notre environnement proviennent d‘un
ensemble complexe de sources qui sont soit naturelles, soit
anthropogéniques (consécutives aux activités humaines). A 1'heure
actuelle, d'adpres discussions sont encore en cours gquant a
l7attribution de tel ou tel PAH & une source précise.

- Classification "source naturelle - source anthropogénique”

Cette classification est proposée par Lee et al. (1981).
Le tableau 2 indique les différents modes de production des PAH
qui se rangent dans une de ces deux catégories.

Tableau 2 : Classification des PAH selon Lee et al. (1981).

PAH d’origine naturelle PAH d’origine anthropogénique |

- Origine diagénétique (ex.: - Synthéses industrielles. I
les synthéses biologiques - Gaspillages de produits i
et les transformations sur pétroliers. I

- Chauffages au moyen de car- |
burants fossiles. I
- Gaz d’échappements. I

des périodes géologiques
de molécules organiques.)
- Combustions naturelles.

r‘======P=-
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Le pétrole est un mélange trés complexe d'hydrocarbures qui sont
principalement des alcanes primaires et des cycloalcanes, mais
gui contient aussi une quantité variable de PAH. Ces PAH sont
dits “d‘origine diagénétique" ([Wakeham et al., 1980b].

La figure 1 montre que les homologues du phénanthréne 1les plus
abondants dans le pétrole sont ceux qui possédent les plus forts
taux d’alkylation.

Cette répartition des degrés d’alkylation dans les pétroles
contraste trés fort avec celle observée dans les substances
provenant de processus de combustion. Parmi ceux-ci on peut citer
les feux de foréts et de prairies. 1Ils forment aussi une
importante source de PAH naturels [Blumer et al. 1975, Youngblood
et al. 1975]. La figure 1 montre que la majeure partie des PAH
contenus dans les fumées d’incinération du bois sont non
substitués.

Pour les PAH anthropogéniques ce sont surtout 1les systémes de
chauffage utilisant des carburants fossiles (appelés aussi
produits géochimiques) qui forment 1la principale source de
formation de ces substances. Actuellement 1les mécanismes de
formation ne sont pas entiérement compris. On suppose dque les
réactions chimiques ont 1lieu en deux étapes distinctes,
respectivement la pyrolyse et la pyrosynthése. A haute
température, les substances organiques géochimiques sont
partiellement brisées en plus petites molécules instables
(pyrolyse). Ces fragments, la plupart du temps des radicaux
{Smith 1979]), se recombinent en molécules plus larges et plus
stables (pyrosynthése) pour finalement former des PAH. La figure
1 montre gque les réactions de pyrolyse el de pyrosynthése ont




pour effet de diminuer sensiblement 1la 1longueur des chaines
alkyles des PAH contenus dans les carburants fossiles puisque les
gaz 4d’échappement restituent dans 1l atmosphére des PAH 4 1 ou 2
carbones alkyles. Les PAH & 5 carbones alkyles, si abondants dans
le pétrole, sont presque totalement absents des gaz d’échappement
de moteurs utilisant ces carburants fossiles.

gaz
d'échappement
1 Petrole /

/
\/
/

~
L

R = substitution d'un hydrogéne
par 1 3 5 carbones alkyles.

Concentration relative

Figure 1 : Distribution des homologues alkylés du phénanthréne
(C2Hz2»-1¢) dans un échantillon de pétrole brut (---)
dans les gaz d’échappement de véhicules (——) et dans
les fumées de combustion du bois (- ). L’abondance
relative de 1'homologue le plus abondant dans chaque
échantillon est normalisée & 100 [Simoneit 19851].

La synthése industrielle de PAH est une forme exceptionelle de
production de ces substances. Seuls 1l ’anthracéne, le pyréne ou le
carbazole sont produits sous forme pure comme produits de base de
colorants, pesticides, herbicides ou produits pharmaceutiques
{Zander 19801].

Wakeham et al. (1980b) ont effectué une synthése de la
répartition des PAH naturels et anthropogéniques dans les
sédiments de 3 lacs Suisses et 4d’un lac américain. Ils constatent
que les sédiments superficiels contiennent jusqu’a 40 fois plus
de PAH en comparaison des couches plus profondes. Cette
augmentation de concentration correspond & la croissance de
l1’industrialisation et de 1l‘urbanisation. Peu de PAH ont été
détectés dans des couches sédimentaires datant d’avant la
révolution industrielle. La plupart des PAH des couches
superficielles ont donc une origine anthropogénique provenant
principalement des produits de combustion de carburants fossiles
[Hites et al. 1977, Laflamme et al. 1978, Wakeham et al. 1980al
et 4du gaspillage de produits pétroliers [Teal et al. 19781].

De 1°’ensemble des publications précédentes 11 ressort qu’aussi
bien des PAH méthylés que non-méthylés peuvent étre présents dans
les sources naturelles et anthropogéniques. Cependant les
proportions de ces deux groupes de PAH varient en fonction du
type de source. Les PAH d‘origine anthropogénique sont
principalement des PAH non substitués caractéristiques des
processus pyrogéniques des chauffages [Lee et al. 1977].



2) LES POLYCHLOROBIPHENYLES (PCB)

2.1 Définition des PCB

Les PCB sont des dérivés de substitution du noyau
diphényle par un nombre variable d‘atomes de chlore, compris

-

entre 1 et 10. Un exemple est illustré & la figure 2.

(H ] CI

cn .c|

Figure 2 : stucture du 2,3,4,2'4°5'-hexachlorobiphényle
2.2 Sources des PCB

Par opposition aux PAH, les PCB proviennent exclusivement
de sources anthropogéniques. Avant 1920 on ne les trouvait nulle
part, alors gqu‘actuellement il n’y a presque plus d’endroit sur
la planéte qui ne soit peu ou pas contaminé par ces substances.
Les PCB sont typiquement des produits commerciaux. Ils ont connu
une large diffusion, étant donné leur faible coGt, leur haute
stabilité chimique, leur pouvoir diélectrique important et leur
résistance aux températures €levées. Leurs principales
utilisations sont résumées dans le tableau 3.

Tableau 3 : Principales utilisations des PCB [Hutzinger 1974].

"
I Catégorie d‘utilisation Utilisation {
i I
il L
| Systémes contrélés clos: Fluide diélectrique dans les I
i transformateurs et les grands |
I condensateurs. I
I I
| Systémes non contrélés clos: Fluide caliporteur, fluide I
I hydraulique, petits condensa- |
f teurs, ... I
I
| Systémes ouverts: Huiles lubrifiantes, huiles I

de coupe, plastifiants, anti- |
I feu, additif de pesticide, ... |

Le premier & avoir mis en évidence la contamination de
l1’énvironnement par ces substances est Jensen en 1966 en
effectuant des analyses sur des poissons de la Baltique (Jensen
1972).
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Pour qu’une diffusion aussi 1large d’un polluant organique
anthropogénique puisse étre observée a travers le monde il faut
réunir quatre facteurs essentiels

-une production massive de la substance en question,

-une stabilité physique, chimique et biologique du
produit,

-une certaine volatilité de ce produit,

-un transport du produit par les courants atmosphériques
et par les précipitations.

3) TOXICOLOGIE

3.1. La toxicité des PAH

La toxicité aigué des PAH est faible. De nombreux PAH sont
cancérigénes ([Conney 1982]. Cette cancérogénicité peut étre
stimulée par d’autres substances tels que des alkanes & longues
chaines. L'étre humain étant exposé chaque jour &4 une multitude
de substances chimiques dans 1l’environnement, il est trés
difficile de déduire des relations de cause a effet pour un PAH
spécifique.

I1 est maintenant établi que c’'est 1la réaction des produits
cancérigénes sur les cellules d’acides nucléiques qui est a
l’origine des cancers. Ce qui est encore mal connu, c’‘est quel

est exactement le mécanisme qui est responsable de ceux-cil

- soit que 1l’acide désoxyribonucléique (ADN) est altéré,
- soit que 1'acide ribonucléique est altéré et & son tour
altére 1°ADN.

3.2. La toxicité des PCB

Comme celle des PAH, la toxicité aigue des PCB est faible.
Les critéres de toxicité & long terme reposent principalement sur
les points suivants [Monod G. 19831]:

- Les PCB sont des inducteurs enzymatiques puissants.
- Les PCB ont des effets immuno-modulateurs.
- Contrairement aux PAH, si les PCB sont de faibles
cancérogénes, il peuvent tout de méme augmenter
la croissance tumorale.

Il est utile de signaler que des études toxicologiques sérieuses
des PAH et des PCB doivent prendre en compte les différences de
toxicité pouvant exister d’un isomeére a un autre.
(phénanthréne-anthracéne comme exemple pour les PAH; 2,4°'- et
4,4’ -dichlorobiphényles comme exemple pour les PCB)

4) LES PROCESSUS QUI INFLUENCENT LES CONCENTRATIONS DES PAH ET
PCB DANS LES SOLS

Nous serons amenés a étudier les modifications de
concentrations des PAH et des PCB dans les sols suite a
1’épandage de boues 4’épuration des eaux. Les concentrations de
ces micropolluants se modifieront au cours du temps. Il nous a
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semblé utile 4d’'effectuer une description sommaire des 4 processus
qui influencent leur comportement dans les sols.

L’adsorption sur les éléments constitutifs du sol,
- La volatilisation des micropolluants,

La dégradation photochimique,

- La dégradation microbienne.

4.1. L’adsorption sur les éléments constitutifs du sol

Les phénoménes 4 adsorption des micropolluants organiques

sur les éléments constitutifs d’un sol dépendent simultanément de
paramétres physico-chimiques propres au sol et du micropolluant
organique lui-méme.
Du point de vue des paramétres propres au sol le coefficient
d " adsorption (Koc) d’'un micropolluant est principalement fonction
de 1la teneur en carbone organique du sol. Cependant les
paramétres propres au sol sont tellement complexes que certains
chercheurs ont établi une échelle relative, comparant les
capacités d‘adsorption des micropolluants organiques les unes par
rapport aux autres, n‘utilisant que des paramétres
physico-chimiques propres & c¢es polluants. Cette échelle est
valable pour un trés grand nombre de sols.

10 L] L LJ L) v L] L
Senzo(9,.h,1)Perylene
@ Benzo(k)Fluoranthéne
Joenzo(b)FTvoranthendt=2:4:6:2" ,5'<Pentachlorot iphényle

+4,5,2",4°,5° -Hexachlorobiphényle
.-émxo(e)?yrene

X=-2,3,4,2'5'~ Pentachlorobiphényle
X=2,5,2°5'-Tetrachlorobiphényle d

6
0} ®
~2,4,4'-Trichlorobiphényle
X¢="2,4’ -Dichlorobiphenyle

~Pyreney 2,4°-Dichlorobiphényle

L
(Nbeﬁ h)Anthracpne
Fluorasnthéne Chrysene
’
10 > 8enzo(a)Pyréne 8enzo(a)Anthracene

anthracene~@ X= 2-chiorobiphényle

coef. partition n-octanol/ eau

04 Phenanthrend ~Acenaphthéne
103 N Maphthalene” i
0 e PAH
10F % PCB 1
10’ A 1 1 1 1 A I
- - -1 1 2 4 5
10 3 10 2 10 1 10 10 103 10 10

solubllité dans ('eau ( pmotles/ 1)

Figure 3 : Relation entre la solubilité dans 1l’eau
et les coéfficients de partition (Kow) de quelques
PAH et PCB. D’aprés les valeurs de Weast (1980),
Sims (1983) et Sklarew et al. (1987).

Le paramétre physique le plus souvent utilisé est le coefficient
de partition octanol-eau (Kow) qui s’exprime comme suit

Concentration du polluant dans 1l’octanol

Kow =
Concentration du polluant dans 1l’eau
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Le logarithme de cette valeur est inversément proportionnel a 1la
solubilité dans 1l’eau pour une large variété de substances
organiques, incluant des hydrocarbures aromatiques, des acides
aromatiques, des pesticides organochlorés et organophosphorés et
des PCB [Chiou et al. 1977]. D’autre part il est proportionnel au
coefficient 4d’adsorption des micropolluants organiques dans les
sols (Koc). La simple connaissance empirique de Kow nous dira si
un polluant sera fortement retenu par les particules du sol ou
non [Karickhoff 1981]. La figure 3 illustre cette relation pour
quelques PAH et PCB. On déduit de 1la figure 3 que le
benzo(g,h,i)péryléne sera plus fortement retenu que 1les autres
PAH dans un méme type de sol.

C’est principalement 1’importance du poids moléculaire des PAH et
des PCB qui régle leur rémanence sur les sols.

4.2 La volatilisation des micropolluants

La volatilisation d°un micropolluant est tout d’abord

fonction de ses propriétés physico-chimiques, mais aussi de 1la
température de 1l’air et du sol, ainsi que de 1la teneur en
humidité et de la vitesse des gaz a travers 1le sol et 1l’air
[Thibodeaux 19811].
La volatilisation des micropolluants organiques est nettement
inférieure a partir de sols, qu’ad partir de 1‘eau [Kilzer et al.
1970]. En général la volatilisation diminue avec 1‘augmentation
du nombre de cycles et de groupements fonctionnels pour les PAH,
et avec 1l’augmentation du nombre de chlores pour les PCB [(Pal et
al. 1980]. En ce gqui concerne 1les PAH, 1la volatilisation se
ferait a partir de la fraction non adsorbée de ces polluants
[Sims et al. 1983]. Le naphtaléne se sublimerait méme en grande
partie. En général la tendance & la volatilisation de la plupart
des PAH serait faible. Par contre pour les PCB ce processus
serait le principal responsable de la contamination des végétaux
par ces polluants [Bacci et al. 1985].

4.3 La dégradation photochimique

Dans 1’environnement, la seule source de radiation
naturelle est la lumiére du soleil. Son énergie devient faible en
dessous de 290 nm. Il s’en suit que seules 1les 1liaisons des
molécules des micropolluants organiques ayant une é&nergie de
rupture correspondant & des radiations supérieures a ces 290 nm
pourront subir une photodégradation naturelle.

La figure 4, légérement modifiée, de Tarradellas (1984), compare
l'énergie des radiations électromagnétiques avec celle de
quelques liaisons chimiques. La partie tramée correspond au
domaine de longueurs d'ondes non couvert par les radiations
naturelles du soleil. On remarque gqu'un cycle benzénique aura
fort peu de chances 4 'étre dégradé photochimiquement. Par contre
les cycles benzéniques conjugués, se trouvent en plein dans 1la
zone des radiations du soleil. On comprend mieux & présent
pourquoi cette catégorie de substances est tellement sensible aux
dégradations photochimiques.

Plus que le poids moléculaire des PAH, ce sera d’avantage la
présence ou l’absence de substituants alkyles qui détermineront
la dégradabilité photochimique de ces substances.
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Tongueur Kcal/g mole energies
d'onde (nm) de quanta de liaison

infra-rouge 1l 2

L 800
- 600
+ 500 60

400 $C=N
UV proche L 350 8

+ 40

visible

3
L

"
L]

UV moyen p 300 1

Figure 4 : Comparaison de 1l°'énergie des radiations électromagné-
tiques avec celle de quelques liaisons chimiques.
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Dans 1’eau les dégradations photochimiques des PAH sont une
fonction linéaire de l'intensité lumineuse. Ce processus dépend
aussi fortement de la présence d’'oxygéne et de la température du
milieu (Radding et al. 1976]. Il s'effectue avec une cinétique de
premier ordre [Mill 19801].

A partir du moment ou les micropolluants organiques sont adsorbés
sur des constituants du sol, leur dégradation photochimique est
stimulée dans certains cas [(Radding et al. 1976, Hansch 1980,
Zepp 1980] et inhibée dans d autres (Radding et al. 1976, Hansch
1980, Sims 1983].

4.4 La dégradation microbienne

4.4.1. La dégradation microbienne des PAH.

Figure 5 : Une des voies de dégradation du benzo(a)pyréne par les
micro~organismes (Conney 1982].
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Les dégradations microbiennes des PAH sont assez bien
connues et ont fait 1°objet de quelques publications [Hopper D.J.
1978, Gibson 1983]. Elles constituent une des voies d’'élimination
les plus importantes de ces substances des sédiments marins. Le
mécanisme de dégradation est similaire pour un bon nombre de PAH
(Figure 5). En premier lieu ils sont convertis en dihydrodiols
(en position ortho 1l'un par rapport & l’autre), puis en dérivés
hydroxycarboxylates par clivage enzymatique du cycle oxydé.

La dégradation des PAH est cependant fortement influencée par la
présence de substituants alkyles sur les cycles condensés.

Trois groupes de PAH ont fait 1°'objet de recherches plus
approfondies a4 ce sujet : le naphthaléne, le phénanthréne et 1le
chryséne

Le naphtaléne (Figure 6): Volkman (1984) observe que 1les éthyl-
naphtalénes sont bien plus résistants 34 la biodégradation que 1la
plupart des diméthylnaphtalénes. Parmi ces derniers ce sont ceux
qui ont des positions adjacentes qui sont les plus résistants, en
particulier les 2,3- et 1,8- diméthylnaphtalénes. Solanas et al.
(1984) observent la méme chose in vitro sur des échantillons de
pétroles bruts.

Figure § Figure 7
Numeérotation des sites de Numerotation des sites de
substitution du naphtaléne substitution du phénanthrene

Le phénanthréne (Fiqure 7): Le phénanthréne pur est inactif du
point de vue cancérigéne ou mutagéne. Certains dérivés alkylés de
ces PAH sont par contre biologiquement trés actifs. Bayona et al.
(1986) mettent en évidence que Pseudomonas dégrade sélectivement
le 3- et le 2-méthyl-phénanthréne et laisse & peu prés intact le
9-méthyl-phénanthréne dans un échantillon de pétrole brut arabe.
Les proportions de 1 'ensemble des dérivés méthylés par rapport au
phénanthréne non substitué dépendent fortement des températures
de pyrolyse [Adams et al. 1982].

Globalement il vy a une diminution du degré d’alkylation en
fonction de 1’augmentation de la température. Du point de vue
environnement une conséquence pratique est observée a partir de
ce phénoméne.  Mille et al. (1982) observent que 1le rapport des
concentrations phénanthréne/méthyl-phénanthréne dans les
sédiments cotiers de la Méditerranée est toujours nettement
inférieur & 1, démontrant ainsi wune pollution par 1les PAH
d‘origine pétroliére. La seule période de 1’année ou ce rapport
s“inverse est en hiver, période durant 1laquelle les sédiments
sont fort contaminés par des PAH non méthylés provenant des
systémes de chauffage.
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Le chryséne (Figure 8): Tout comme pour le phénanthréne, le 3- et
le 2-méthylchryséne sont sélectivement dégradés par Pseudomonas
[Bayonna et al. 1986]. Hoffman et al. (1974) observent que 1le 3-
et le 6 méthylchrysénes sont de puis-

sants inducteurs de tumeurs et que le 5-
12 1 méthylchryséne est 1lui hautement cancé-
n 2 rigéne. Les autres alkylchrysénes sont

’ 10 ‘O relativement inactifs.
OO 4 Ces quelques informations permettent de
7 . 5 constater qu‘on connait encore peu de
choses sur 1la relation existant entre la
Figure 8 structure des PAH, leur dégradabilité et
Numerotation des sites de leur écotoxicité. Or ces relations sont
substitution du chrysene de 1la plus haute importance pour bien
saisir la biodisponibilité de ces sub-

stances dans 1l ’environnement. Ainsi Farrington (1986) a constaté
que des moules et des vers polychétes contenaient systématique-
ment des proportions de PAH méthylés nettement plus importantes
que celles de PAH non méthylés détectées dans 1les sédiments
superficiels dans lesquels ces invertébrés vivent [Farrington
1983, 1986, Farrington et al. 1982, 1983 et 1986]. Afin
d’expliquer ce phénoméne nous avons repris la figure 9 tirée de
la publication de Farrington 1986.
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Figure 9 : Schéma représentant 1la plus grande biodisponibilité
des PAH pétroliers (géochimiques) par rapport a celle
des PAH pyrogéniques vis a vis des moules [Farrington
198617].

Farrington explique que les PAH peuvent é&tre classés en deux
catégories dites "PAH d‘origine pétroliére ou géochimique” et
"PAH d’'origine pyrogénique" (Tableau 4). Ces derniers sont des
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PAH & dominance non méthylée. Les hautes températures augquelles
ils sont produits font qu’ils sont fortement liés ou incorporés a
des particules solides présentes dans l’atmosphére.

Une fois ces particules retombées en mer et accumulées sur la
couche superficielle des sédiments marins, ces PAH d’origine
pyrogénique seront nettement moins biodisponibles que ceux
d’origine géochimique. Ceux-ci sont a prédominance méthylée. 1Ils
pénétrent les écosystémes sous forme soluble, colloidale ou
faiblement adsorbée sur des particules solides.

Tableau 4 : Classification des PAH selon Farrington (1986).

L
0 PAH d4°origine géochimique PAH d‘origine pyrogénique I
|

-

H 1
i PAH A DOMINANCE METHYLEE PAH A DOMINANCE NON METHYLEE |

- PAH diagénétiques.

- Dégradations & long terme.
de tissus biologiques.

- Gaspillages de produits
pétroliers.

- Synthéses industrielles. I
- Combustions naturelles. i
- Combustions anthropogéniques. |
(chauffages, gaz 4 échappement) |

ed |

=SS I ST s s s

Nous pouvons constater que les positions des substituants
méthyles ainsi que le degré de substitution des PAH jouent un
réle déterminant dans la dégradabilité et donc dans la
biodisponibilité de ces substances.

4.4.2 La dégradation microbienne des PCB.

Actuellement les voies de dégradation microbiennes des PCB ne
sont encore que partiellement connues [(Fries et al. 1984, Hankin
et al. 1984]1. Elles sont & mettre en paralléle avec celles du
biphényle. Nous nous aiderons de la figure 10 pour mieux
comprendre la dégradation comparative de ces deux substances.

Les biphényles suivent une voie de dégradation métabolique durant
laquelle les micro-organismes utilisent les produits de
dégradation comme source énergétique. Par contre les PCB suivent
une voie de dégradation cométabolique durant laquelle cette
utilisation n’est pas possible [Focht et al. 1987]). On sait
depuis plus de 10 années déja que les premiéres étapes de
dégradation du biphényle et du 4,4’'-dichlorobiphényle sont
identiques et qu‘elles se font par 1’'intermédiaire d’enzymes de
faible spécificité [(Lunt et al. 1970, Ahmed et al. 1973]. Comme
pour les PAH elles débutent par 1la formation d’un dihydrodiol
(Figure 10).

Une fois que 1la fission d’'un des deux cycles de ces deux
substances a eu lieu, les étapes de dégradation microbiennes
subséquentes se font par des intermédiaires enzymatiques bien
plus spécifiques. A partir de cet instant 1les produits de
cométabolisation des PCB ne peuvent plus étre déhalogénés par des
bactéries propres aux biphényles. Il y aurait donc 2 populations
microbiennes distinctes qui dégraderaient 1les PCB, celle qui
oxyde le cycle aromatique et celle qui déhalogéne les produits
d 'oxydation du cycle aromatique.
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La figure 11 montre que 1’encombrement de la molécule de PCB joue
un rdle déterminant dans 1la dégradation microbienne de cette
substance dans les sols.

2.2 -dichiorotiprenyt
(IR

£
2
ppm dans le sol

> /) cu@—@c:

HOOC “OH H OH

2H,0 lrzuzo
@-COOH M, cw@coou 3
. HOH OH
By s & # o
O0H

O, HCOOH Ol

o 2 4 6 8 10 12 14 16

carbon cycle i

temps (mois)

Figure 10: Métabolisme du biphé- Figure 11: Vitesse de dégrada-
nyle et cométabolisation du 4,4° dation de quelques isoméres de
-dichlorobiphényle en cultures PCB par les micro-organismes
microbiennes pures [Focht 1987]. du sol [(Montgomery 19791].

Cette revue bibliographique doit finalement nous rendre
attentifs au fait que 3 sortes de facteurs peuvent intervenir
simultanément dans la disparition ou la persistance plus ou moins
longue des PAH et des PCB dans les sols : ceux liés au sol, au
type de polluant et & la climatologie.




-17-~

CHAPITRE 2

La fluorescence comme outil analytique des
hydrocarbures polycycliques aromatiques
(PAH) : développement d'une méthode
permettant 1'utilisation de champs de
fluorescence totale en écotoxicologie.

La spectroscopie de fluorescence, adaptée sous forme de

détecteur de substances fluorescentes, a été abondamment utiiisée
dans plusieurs travaux de recherche ayant amené & la présente
thése. Dans un premier temps ce chapitre mettra en relation les
structures électroniques des PAH avec leurs propriétés
fluorescentes. Une conséguence de celles-ci est 1’obtention de
spectres d’excitation et d’émission couramment utilisés pour
l’analyse qualitative des PAH. Leurs positions respectives dans
la configuration globale du champ de fluorescence totale sont
décrites.
Toute la suite du chapitre est basée sur 1’élaboration d’une
procédure permettant une représentation en 3 dimensions de la
fluorescence totale d’échantillons contenant des PAH. Cette
représentation est obtenue au moyen d’un programme Initialement
créé pour des utilisations en géodésie et en photogrammétrie.

1. POURQUOI LES HYDROCARBURES POLYCYCLIQUES AROMATIQUES (PAH)
SONT~-ILS FLUORESCENTS ?

Les PAH, micropolluants organiques dont nous allons
étudier le comportement dans l’environnement, sont des substances
caractérisées par la présence de nombreuses doubles 1liaisons
carbone-carbone comme en témoigne la figure 12. Qui dit double
liaison, dit présence d’orbitales =n. Lorsqu’un électron d’une
orbitale n liante absorbe une quantité d’énergie, il est promu
dans une orbitale antiliante n* qu premier niveau excité.

L ind o

Figure 12 : Les 8 doubles liaisons du pyréne et la position des
électrons de valence dans les orbitales moléculaires
lors d’'une transition énergétique mra+n*.

Les électrons =® sont bien moins fortement retenus que des
électrons o. Ils peuvent é&tre promus dans des orbitales n=»
antiliantes par absorption de quantités d4’énergie relativement
faibles. Une source ultraviolette est suffisante. Les
rayonnements excitants se situent généralement entre 254 nm
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(naphthaléne) et 333 nm (pyréne). De plus 1l ’intensité de la bande
d"absorption de la transition man»* d une double liaison
carbone-carbone d'un PAH est trés favorable. Cette intensité est
exprimée par le coefficient d’extinction molaire £ tiré de la Loi
de Lambert-Beer

€ = (log Io/1I)/c.1

Dans cette expression, I. est l’intensité lumineuse incidente, 1
l1’intensité lumineuse transmise, ¢ la concentration molaire de 1la
substance 4 étudier et 1 la 1longueur, en cm, de 1la solution
traversée. Dans le cas de la double 1liaison carbone-carbone, ¢
vaut environ 10* @ par contre dans un groupement carbonyle,
possédant également des orbitales n, il s’'éléve seulement a 10°.
Les PAH sont donc des substances hautement fluorescentes. En
général la grande majorité des substances fluorescentes sont
aromatiques.

Les transitions impliquant le transfert d’électrons ¢ (électrons
entrant en jeu dans une simple liaison carbone-carbone) ont lieu
& des énergies bien plus élevées. Il en résulte que les molécules
dans 1lesquelles tous les électrons sont utilisés dans des
liaisons ¢ ne présenteront pas de bande d’absorption dans
l’ultraviolet proche (A>200 nm). C’est le cas des hydrocarbures
saturés (méthane, cyclohexane, par exemple) qui ne présentent de
bandes d’absorption qu’au-dessous de 140 nm.

2. LES SPECTRES D'EXCITATION ET D’'EMISSION.

Les notions d’'excitation (ou absorption d’énergie) et
d’émission (ou restitution d’'énergie) sont trés importantes car
ce sont elles qui vont nous donner des indications gqualitatives
précieuses concernant la répartition de certaines substances dans
des échantillons de 1l°environnement. Ces indications seront
obtenues soit en examinant séparément les spectres d’'excitation
et d’émission, soit en 1les englobant dans une matrice
tridimensionnelle.

QOu’entendons-nous par spectre d‘excitation et d’'émission ?

La transition de 1 'énergie du niveau énergétique fondamental vers
le premier niveau excité, la transition 0-0, est commune aux
phénoménes d‘excitation et d’émission. Le spectre d’'émission
devrait donc parfaitement coincider avec le spectre d’absorption
4 la 1longueur d‘onde correspondant a la transition 0-0,
caractéristique de la fluorescence. En pratique la transition 0-0
du spectre d’excitation et d'émission coincide rarement
exactement. La différence représente une faible perte d’'énergie
par 1l 'interaction des molécules absorbantes avec 1le solvant
environnant. Pour cette raison l’allure des spectres d’émission
ne sera jamais tout & fait identique & celle des spectres
d’excitation.

En plus, les molécules de PAH de structures différentes auront
chacune un spectre d'excitation et d’émission propre, qui seront
en quelque sorte leur empreinte digitale.
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- La courbe de l’'intensité d’excitation en fonction de la
longueur d’onde d’excitation et pour une longueur d’onde
d’emission fixe est appelée spectre d‘excitation pour
cette longueur d‘onde d’émission. Ainsi le spectre
d’excitation du pyréne enregistré d 375 nm d’émission est
représenté sur la figure 13 en haut & gauche.

- Inversément la courbe de 1’intensité d’émission en
fonction de la longueur d’‘onde d’émission et pour une
longueur d’onde d’excitation fixe est appelée spectre
d’émission pour cette longueur d’onde d‘excitation. Ainsi
le spectre d’émission du pyréne enregistré a 330 nm

d’excitation est représenté sur la figure 13 en haut a
droite.

Les spectres d’'excitation et d‘émission ne peuvent étre
totalement compris qu’en les replacant dans leur matrice
tridimensionnelle ou 1l’axe des X représente les longueurs d’ondes
d’émission, l°axe des y les longueurs d‘ondes d’excitation et
l’axe des z l'intensité de fluorescence. La figure 13 montre la
position des spectres d’excitation et d‘émission du pyréene dans
le champ de fluorescence total de ce produit. Ces spectres sont
en fait des sections perpendiculaires dans le champ de
fluorescence total. Tout comme les spectres d’excitation et
d‘émission, le champ de fluorescence total aura une structure
propre pour chaque molécule de PAH.
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Si deux échantillons ont des proportions de PAH différentes, ils
présenteront des champs de fluorescence totale différents. C’'est
sur ce principe-la que nous allons travailler pour étudier des
échantillons corrélatifs de 1’écosystéme terrestre.

3. LES CHAMPS DE FLUORESCENCE TOTAUX.

Nous traiterons au total 7 échantillons afin d obtenir des
champs de fluorescence totaux. Dans ce chapitre nous nous
attarderons d’avantage & 1la technique de réalisation de ces
champs de fluorescence gu’a leur utilité en écotoxicologie. Ce
dernier point sera étudié dans le chapitre consacré au transfert
des PAH des sols dans les tissus des lombriciens (chapitre 5).

3.1. Les champs de fluorescence totaux dans la littérature
scientifique.

La premiére tentative d’'énumération du nombre de composés
présents dans des systémes complexes au moyen de
spectrophotométrie de fluorescence a été effectuée par Weber
(1961). Freegarde et al. (1971) ont été les premiers a réaliser
des diagrammes de contour dans lesquels les contours de mémes
intensités de fluorescence sont représentés en fonction des
longueurs d°'ondes d’excitation et d’émission. Un exemple de ce
genre de diagramme est illustré sur la figure 14, tirée de 1la
publication de Bentz (1976).
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Figure 14: Diagramme de contour d’un spectre de fluorescence
total d'un échantillon de pétrole brut de Louisiane.
(Bentz 1976)

Une version automatisée de cette procédure, appelée "luminescence
totale", fut développée par certains auteurs [Rho et al. 1978;
Talmi et al. 1978]. Ces diagrammes de contour ont eu de
nombreuses applications en environnement et tout particuliérement
dans 1 identification de résidus de pétroles bruts [Freegarde et
al. 1971, Bentz 19761].
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Les pétroles bruts contiennent entre autre un mélange trés
complexe de PAH. La fluorescence naturelle de ces pétroles est
détectée de maniére extrémement sensible. Une fois rejetés en
mer, la plupart de ces PAH restent relativement stables, inclus
dans la masse de pétrole. Ils ne sont pas particuliérement
volatiles, ni solubles. Ces observations font que leur spectre de
fluorescence reste relativement stable et qu’'il résiste quelques
jours aux conditions climatiques. Ces quelques jours sont parfois
suffisants pour que les services de surveillance cétiére puissent
comparer un rejet de pétrole & des résidus présents dans les
cales d’un pétrolier suspect. C’est une technique utilisée de
maniére courante par les gardes-cdOtes et la police portuaire de
divers états américains.

Les reproductions en perspective (3 dimensions) de spectres de
fluorescence totale ont été utilisées pour la premiére fois en
1977 et ensuite & plusieurs reprises par différents groupes de
chercheurs [(Warner et al. 1977a et b; Talmi et al. 1978; HO et
al. 1980; Christian et al. 1981]. Ces reproductions sont
complémentaires des diagrammes de contours, ils sont par contre
moins utilisables si on désire localiser avec précision des

maxima de fluorescence. Un exemple est illustré & la figure 15.

Anthracene - Ovalene
! //
S [A\ ‘,f\
Scattered & 300/ —
Ughl\ < [l A
] $. 320
~
L
& 340
2 ] <
£ § 360
s 5
£ I

440

f kd‘\\___~______

I \

7 T 40 s,0 600 o
Emission Wavelength (nm)

Figure 15: Vue en perspective de la fluorescence totale d’un
mélange d’anthracéne et d'ovaléne (Talmi et al. 1978).
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3.2. Le programme d 'interpolation de contours (CIP).

A notre connaissance les diagrammes de contours et les
reproductions en perspective de 1la fluorescence totale n’ont
encore jamais été realisés sur des échantillons de 1’'écosystéme
terrestre. Nous avons songé & les réaliser, premiérement pour
combler une lacune, et deuxiémement pour tenter d’expliquer
certains phénoménes dans le transfert de PAH présent dans les
sols vers les tissus des lombriciens.

Le grand probléme dans la réalisation de diagrammes de
fluorescence totale et l’automatisation de cette procédure est
qu’il faut s’'équiper d’un appareillage sophistiqué et coiteux. Il
consiste en un détecteur, formé de diodes en série, capable
d’enregistrer simultanément toutes les longueurs d’"ondes
d’'émission d’un PAH irradié par une multitude de longueurs
d’ondes d’excitation. Le champ de fluorescence complet est obtenu
apres seulement quelques dizaines de millisecondes. Ne possédant
pas cet appareillage, nous avons cependant trouvé une solution
aupres du laboratoire de photogrammétrie de 1'Ecole Polytechnique
Fédérale de Lausanne.

Le programme utilisé pour la réalisation des figures de
fluorescence totale en 3 dimensions s’appelle "CIP". Ce sont les
premiéres lettres de Contour Interpolation Program. Il a été
réalisé par la firme Wild située & Heerbrugg en Suisse [Steidler
1986]. C’est en fait un programme spécialement c¢rée pour des
utilisations en géodésie et en photogrammétrie. Les géométres ont
a coeur d’avoir un programme qui leur restitue un paysage en "vue
perspective"” & partir d’un nombre plus ou moins important de
coordonnées x,y et z. Les variables x et y sont dans ce cas des
coordonnées géographiques exprimées en cm, m ou kin et la variable
z l’altitude correspondante. La figure 16 montre un exemple de
vue en perspective obtenue a partir de relevés topographiques et
de courbes de niveaux d‘un site géographique.

Courbes de niveaux Vue en perspective

Figure 16: Vue en perspective d‘un site géographigque obtenu a
partir de courbes de niveaux.
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Les chimistes peuvent utiliser un tel programme par exemple en
spectroscopie de fluorescence. Les coordonnées x et y seront dans
ce cas des longueurs d‘ondes, exprimées en nm. La variable z sera
quant & elle une intensité de fluorescence exprimée en unités
arbitraires.

Une bréve explication du fonctionnement de ce programme suit &
présent.

A partir d’un champ de points Xx,y.,z, dans lequel la distribution
des points peut étre arbitraire, une grille triangulaire est
établie. Chaque triangle obtenu est alors subdivisé en 16 sous-
triangles. Le programme crée ensuite des surfaces courbes en
utilisant la méthode des éléments finis. L'interpolation des
surfaces implique une approximation bicubique compléte

2(X,Y) = a: +az X+as Y+as X? +as XY+as Y2 +ar X* +as X? Y+as XY? +a:0 Y?

Pour la réalisation numérique des fonctions de Zienkiewicz sont
utilisées [Bazeley et al. 196517,

Z(X,Y) = i3 U N

dans lesguelles Ui sont des paramétres et Ni les fonctions qui
sont écrites en coordonnées triangulaires naturelles.

Ce programme est trés facile d’emploi, du moins dans 1le cas de
notre utilisation . Il contient un nombre considérable de menus
d'utilisation sous forme interactive. Il est écrit en Fortran 77
et est installé sur un ordinateur VAX. Il nécessite des temps
d’utilisation trés brefs.

3.3. La réalisation pratique des diagrammes de contours et
des champs de fluorescence en 3 dimensions.

La réalisation pratique est identique pour les deux types

de dessins. Une option dans le programme “CIP" représentera soit
le champ de fluorescence total soit le diagramme de contours.
Les échantillons traités contiennent des quantités variables de
PAH. Afin de pouvoir comparer leur spectre de fluorescence total,
les échantillons les plus concentrés ont été dilués au moyen de
DMSO pur de fagon & obtenir la méme intensité de fluorescence
maximale pour tous les échantillons. Les champs de fluorescence
totale présentés aux figures 17 & 20 ne sont donc pas
stoechiométriques. Ces figures sont destinées wuniquement & une
description qualitative de la répartition des intensités de
fluorescence. Nous essayerons d‘en déduire un certain nombre
d’informations sur la variation des proportions de différents
groupes de PAH dans des échantillons corrélatifs de
1'environnement.

Comment avons nous procédé pratiquement ? Un volume de 4
ml de chaque échantillon traité est placé dans un tube en quartz
destiné aux balayages de fluorescence. Les tubes sont placés dans
un détecteur de fluorescence Perkin-Elmer LS-5. On enregistre de
chaque échantillon 41 spectres d’émission en partant d’une
longueur d’'onde d’excitation fixée & 230 nm et en les espagant de
S nm. Le dernier spectre est donc enregistré a& 430 nm
d’excitation.
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Le domaine des longueurs d’ondes des spectres d'émission s’étale
4 chaque fois entre X+20 et X+270 nm, X étant la longueur d°‘onde
d’excitation fixe. Le domaine de longueurs d‘ondes balayé forme
donc un losange comme indiqué par 1les lettres A-B-C-D des
diagrammes de contours 17b & 20b. Pour chaque spectre d’émission
les intensités de fluorescence les plus importantes ont é&té
enregistrées dans la mémoire de 1°‘ordinateur avec les coordonnées
d'excitation et d'émission correspondantes. Pour chaque
échantillon traité par cette méthode il a fallu introduire entre
350 (standard de pyréne) et 850 (échantillon d’eau de pluie)
coordonnées X,Y et 2 afin d’'étre siGr gu'une représentation
suffisamment précise de la fluorescence totale soit restituée.

Il est intéressant de noter qu’environ les 2/3 du domaine de
fluorescence obtenu se situe dans le visible (A>400 nm) pour 1/3
seulement dans 1’ultra-violet.

3.4. Les échantillons traités par le programme "CIP".

La procédure utilisée pour obtenir les diagrammes en 3
dimensions a un inconvénient important : elle est trés lente,
pour la simple raison que nous ne disposons pas de connection
directe entre la sortie du détecteur de fluorescence et 1 entrée
de 1l‘ordinateur. I1 a donc fallu sélectionner le plus
judicieusement possible les échantillons traités par cette
méthode. Au total 7 échantillons ont é&té étudiés

Standard de pyréne pur (Figqures 17a et 17b): I1 s’agit d’une
solution contenant 29 ng/g de pyréne dans du DMSO. La figure 17a
montre des maxima de fluorescence bien séparés. I1 en sera
toujours de méme pour les molécules ayant wune disposition des
niveaux vibratoires relativement simple. Le diagramme de contour
17b montre 6 maxima de fluorescence respectivement aux longueurs
d‘ondes d’'excitation et d'émission suivantes : 275-373, 275-392,
322-373, 322-392, 333-373 et 333-392. Parmis ces 6 maxima c’est
celui situé aux coordonnées 333-373 qui est 1le plus intense.
C’est ce couple de longueurs d’ondes-1la qui sera sélectionné pour
identifier le pyréne dans un mélange complexe au moyen d‘une pro-
cédure associant 1°'HPLC & une détection par fluorescence.
Connaissant le temps de rétention du pyréne, on calera les
longueurs d‘ondes du détecteur de fluorescence au couple optimal
pour la détection de ce produit, juste avant sa sortie de 1la
colonne analytique. Juste aprés le passage du pyréne on changera
le couple de longueurs d'ondes pour la substance fluorescente
suivante, ce qui & <chague fois nous permettra de détecter
sélectivement une substance fluorescente bien précise. La figure
72 (fiche analytique No 10, annexe No 2) nous montre un exemple
de chromatogramme en phase 1liquide ou différents couples de
longueurs d'ondes d’excitation et d'émission ont été sélectionnés
afin de détecter sélectivement 1les 15 PAH d’un standard. On

remarquera cependant que des 1longueurs d’ondes dites "de
compromis"” ont di étre sélectionnées pour certains PAH. Pour le
groupe des PAH a 5 cycles (Benzo(a)Anthracéne a

Benzo(g,h,i)Péryléne) la raison est que ces produits sortent trop
rapidement les uns aprés les autres de la colonne analytique, ce
qui fait qu‘un changement de longueurs d’ondes suffisamment
précis ne peut étre effectué.
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La haute sélectivité et sensibilité du détecteur de fluorescence
vient du fait qu’il est trés rare que deux substances
fluorescentes aient un couple excitation-émission identique.

Le tableau 5 présente les couples excitation-émission conseillés
par différents chercheurs pour identifier sélectivement 1les PAH
étudiés dans ce travail. Une chose frappe tout de suite dans ce
tableau: les couples conseillés ne sont jamais les mémes d’une
recherche & une autre. Deux raisons majeures peuvent é&tre
invoquées

La premiére est que plusieurs maxima de fluorescence peuvent
étre choisis pour un méme PAH, comme illustré précédemment par le
pyréne.

La seconde est que le solvant dans lequel sont dissous 1les PAH
exerce une influence considérable sur la position des maxima de
fluorescence. En général un dJdéplacement vers les grandes
longueurs 4’'ondes est observé si la constante diélectrique du
solvant augmente [Rhys Williams 1980].

Mélange de 15 PAH purs (Figure 18a et 18b): Un mélange de 15 PAH
fat effectué dans du DMSO avec les concentrations voisines
suivantes exprimées en ng/g: Nph (19,9): Ace (15,8); F (12,9):
Phe (14,1):; An (15,3); Ft (12,9); Pyr (13,5); B(a)A (25,8); Chy
(26,4): B(e)P (24,1); B(b)F (25,2): B(k)F (24,6); B(a)pP (27,0):
DBA (26,4): BP(28,8). Ces 15 PAH forment la base des standards
utilisés tout au long de ce travail. Le champ de fluorescence
(Figure 18a) montre la présence d'un trés important maximum de
fluorescence, situé a4 297 nm d’'excitation et 406 nm d émission
sur le diagramme de contour (Figure 18b). Il est utile de
souligner la présence de ce maximum de fluorescence car il est
formé & peu de choses prés par 1le méme couple de longueurs
d‘ondes (295-410) sélectionné pour 1’analyse de tous les PAH & 5
cycles de ce travail et ceci pour 1la raison invoquée dans le
paragraphe précédent. Ce couple de 1longueurs d‘ondes forme
précisément le maximum d’une région & haute sensibilité de
fluorescence du mélange de nos 15 PAH.

Les échantillons de sol et de tissus de lombriciens: 4
échantillons corrélatifs de 1’environnement furent prélevés a 1la
Station Fédérale de Recherche en Chimie Agricole et sur 1°Hygiéne
de 1 'Environnement de Liebefeld. 11 s’agit respectivement des
échantillons suivants

- Sol de référence.

- Tissus de lombriciens du sol de référence.

- Sol amendé en boue d’épuration (Figures 19 a et b).
Tissus de lombriciens du sol amendé en boue d’épuration.

Les vers de terre furent prélevés par la technique d'épandage de
formol dilué [Raw 19591].
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Tableau 5 : Couples de 1longueurs d’ondes d’excitation et
d'émission recommandés par différents chercheurs
pour la détection des PAH analysés dans ce travail.

T i 1 | T L
PAH | COUPLE EX-EM | Ref. | PAH | COUPLE EX-EM | Ref. |
i) ! B I ) J!
1 | Ll 1 LD R
Nph | 250 - 340 | 1 | B(e)P | 305 - 395 | 1 I
I I ! | 325 - 412 i 4 I
Ace | 275 - 340 | 1 i | 329 - 389 ! 6 j
| | I | I i
F | 260 - 310 ! 1 | B(b)F | 300 - 500 l 1 !
] | Il | 340 - 425 | 4 !
Phe | 295 - 360 [ 1 I | 305 - 500 | 5 '
| 250 - 370 i 2 I | 301 - 424 ; 6 f
I | I I | h
An i 305 - 405 | | B(k)F | 295 - 410 | 1 i
| 254 - 400 | I | 300 - 432 | 4 0
| I i I 279 - 405 | 5
Ft | 305 - 480 | 1 I | 305 - 402 | 6 f
I 280 - 470 | 2 | | I
| 350 - 445 [ 4 | B(a)P | 305 - 410 | 1 i
| 365 - 500 | 5 I | 390 - 403 | 2 i
I I Il I 295 - 408 | 3 I
Pyr | 295 - 3990 | 1 I | 355 - 410 | 4 i
| 268 - 410 | 2 I | 365 - 405 ] 5 il
[ 295 - 400 | 3 I | 381 - 402 | 6 |
I 325 - 398 I 4 | | I i
| 338 - 394 | 5 I DBA [ 300 -~ 400 ! 1 !
[ 332 - 392 | 6 1 | 263 - 400 ! 3 I
! 333 - 373 | 7 i i 290 - 420 | 4 I
| | | | 299 - 392 I 6 |
B(a)A| 295 - 410 | 1 | | | i
| 290 - 410 | 2 | BP [ 305 - 420 { 1 1
| 280 - 410 [ 4 I | 375 - 425 | 4 I
| 290 - 410 ! 5 i | 297 - 405 | 5 I
| | J | 382 - 419 | 6 |
Chy | 295 - 385 | 1 I I I i
| 268 - 410 I 2 | I I |
| 263 - 400 I 3 I | I I
I 308 - 405 | 4 | | I |
| 268 - 410 I 5 I | I
1 L . ! — =)
Références et solvants utilisés
1. Ogan et al. 1979 acétonitrile
2. Colin et al 1980 n-alkane
3. Wandruszka et al. 1979 solution aqueuse
4. Tomingas et al. 1977 --
5. Colin et al. 1981 mélange eau-méthanol
6. Katz et al. 1978 toluéne
7. Le présent travail DMSO
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Des champs de fluorescence totaux et des diagrammes de contours
furent obtenus de <ces échantillons. Un exemple de ces deux
représentations est illustré pour l’'échantillon de sol amendé en
boue 4'épuration (figures 19a et 19b).

L’interprétation des figures obtenues les unes par rapport aux
autres sera effectuée dans le chapitre 5, consacré & 1°étude de
la pénétration des PAH dans les tissus des lombriciens.
Remarquons déjad que les maxima de fluorescence sont bien moins
précis et beaucoup plus arrondis dans ces 4 échantillons que dans
les échantillons contenant des standards de PAH. Ceci est dd au
fait que des quantités d’autres substances fluorescentes sont
présentes dans les échantillons de 1l’environnement comme en
témoigne la figure 67b du chapitre 5.

Echantillon d’'eau de pluie (Figure 20a et 20b): Le dernier
échantillon traité est un extrait purifié d "hydrocarbures
polycycliques aromatiques provenant d°un échantillon d’eau de
pluie. Cet échantillon £f4t prélevé 1le 15 mai 1984 & Ependes
(canton de Fribourg). On remarque déjad gque l1’allure générale de
ce diagramme est trés différente de celles obtenues pour les 4
échantillons de 1'écosystéme terrestre.

Si nous comparons les diagrammes de contours du pyréne pur
(Figure 17b) et de 1°'eau de pluie (Figure 20b) nous observons que
les maxima du pyréne sont distinctement visibles dans cet
échantillon. Le pyréne est aprés le fluoranthéne et le
phénanthréne de loin le PAH le plus abondant de cet échantillon.

4. CRITIQUE DE LA METHODE PROPOSEE.

La méthode proposée pour obtenir 1les diagrammes de
fluorescence totale comporte un certain nombre d’avantages et
d’inconvénients que nous rassemblons ici.

Parmis les avantages nous noterons que cette méthode ne nécessite
pas l’achat d’un équipement spécialement créé pour la réalisation
de spectres de fluorescence totale.

Le raccord entre 1la sortie du détecteur et l’entrée de
1’'ordinateur est aisément réalisable. I1 permettrait
l1’utilisation du systéme proposé en routine. Il serait
souhaitable dans 1’avenir de développer davantage des liaisons
automatiques entre appareils émetteurs de données et appareils
d’exploitation de données.

La qualité des spectres obtenus est excellente et meilleure que
dans certains autres systémes proposés.

L’intérét de prendre un programme dans le domaine de la
cartographie ajoute le concept de “rotation” qui n’existe pas
souvent dans les programmes purement chimiques.

Parmis les inconvénients de la méthode nous noterons que le
balayage d’émission n’est pas simultané pour toutes les longueurs
d’ondes d’excitation comme c‘est le cas pour les détecteurs
équipés de diodes en série. En conséquence une légére dégradation
des substances fluorescentes peut se produire durant les
balayages successifs.

Une approche quantitative est difficile avec ce programme, mais
pas impossible : une extension du programme prévoit des calculs
de volumes.
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CHAPITRE 3
Etude des voies de pénétration de quelques
micropolluants organiques dans les sols
agricoles.

Ce chapitre mettra en évidence 1 Iimportance des
précipitations atmosphériques dans la contamination des
écosystémes par les polychlorobiphényles (PCB) et les
hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAH). Pour ces derniers
en particulier, la proximité d’une grande ville, telle gue Berne,
est d’une trés grande importance pour la contamination de base
des sols agricoles. Importance telle, qu’elle peut masquer les
effets de la seconde volie d’entrée Iimportante des polluants
organiques dans les sols : 1’épandage des boues des stations
d ‘épuration.

En pleine campagne 1’apport de micropolluants organiques par 1les
boues se remarque surtout dans les concentrations en PAH et PCB
de faible poids moléculaire du sol, alors que les précipitations
atmosphériques influencent surtout celles de poids moléculaire
lourd.

Les engrais de ferme représentent aussi une source d’entrée de
PAH et de PCB dans les sols mais en moindre mesure que les
précipitations et 1’épandage de boues. Les engrals minéraux et
les agents de traitement des cultures ne représentent une source
de contamination des sols que dans quelques rares cas
accidentels. La fin du chapitre est consacrée & une pondération
des différentes sources précitées.

1) INTRODUCTION

Les recherches rapportées dans c¢e chapitre ont été
possibles gr&ce & un mandat du Fonds National de 1la Recherche
Scientifique. Le programme national de recherche 7D prévoyait
1'étude des substances organiques nocives dans 1les boues des
stations d’épuration. Le sujet traitant plus particuliérement de
la pénétration des substances organiques nocives dans 1les sols
agricoles par l’épandages de boues d’'épuration des eaux a été
confié & 1°'Institut de Génie de l‘Environnement. Les principaux
résultats de cette recherche ont fait 1'objet de deux
publications [Diercxsens et al. 1987a et b].

Entre la fin des années 50 et 1le début des années 70 nait
progressivement chez beaucoup de scientifiques et de responsables
politiques une forte conscience des problémes de pollution de
l’environnement. Les premiers problémes qui ont été traités
étaient ceux reliés & la contamination des eaux au sens large.
Une grande quantité de stations d’épuration (STEP) ont été
construites avec comme conséquence directe les problémes
d'élimination de leurs boues. Actuellement 1les deux méthodes
d'élimination des boues les plus fréquemment utilisées par les
pays de la C.E.E. sont 1’épandage sur 1les sols agricoles et
l1’enfouissement en mer [Pinto et al., 19833].
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Du point de vue écotoxicologique on sait que les boues
d’épuration peuvent avoir des activités mutagénes [Jacobs et al.
1983, Clevenger et al. 1983, Dean et al. 1985]. De plus
1 'épandage fréquent de boues d’'épuration a pour effet d’augmenter
le pourcentage de matiéres organiques de la couche superficielle
de sol et parallélement 4y augmenter la rétention de
micropolluants organiques [Fairbanks et al. 1984, Demirjian et
al. 19871, ces deux facteurs étant étroitement liés.

2) LES BUTS DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE

Ce chapitre abordera principalement les voies de
pénétration des hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAH) et
des polychlorobiphényles (PCB) dans les sols agricoles. Afin de
relativiser le comportement de ces deux familles deux autres
polluants organiques seront étudiés : il s’agit du
di-éthyl~hexyl-phtalate (DEHP) et du 4-nonylphénocl (4-NP). Ce
dernier n‘est pas un polluant prioritaire mais un polluant dont
1’accumulation dans les boues d’'épuration est inquiétante. Nous
parlerons d’avantage de cette substance dans la revue
bibliographique qui lui est consacrée (paragraphe 3).

Le DEHP est le seul phtalate que nous avons rencontré en dgrande
concentration dans les boues d’épuration. En quelques mots, il
s‘agit 4d’un produit utilisé comme plastifiant dans le chlorure de
polyvinyl. En 1979 les Etats-Unis en produisaient 2 kg par
personne. On retrouve cette substance dans tous les écosystémes.
C’est moins sa toxicité aigue qui fait peur que ses effets a long
terme, elle serait une substance cancérigéne potentielle (Peakall
1975, Giam et al. 19841].

Du point de vue bibliographique nous avons constaté que de
nombreuses recherches ont été faites au sujet de deux sources
importantes de contamination des sols par les micropolluants
organiques:

- les boues d’'épuration : nous réactualiserons notre
synthése bibliographique que nous avions publiée en 1983
sur ce sujet (Annexe 3).

- les précipitations atmosphériques : les points les plus
importants des différentes recherches seront synthétiseés.

Du point de vue des recherches appliquées nous nous sommes fixés
S objectifs

- Voir quelle est 1’état de contamination des boues des
stations d"épuration de Suisse par 1les micropolluants
précités et comment fluctue cette contamination dans le
temps.

- Observer dans quelle mesure la proximité d’'une grande
ville influence la teneur en PAH et en PCB d’'un sol
agricole par rapport aux teneurs enregistrées dans des
sols situés en pleine campagne.

- Voir de quelle maniére 1les teneurs en micropolluants
organiques d’un sol peuvent étre influencées par un
épandage de boue d’‘épuration et comment ces teneurs
évoluent dans le temps.
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- Comparer la contamination des sols causée par les boues
a4 celle provoquée par d’autres voies d’entrée de
micropolluants organiques telles que 1’épandage de
fertilisants minéraux ou animaux et les précipitations
atmosphériques.

-~ Voir de quelle maniére les concentrations des
micropolluants évoluent avec la profondeur du sol.

3) LES RECHERCHES BIBLIOGRAPHIQUES

3.1 Les boues d’épuration

Tout au début de la recherche consacrée & la présence des
micropolluants organiques dans les boues d’épuration des eaux
nous avons effectué une synthése bibliographique sur ce sujet
{Tarradellas et al., 1983]. Entre 1983 et aujourd’hui beaucoup
d’autres recherches ont été faites sur le méme théme, ce qui nous

Iy

améne a réactualiser le sujet.

Une grande partie des recherches sur 1les substances organiques
des boues 4’'épuration s'est focalisée les derniéres années sur la
présence dans les boues de constituants de détergents industriels
ou domestiques et de leurs produits de dégradation. Deux familles
de substances tensioactives ont été étudiées : les agents de
surface non ioniques [Giger et al. 1984 et 1987al] et anioniques
[Mc Evoy et al. 1985, Giger et al. 1987a, De Henau et al. 1986].
En ce qui concerne les agents de surface non ioniques ce ne sont
pas les produits de base, tel que le 4-alkylphénol-
polyéthoxylate, qui posent des problémes, mais bien leurs
produits de dégradation biologique tel que 1l°octyl-, le décyl- et
surtout le nonylphénol. (Figure 21).

A
/E::ro\/T}/\{rOH nato20 Figure 21: Les produits de dégrada-

R tion biologique des alkylphénol-

| Aerobic wastewater treatment polyéthoxylates (A) durant le trai-

B tement aérobie des eaux usées et

°\/{?f\}&“ o anaérobie des boues. Les métabolites

R/L::r n o résistants sont les alkylphénol-

Anaerobic sludge treatment mono- et diéthoxylates (B) et les

alkylphénols (C). Nonyl (1), octyl

C OH R: (1) CoHyg (2) et décyl (3) forment les substi-

/[::r (2) CgHyy tuants alkyl (R) [Giger et al. 1984]
R (3) CqoH2y

Le nonylphénol s’accumule & des taux moyens de 1g/kg P.S. dans
les boues d’épuration digérées anaérobie. Or dans le milieu
aguatique la LCso de ces substances pour les poissons est
comprise entre 0,13 et 0,3 mg/l. Pour d’autres substances de
toxicité comparable (le cadmium par exemple) les doses maximales
admises dans les boues sont habituellement établies aux alentours
de 30 mg/kg P.S.. Il était donc urgent d’étudier la dégradabilité
de ces substances (Briischweiler et al. 1983] et de 1limiter
l’usage d'agents de surface non ioniques.
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Les techniques analytiques concernant cette catégorie de
substances organigques ont dés 1lors fait de grands progreés,
d’abord au moyen de la chromatographie en phase gazeuse avec
colonne capillaire en verre [Stephanou & Giger 1982], puis au
moyen de la chromatographie en phase liquide [Ahel & Giger 1985a,
1985b, Holt et al. 1986]. Cet appareillage équipé d°'une colonne
"phase réverse"”, produit une analyse plus rapide que la GC mais
ne sépare pas les différents nonylphénols-polyéthoxylates en
fontion du nombre de groupements éthoxy.

Si la toxicité des nonylphénols est prouvée et généralement
acceptée par tout le monde, y compris les fabricants de
détergents, il nen est pas de méme pour les alkylbenzénes-
sulfonates linéaires ou LAS (Figure 22).

CH;(CH,),_3CH,

so;”

Figure 22: Formule plane des
alkylbenzénes sulfonates 1li-
néaires ou LAS.

Vers le milieu des années 70 les LAS ont déja remplacé les
alkylbenzénes-sulfonates ramifiés ou ABS qui étaient peu
biodégradables et étaient 1les principaux responsables des
problémes posés par la présence de détergents dans les eaux. Les
LAS sont des agents de surface anioniques sur lesquels il n’'y a
pas unanimité du point de vue de leur comportement dans les boues
d’épuration. Il régne un conflit d’idées sur 1la rapidité de
dégradation des LAS d‘une part et 1leur dégradation compléte
d’autre part. En d’autres mots, si une substance ayant une
concentration initiale importante subit une dégradation rapide
(de 1l’ordre de 90% en quelques jours) dans les boues d’épuration,
les 10% restants représenteront encore une teneur non négligeable
de cette substance pouvant entrainer des phénoménes de toxicité,
Tel est le cas pour les LAS dont des concentrations importantes
sont détectées dans les boues d’'épuration [Mc Evoy & Giger 19851].

L inquiétude régne aussi sur 1la dégradabilité de certains
composés organométalliques et de leur accumulation possible dans
les boues des STEP. Les principaux composés entrant dans cette
catégorie sont les organo-étains gqui ont des applications
industrielles trés importantes comme catalyseurs et comme
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biocides [Donard et al. 1986]. Les teneurs en ces composés dans
les boues de la STEP d’'Altenrhein se situent aux alentours de 1,5
mg/kg P.S. [Zingg 1985].

Avec l’amélioration constante des techniques analytiques des
derniéres années, un effort a finalement été fait pour mettre au
point des procédures analytiques permettant 1°analyse simultanée
d’un maximum de substances organiques dans les boues d’épuration
[Feiler et al. 1980, Naylor et al. 1982 a et b, Jacobs et al.
1983, Anna et al. 1984, Fricke et al. 1985]. De ces études il
ressort que les polluants organiques les plus abondants dans les
boues sont le butyl-benzyl-phtalate, 1le diéthyl- phtalate, le
bis(2~- éthylhexyl)phtalate, 1le 2,4,6-trichlorophénol et le
pentachlorophénol.

3.2. Les précipitations atmosphériques

Les références bibliographiques qui traitent de la
répartition des polluants organiques sur toute la biosphére par
le biais des courants météorologiques et des précipitations ne
manquent pas. Nous essayerons dans le présent paragraphe de faire
un tour d'horizon des recherches effectuées dans ce domaine.

La diffusion de substances organiques par les phénoménes
climatologiques est un phénoméne bien connu qui fut rapporté pour
la premiére fois au sujet des pesticides par Risebrough et al.
(1968) et Seba et al. (1971). Le cycle de 1l'eau qui consiste en
une évaporation, un transport de la vapeur et une condensation
sous forme de pluie, de neige ou d’autres formes a toujours
véhiculé des substances organiques d’origine naturelle depuis que
la terre existe. Ces substances sont principalement des n-alkanes
(Ci+ & Cs) et des acides gras (C:iz & GCso) ([Kawamura et al.
19851. Actuellement ce sont ces substances organigues gu’on
trouve surtout dans les précipitations de territoires naturels
non industriels tels que le nord de 1a Norvége ([Lunde et al.
19771].

La nature des substances organiques et leur concentrations dans
les précipitations varient fortement lorsqu'on se déplace d’un

environnement naturel vers une zone industrialisée. On y découvre
alors des PAH, des phénols, des acides benzoliques, de
1’anthraquinone et du xanthone [Pankow et al. 1984, Leuenberger
et al. 1985, Lunde et al. 1977]). Parmi ces substances qui
reflétent typiquement les activités industrielles ce sont les
phénols qui tiennent le haut du pavé en termes de concentrations
[Leuenberger et al. 1985].

Que dit la littérature scientifique en particulier de la
présence de PAH dans les précipitations ?

Les sources principales de PAH dans 1l atmosphére sont les
activités industrielles, 1le chauffage des usines et des
habitations, les gaz d‘'échappement des véhicules & moteur et les
émanations d'origine naturelle telles que celles des volcans ou
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des feux de foréts [(Quaghebeur et al. 1983, Nikolaou et al.
1984].

Pas moins de 120 PAH différents, adsorbés sur des particules
atmosphériques ou solubilisés, ont été détectés par GCMS [Grimmer
et al. 1972, Lee et al. 1976]. Parmis tous ces PAH ce sont le
phénanthréne, le fluoranthéne et le pyréne les plus abondants
(Kawamura et al. 19831].

Les teneurs en PAH dans les pluies varient fortement en fonction
des saisons. On observe toujours une forte augmentation des
concentrations en hiver [Gordon et al. 1976, Georgii et al. 1983,
Quaghebeur et al. 1983, Giger et al. 1987b]. 1I1 y aurait 3
raisons liées & cette augmentation :

-le chauffage domestique augmente fortement en hiver,

-les PAH de l’atmosphére se dégradent plus facilement en
été par réaction avec des radicaux .OH, avec 1°ozone ainsi
qu avec les radicaux oxydants du smog photochimique,

-le benzo(a)pyréne et le péryléne sont photolysés par les
rayons ultraviolets solaires qui sont plus intenses en
été.

PAH DISTRIBUTION SOLUBLE / INSOUJBLE FRACTION

Figure 23: Repartition des PAH en fractions solubles
et insolubles dans les précipitations atmosphériques
en fonction de leur poids moléculaire [Georgii et al.
19831.

Giger et al. 1987b observent que les concentrations des PAH
augmentent dans l’ordre suivant : pluie d'été < pluie d’'hiver <=
neige << brouillard. Dans les échantillons de pluie et de neige
les PAH &4 3 et 4 noyaux prédominent, tandis que dans 1le
brouillard les PAH &4 5 et 6 cycles aromatiques constituent les
composants principaux.

Les PAH retombent de deux fagons différentes sur le sol, les eaux
superficielles ou les mers : soit sous forme solubilisée (c’est
le cas de la majorité des PAH de faible poids moléculaire), soit
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adsorbés sur des particules en suspension (c’est le cas de 1la
plupart des PAH a poids moléculaire plus élevé) [Yamasaki et al.
1982]). Georgii et al. (1983), ont représenté cette distribution
des PAH en fraction soluble et insoluble dans les précipitations
en fonction du poids moléculaire de ces substances (Figure 23).
Finalement il a été observé que 1les dgrosses quantités de PAH
étaient amenées sur 1les sols en tout début des pluies par
entrainement des particules de 1'atmosphére [Noort 19851].

Que dit la littérature scientifique en particulier pour la
présence des PCB dans les précipitations ?

L’introduction de ce travail signale 1les multiples usages des
PCB. Une fois a 1°état de déchets, les PCB peuvent a la longue se
volatiliser et se répartir sur la totalité de 1la biosphére par
les courants atmosphériques [Brooksbank 1983]. C’est ce processus
météorologique-1a8 qui est responsable du fait qu‘on trouve des
contaminations de fond en PCB dans les endroits les plus retirés
de la planéte tel que 1l’antarctique [(Subramanian et al. 19831].
Contrairement aux PAH la quantité de PCB transportée par des
particules serait assez faible (0,6 a 20%). Plus de 50% des PCB
seraient transportés sous forme de vapeur et environ 30% seraient
solubilisés [Eisenreich et al. 1981].

Les teneurs en PCB totaux habituellement rencontrées dans les
pluies oscillent entre 20 et 230 ng/l (Swain 1978, Strachan et
al. 1980, De Alencastro & Tarradellas 1985].

I1 s’'écoule en moyenne 2 a 3 années entre le moment ou on produit
des PCB et celui ou on les retrouve dans les lichens [Villeneuve
et al. 1984]. Les précipitations atmosphériques doivent é&tre
considérées comme la voie de pénétration principale des PCB dans
les lacs ([Strachan et al. 1979].

4) LA CONTAMINATION DES BOUES D’'EPURATION.

4.1 Etude des boues de 6 stations 4’épuration de Suisse.

Nous essayerons de voir dans c¢e paragraphe quelle est
l1'état de contamination des boues des stations d’épuration de
Suisse par les 4 familles de micropolluants citées dans le
paragraphe 2.

Nous avons sélectionné 6 stations d 'épuration en tenant compte
des trois critéres suivants:

-Les STEP devaient avoir une répartition aussi large que
possible sur le territoire national.

-Les STEP devaient couvrir une gamme assez large
d’équivalents-habitants hydrauliques.

-Les STEP devaient collecter 1les eaux usées de zones
urbaines et de zones agricoles.

Les 6 stations d’'épuration sélectionnées sont classées par ordre
croissant du nombre d’équivalents-habitants : Wadenswil (26.700),
Morges (28.650), Fribourg (55.000), Altenrhein (60.000), Coire
(69.500) et Bienne (107.400) [(OFPE 19831].
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Il faut signaler cependant que nous n’avons pas pu bénéficier
d’une liberté totale en ce qui concerne la sélection des stations
de wWddenswil, d’Altenrhein et de Coire, devant tenir compte des
autres partenaires du PNR 7D. Si les deux derniéres de ces STEP
constituent un bon choix, la STEP de Waddenswil représente & notre
avis une erreur de sélection car c’est la seule qui ne disposait
pas encore de boues digérées anaérobie au moment des
prélévements, or ce sont uniquement des boues de ce type qui sont
épandues sur les sols agricoles.

La situation géographique des 6 STEP sélectionnées se trouve
indiquée sur la carte suivante (Figure 24).

WADENSWIL (ZH)

BIENNE (8E) . ALTENRHEIN (SG)

100 150 km

Figure 24: Situation géographique des 6 STEP
sélectionnées en vue de 1'analyse
de leur boues digérées anaérobie.

Les 4 familles de micropolluants ont été analysées selon
le plan du tableau 6 dans les boues des 6 stations d’épuration.

Tableau 6 : Plan d'analyse des boues des 6 STEP.

i 1 T
IMicropolluants| Nombre | Dates I
| organiques | d’analyses | I
it | I} il
I T | H
| PAH et PCB | 4 | 04/06/1984 I
I | | 3070171985 |
I [ ! 19/08/1985 I
I | | 0370271985 I
i l l I
[ 1 | 30/01/1985 I

| PE et 4-NP

Il ne nous a pas paru intéressant de détailler tous les résultats
obtenus pour chaque station d’'épuration. En effet, les teneurs en
micropolluants organiques sont assez semblables dans les 6 STEP,
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4 l’exception de la STEP de Bienne ou les boues présentent en
moyenne des teneurs 2 & 3 fois plus importantes que celles des 5
autres STEP.

La comparaison avec les moyennes mondiales est éloquente et est
illustrée sur la Figure 25. Elle montre une contamination assez
importante pour le 4-NP, modérée & faible pour les PCB et PAH et
trés faible pour les phthalates. cette contamination assez élevée
des boues en 4-NP se comprend aisément par le fait que la
majorité des autres analyses en 4-NP a également été effectuée en
Suisse. Les moyennes mondiales ont été établies d’aprées les
chiffres trouvés dans 8 références [Grimmer et al. 1978 et 1980,
Hotar et al. 1979, Hagenmaier et al. 1979 et 1986, Mc Intyre et
al. 1981, Anna et al. 1984 et Fricke et al. 1985].

Les teneurs en quelques congénéres spécifiques de PCB ont aussi
été déterminées dans les boues des 6 stations. La correspondance
des numéros IUPAC peut étre trouvée & la fiche analytique No 8

PCB No 28 : 9 % 4 138 : 130 = 121
52 : 92 ¢ 91 153 : 119 + 103 (pg/kg P.S.)
101 75 = 68 180 : 56 % 51
¢ STEP Meyennes mendiales
7 & S 4 3 2 1 1 2 3 4 5 &
Ry ek ma [ e ]
N An |

&\\\\\\\\\\\ oo oo '

LOLINN

BOF|: . -

OBA: -

socef. - )

1400 1200 1000 300 500 498200 200400 00 3001000 1208 1480
L R

NP

— e —— —— - - e ——— e - - -

Figure 25: Comparaison des concentrations de quelques
micropolluants organiques dans 1les boues des 6 STEP
étudiées par rapport aux moyennes mondiales (mg/kg P.S.)

Les dates du tableau 6 montrent que deux campagnes de
prélévements ont été effectuées en été et deux en hiver pour les
PAH et les PCB. Des concentrations en PAH et PCB
significativement plus élevées ont été détectées dans les boues
d‘hiver (a=0,05). Cette constatation est tantdt confirmée [Suess
19801, tantoét infirmée ([Grimmer et al. 19801 par les
publications. Nous optons plutét pour une confirmation assez
générale de ce phénoméne au regard de notre revue bibliographique
du paragraphe 3.2.
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Parmis les PAH détectés, le fluoranthéne et 1le pyréne sont a
chaque fois les composés les plus abondants. Cette constatation
se vérifie dans n‘importe quel échantillon de 1 environnement que
nous avons eu a analyser durant cette recherche, qu’il s’agisse
deaux de pluies, de boues d’épuration, de lisiers animaux ou de
sols. La littérature confirme cette constatation. [Hites et al.
1975, Mille et al. 1982, Kawamura et al. 1983]. Pour les PCB, les
congénéres les plus abondants dans les boues sont les No 52, 95,
101, 138, 170 et 180 (Numéros IUPAC). Les sites de substitution
correspondants & chacun de ces numéros peuvent étre retrouveés
dans le tableau 30 de la fiche analytique 8 située en annexe de

ce travail.

4.2. Les fluctuations des concentrations en micropolluants orga-
niques dans les boues d’épuration au cours du temps.

La question est de savoilr si un agriculteur risque d’un
jour & 1'autre de contaminer son champ avec une boue d’'épuration
plus contaminée en micropolluants organiques que celle qu’il
aurait prélevée la veille.

Afin de connaitre la variabilité de la contamination des boues
d’épuration en micropclluants organiques, une analyse journaliére
de PCB et de benzo(a)pyréne a été effectuée durant 30 jours
ouvrables a la STEP de Fribourg entre le 15/10/84 et le 23/11/84.
La concentration de ces deux micropolluants organiques est
comparée & celle de deux métaux 1lourds analysés par les
responsables de la station d’épuration durant la méme période. La
figure 26 montre qu‘aussi bien pour 1les PCB que pour le
benzo(a)pyréne 1la concentration peut fluctuer du simple au
double, voir au triple en deux jours de temps. Il n'y a cependant
pas eu de saut logarithmique de 1la concentration durant cette

période.

(——)  pg/kg Img/kg (===-)

1200 4 } 1200
I,l

1000 | { oo
) i

800 £} 800
4 o

600 J £33 | 600
I

400 | b a00
1 f

200 < Pl l 200
}

0 - J 3

o] 1200 2400 3600 4800 6000

15 octobre > 23 novembre
1984 1984

Figure 26: Fluctuation de concentration en PCB et B(a)P de 1la
boue d’'épuration de la STEP de Fribourg durant 30 jours ouvrables
(pg/Kg P.S.). Comparaison avec celle de deux métaux lourds, Plomb

et Zinc (mg/kg P.S).
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Une analyse isolée d’une boue d’épuration donne, dans 1°ordre de
grandeur, un reflet assez fidéle de la contamination gqu’‘elle aura
durant le mois qui suit. A notre avis une analyse mensuelle en
PCB et PAH 4'une boue met l’agriculteur & 1l'abri d’une mauvaise
surprise.

S) INFLUENCE DE LA PROXIMITE D’ UNE ZONE URBAINE DANS LA CONTAMI-
NATION DES SOLS PAR LES PAH ET LES PCB.

Ce paragraphe a un double objectif
- Examiner 1l’'influence de la proximité d‘une zone urbaine (la
ville de Berne dans notre cas) dans la contamination de fond des
sols en PAH et PCB.
- Observer l’'impact de 1°'épandage de boues d’épuration sur la
contamination de fond de sols cultivés situés en zone agricole
d’une part et en zone urbaine 4d’autre part.

Afin d’atteindre ces objectifs, 7 sites ont été sélectionnés
selon la clef de répartition du tableau 7

Tableau 7 : Clef de répartition des 7 sites sélectionnés.

L]
Sols cultivés situés|Sols cultivés situés
en zone urbaine | en zone agricole

|
1
0 & 5 km du centre |10 & 15 km du centre

t 1

I |

l |

I 1
r 1 1
| SITUATION | |
| | de la ville | de la ville |
l N | 4
v I T |
|[Numéros des sols non | 1 2 3 4 5 | © 7 |
(amendés en boue AN [ D T | I |
|Numéros des sols fla 1b 1c 2a 3a 4a 5a| 6a TJa |
|amendés en boue | | f
- % — .
|Nombre d’analyses de |1 1 1 1 1 1 1 | 5 5 |
| chaque polluant | I l
4 1 Il J

La sélection de ces 7 sites a représenté une des difficultés

majeures de ce travail de recherche. Les critéres de sélection

reposent essentiellement sur 4 points, & savoir :

1. Disposer d'une gamme étendue d épandage (0,5 & 10 T. M.S./ha).

2. Trouver des sols amendés en boues et des sols témoins
géographiquement trés proches les uns des autres.

3. Disposer de sols amendés aussi bien en 2zone purement agricole
qu’a proximité d’une grande ville.

4. Trouver des agriculteurs collaborants & notre travail de
recherche.

Le quatriéme point, qui est de 1loin 1le moins scientifique a

cependant joué un rdle prépondérant dans le choix des sites. En

effet, il était demandé aux agriculteurs des sites provisoirement

sélectionnés, d’établir une fiche descriptive de leur champs. Il

fallait que les agriculteurs puissent affirmer avec certitude

quaucune boue d'épuration n‘ait été épandue sur les sites de

référence choisis. Les coordonnées des sites sélectionnés se

trouvent rassemblés dans le tableau 8.
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TABLEAU 8 : Coordonnées des 7 sites sélectionnés.

T T 7 T T I
ﬁSite Noi Lieu | Coordonnée geogr.{E.M]E.F|B.E| Boues i
= ; 3 i ; + ; =
|site 1 |Bern | 602 0757197 900 |oui|non|non| Neubriick |
Site la|Bern | 602 450/197 500 |ouijoui{3,5| Neubriick |
[Site 1b|Bern | 602 3507197 975 |nonloui|3,5| Neubriick |
|Site 1c|Bern | 601 9007198 000 jouijoui|>15] Neubrick |
I g - p————t—— —
|Site 2 |Oberbottingen| 595 400/199 350 |oui|oui|non| Neubrick |
[Site 2a|Oberbottingen| 595 525/199 400 |oui|oui|>15| Neubrick |
1 ! { L ! { \ 4
v 1 ] T T 1 T i
|Site 3 |Worb | 609 0757197 500 joui|oui|non{ Worbental |
[Site 3a|Worb | 608 5757198 200 jouijoui| 8 | Worbental |
i | | ! ! ] | —
L T I i T 1 I H
|Site 4 |Kirchlindach | 598 475/206 450 |ouilouilnon] Worbental |
[Site 4a|Kirchlindach | 598 4507206 325 |oui|non| 5 | Worbental |
L ! [l | ! l ! —
L] L | 1 i | ' 1
J]Site 5 |Gimlingen | 605 800/198 100 [oui|oui|non| Worbental |
|Site 5a|Giumlingen | 606 3507198 025 |oui(non| 3 | Worbental |
I i 1 i | I 1 W
|Site 6 |Ependes | 577 900/177 600 |oui|oui|non| Fribourg |
[Site 6a|Ependes | 577 0007178 025 |oui|non|0,8| Fribourg |
i { 1 ] ] 1 ! I
It L 1 I I T 1 i
[Site 7 jMontherod | 516 900/150 200 |oui|oui|non| Morges I
|Site 7a|Montherod | 517 400/149 900 |oui|oui|0,8| Morges I
- 1 1 i L 1 1 ﬂ
E.M. : Le sol a-t-il reqgu des engrais minéraux ?
E.F. : Le sol a-t-il recgu des engrais de ferme ?
B.E. : Le sol a-t-il regu des boues d’épuration (T. M.S./ha)?
Boue : Indique le nom de la STEP d’ou proviennent les boues.

Les analyses de PAH et de PCB sont synthétisées dans les
figures 27 et 28 et engendrent les commentaires suivants
On constate une grande différence de contamination en PAH des

sols situés & proximité d‘'une grande ville (sites 1 a 5) par
rapport a ceux situés en pleine campagne, a4 plus de 10 km d’une

ville d’'importance (sites 6 et 7). Cette différence est
statistiquement hautement significative («=0,01). Comme nous
l’avons wvu dans la revue bibliographique, tout processus

d'incinération, tel que 1le chauffage des habitations et
l’activité industrielle, constitue une source importante de PAH
[Schmitt 1982, Georgii et al. 1983, Quaghebeur et al. 1984]. Son
impact sur la contamination des sols agricoles en PAH semble étre
important. Constatant ce fait on remarque que 1 'impact des boues
d’épuration sur les teneurs en PAH des sols sera plus rapidement
percu en milieu purement agricole gu’en milieu wurbain ou
semi-urbain.

Ce n‘est qu’en épandant 15 tonnes de matiére séche a 1l’'hectare de
boue d épuration que les teneurs en PAH des sols agricoles situeés
a4 proximité d’une grande ville sont augmentées. En dessous de 15
T. M.S./ha c’est tantdét le sol amendé en boues qui est 1le plus
contaminé (site 1a, 1b), tantdét le sol de référence (site 3a, 4a,
5a).
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COMPARAISON DES TENEURS EN IPAH DE

EN BOUES D’EPURATION AVEC UN SOL TEMOIN (,ug/kg)

ENVIRONNEMENT URBAIN

SOLS AGRICOLES AMENDES

ENV. AGRICOLE

f B . % i i l 1000
X | 1 X X 1
| ! : ! : :
‘ e o
5 L ' v ' 1750
i \ 1 ! i !
: i ! ) ) 1
| l t t 1
? ! | ! |
| \ I ! \
! . . ; 1500
i | | ' 1,
:::. : - : : ) |
P B -l | :
4 He o
I o
f el ' i
: L - W L0
e///// s//// 3/// 0.8// 0,8,’//
| 3a 43 Sa 6a 7a
Sot de référence
S Epondago”‘d:“;zt::.)'d'dpuuuon @ Sol amendé en bous
FIGURE 28
COMPARAISON DES TENEURS EN EfPCB DE SOLS AGRICOLES AMENDES
EN BOUES D'EPURATION AVEC UN SOL TEMOIN (,Ug/Kg )
7777777777777 i i //////////////////4’/////7////
ENVIRONNEMENT URBAIN ENV. AGRICOLE %
L ! : 5 200
I : } : ! T Y
' \ \ : t : y’
i | ! ; . é
{ 1 | LA
' il ! : 157
: i | ! 1
| | : | ) /
' o 7
! B ! . A
| -.:' i ) é
| :.:: A L T /
1 oy r“ i \ /
! R A ' LG
% " .
%) /
2 . 2
X i Z
B 50 %
i 5 B /
) L:.: { é
| 8 S 7
| & X R
r\ >,/ >, 8, 5 08,
; l 1: 2a/ 3a 4a ea/ 7a
) Sol de reférence
- E"'"“‘:'T :’sbﬁ:’:‘ d'épuration B33  Sol amends en boue



-46-

En ce qui concerne la contamination en PCB des sites étudiés
(Figure 28), il n'existe, méme a un faible seuil de probabilité
(a¢=0,2), statistiquement aucune différence entre la contamination
des sols de référence en milieu urbain et c¢eux se trouvant en
milieu agricole. Nous savons cependant par la revue
bibliographique (§3.2) que des précipitations atmosphériques
peuvent influencer les teneurs en PCB d'un sol. Il1 semble donc
que les sources de PCB soient bien plus diffuses que celles des
PAH, qui elles sont trés fortement 1liées aux activités d’une
grande ville.

Du point de vue de 1 épandage des boues 15 T. M.S./ha ne sont pas
décisives quant & 1'augmentation des teneurs en PCB des sols
étudiés. Tout porte donc & croire que les apports extérieurs de
PAH et de PCB (engrais de ferme, précipitations séches et
humides) jouent un rdle important dans la contamination des sols
agricoles par ces micropolluants.

I1 ne faut cependant Jjamais perdre de vue que ces 7 sites ont des
caractéristiques pédologiques trés différentes (le respect des 4
critéres de sélection cités en début de chapitre est a ce prix),
par conséquent des comparaisons plus détaillées n‘ont aucune
signification.

6) ETUDE DE LA DYNAMIQUE DES MICROPOLLUANTS ORGANIQUES
SUITE A L 'EPANDAGE DE BOUES D’'EPURATIONS.

Ce paragraphe expliquera de fagon détaillée le
comportement des 4 familles de micropolluants organiques citées
au début du paragraphe 2, suite & un épandage de boue
d " épuration.

Pour cette étude, un des 9 épandages étudiés au paragraphe 5, a
été suivi avec plus grande attention. Le site sélectionné devait
correspondre & deux critéres pricipaux:

-recevoir un amendement en boue 4d’'épuration correspondant
aux pratiques moyennes en vigueur en Suisse (entre 0,5 et
2,5 tonnes de matiéres séches a4 1 " hectare et par an).

-le sol devait étre aussi peu contaminé que possible avant
l1'épandage de la boue d’'épuration afin de pouvoir observer
clairement les fluctuations de concentrations des

polluants.

Le site correspondant & ces deux critéres est le site d’'Ependes
(No 6 et 6a, tableau 8). En ce gqui concerne les PAH, les
concentrations détectées (1 dans le tableau 9) sont considérées
par Edwards (1983) comme étant caractéristiques de sols trés peu
contaminés.

Le but des analyses détaillées effectuées sur des échantillons de
sol de ce site est de voir comment les micropolluants apportés
par la boue d’épuration évoluent 1 mois et 3 mois aprés
1'épandage de cette boue. Les teneurs globales en micropolluants
détectées dans ce sol au cours du temps ont été les suivantes
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Tableau 9 : Concentration globale en micropolluants* (ng/g M.S.)
de la boue 4’'épuration et du sol amendé en boues (0-1 cm).

v L Tt n
| MPO. | CB | 1 i 2 | 3 | 4 |
| - 1 .l 1 1 i |
W ] i T 1 0
| date | 13/03/85 | 11/03/85| 13/03/85| 16/04/85| 14/06/85]
1. b} 1 4 i | |
LI ] 1§ 1 | T ]
| TPCB | 26.10° |  6%0.3 | 8+2 | 6:1 | 61 |
| TPAH | 13.10¢ | 7815 | 93:18 | 85223 |  93%£35 |
| 4-NP | 49.10° | ND | 722¢352| 3302188| 57%26 |
| DEHP | 17.10° | ND | 157£34 | ND | ND |

* : moyennes et variances de 5 analyses. ND = non détecté.

CB = Concentration des MPO dans la boue d’épuration
Concentration des micropolluants organiques dans le sol

1 = juste avant 1'épandage de la boue 4 épuration.
2 = juste aprés 1’'épandage de la boue d’épuration.
3 = 1 mois aprés 1'épandage de la boue 4 épuration.
4 = 3 mois aprés 1l’'épandage de la boue 4 épuration.

Ce qui frappe dans ces teneurs en micropolluants, c’est 1'aspect

persistant des PAH et des PCB, 1’aspect semi-persistant du 4-
nonylphénol et la non-persistance du diéthyl-hexyl-phthalate dans
le sol étudieé.

Les analyses détaillées des PAH et des PCB et 1°étude statisti-
que des résultats obtenus.

Les figures 29a, 29b et 30a, 30b illustrent respectivement
le comportement des PAH et des PCB de poids moléculaire faible et
éleveé.

Les tests statistiques qui étayeront 1les commentaires des
analyses détaillées sont les suivants

La comparaison des moyennes de deux petits échantillons
indépendants dans 1le cas ou les variances sont égales ou
légérement différentes = test t.

Dans le cas ou les variances présentent de grands écarts, un test
t modifié est appliqué [Scherrer 1984].

Le but est de comparer les moyennes des 5 analyses effectuées
pour chaque polluant, de voir si 1la boue d’ ' épuration a
statistiquement influencé leur concentration dans 1la couche
superficielle du sol, de voir ce que devient chaque polluant 1
mois aprés l’épandage de 1la boue et finalement de voir si
1’augmentation des micropolluants observée 3 mois aprés
1'épandage est statistiquement significative.

En ce qui concerne la sélection des polluants dont nous allions
suivre le comportement dans les sols, nous avions pour les PAH le
choix entre 15 substances . Nous en avons sélectionné 8,
indiquées sur les figures 29%a et 29b, sur la base des criteéeres
suivants

4 substances de faible poids moléculaire et 4
de poids moléculaire élevé.

Abondance dans 1 environnement.

Importance écotoxicologique.

Facilité d’identification.
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Pour les PCB nous avions le choix entre 35 congénéres purs. Nous
en avons sélectionné 10, indiqués sur les figures 30a et 30b sur
la base des mémes critéres que ceux & respecter pour les PAH.
Deux critéres viennent cependant s’ajouter aux précédents

- Absence d’épaulement important avec d'autres pics.
- Limites d’intégration des surfaces des pics facilement
identifiables.

Le choix des congénéres de PCB a été basé sur les travaux publiés
par Duinker et al. (1980), De Alencastro et al. (1983), Safe et
al. (1985).

a) Comparaison des teneurs en PAH et PCB du sol avant 1’épandage
de la boue (1) et juste aprés 1’'épandage de la boue (2).

En admettant un intervalle de confiance de 95% (a=0,05), il
apparait que la concentration des PAH légers (Figure 29a) et des
PCB légers (Figure 30a) a augmenté de facgon statistiquement
significative dans le so0l étudié suite & 1’'épandage de boue
d ' épuration. Les concentrations des PAH et des PCB 1lourds ne
semblent par contre pas avoir éeté affectées de fagon
significative durant cet épandage.

b) Comparaison des teneurs en PAH et PCB du_sol avant 1’épandage
de la boue (1) et 1 mois aprés 1 'épandage de la boue (3),

Un (1) mois aprés 1’'épandage de la boue plus aucune différence de
teneur en PAH et en PCB, qu’ils soient de poids moléculaire lourd
ou léger , n‘est observée par rapport aux analyses faites Jjuste
avant 1l’épandage de la boue (a¢=0,05). Les PAH et PCB de poids
moléculaire léger se sont soit dégradés, soit wvolatilisés, soit
encore ont pénétré en profondeur dans les sols.

Cc) Comparaison des teneurs en PAH et PCB du sol avant 1’ épandage
de la boue (1) et 3 mois aprés 1 'épandage de la boue (4).

Toujours en admettant un intervalle de confiance de 95%, on
observe que cette fois ce sont les teneurs en PAH et PCB de poids
moléculaire élevé (Figures 29b et 30b) qui sont significativement
différentes de celles enregistrées juste avant 1’épandage de 1la
boue, alors que les teneurs en PAH et PCB légers du sol ne sont
pas modifiées de fagon statistiquement significative.
L’agriculteur n’a cependant pas touché a ce champ durant toute la
période comprise entre l’épandage de la boue (11/03/1985) et les
analyses effectuées 3 mois aprés (14/06/1985). Dans ce cas les
précipitations atmosphériques (séches ou humides) sont la seule
source de contamination des sols par les micropolluants.

Les analyses d°eau de pluie.

Simultamément aux analyses de sol, un collecteur d’eau de pluie a
été placé sur 1le champ & étudier afin d’avoir des valeurs
indicatives de la contamination en PAH et PCB des eaux de pluies.
Plusieurs séries d'analyses ont é&té effectuées, couvrant de
maniére discontinue la période de recherche sur les sols amendés
en boues d’'épuration d'Ependes (site No 6a). Une décroissance
progressive des teneurs en PAH dans les pluies est constatée
durant toute la durée de 1l expérience (mars a juin 1985). Cette
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observation, confirmée par d’autres recherches [Quaghebeur et al.
1984], correspond a la diminution importante du chauffage urbain,
principale source d'émission de PAH dans 1 atmosphére.
Un calcul va nous permettre d’estimer les quantités de PAH de
poids moléculaire lourd et léger apportées par la pluie et de les
comparer & celles apportées par la boue d’'épuration
- Densité du sol agricole d'Ependes .......... 1,35 g P.S./cw’
- Masse de sol sur 1lcm de profondeur ......... 13,5 Kg
(=profondeur de prélévement) et
1m?* de surface.
- Quantité de pluie tombée entre le .......... 417 mm
13703 et le 14/06/1985 [I.S.M 19841]. =417 1/m?

TABLEAU 10: Comparaison des PAH apportés par les pluies et les
boues d'épuration sur le sol agricole d’'Ependes.

I . ] ] —
| PAH | Concentration | PAH apportés par || PAH apportés par |
I leau de pluie(vg/1){ la pluie (pg/m’) | la boue (pg/m*) |
I -+ — { — 4 "
1 I min. | max. | min. | max. | f
| S 3 } 4 i i i
L L

H Phe | 27 i 283 | 11,3 Fills,o H 99,5 + 49,5 H
| An | 0,2 | 3 0, | 1,2 | 7,4+ 6,3 I
| Ft I 47 | 297 | 19,6 | 123,8 | 62,1 = 37,7 |
ﬂ Py i 43 | 236 | 17,9 | 94,4 | 126,4 £ 71,8 I
I .l ] - 1 I} ]
" 1l LI Li| LI T

IB(X)F | 7 1 33 | 2,9 | 13,7 | 2,2+ 2,7 |
[B(a)P | 8 | 39 | 3,3 | 16,3 | 4,4 + 6,9 I
IDBA | 1 | 5 0,4 I 2,1 | 2,2 £ 3,4 |
| BP I 9 | 31 | 3,7 | 12,9 | 3,6 £ 5,4 I

Ces calculs donnant les résultats du tableau 10 ne sont que
des valeurs indicatives et doivent &tre considérés avec prudence.
Toutefois les valeurs comparées des apports de PAH par les pluies
et par les boues d’'épuration vont dans 1le sens des analyses
statistiques précédentes
Pendant la période de recherches approfondies sur 1'impact d‘un
épandage de boue d’épuration (0,75 T. M.S./ha), les
précipitations atmosphériques ont davantage contribué & 1 apport
de PAH de poids moléculaire é€levé que la boue d’épuration.

Le méme calcul ne peut cependant étre fait pour les PCB puisque
les analyses d’'eau de pluie concernant cette famille de MPO se
sont avérées négatives. L’augmentation statistiquement
significative des PCB de poids moléculaire élevé dans 1le sol
d’'Ependes provient vraisemblablement de précipitations seéches
(poussiéres, particules en suspension).

Les analyses détaillées du DEHP et du 4-NP

Le comportement de ces deux MPO, illustré figures 31 et 32
est comparable. Ils sont détectés & 1°état de traces (4-NP) ou ne
sont pas détectés (DEHP) dans le sol avant 1’'épandage de la boue
d’épuration. Ils atteignent des teneurs statistiquement plus éle-
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Figure 31: Di- éthyl-hexyl- phthalate
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vées (a=0,05) dans le sol juste aprés 1’épandage; ceci est da A&
leurs concentrations importantes dans les boues. Finalement ils
disparaissent totalement (DEHP) ou presque (* 90% pour le 4-NP) 3
mois aprés l’épandage de la boue d‘épuration (Johnson et al.
1975, Saeger et al. 19761.

7) LES EFFETS A LONG TERME DE L'EPANDAGE DE BOUES D’'EPURATION
COMPARAISON AVEC 2 AUTRES TYPES D’ AMENDEMENTS.

Le chapitre 6 a montré que 1la contamination d‘un sol

agricole par un épandage unique de boue d’épuration est
relativement limitée et est en tous les cas concurrencée par les
précipitations atmosphériques. Il est cependant raisonnable de se
poser la dquestion suivante : Quelle est 1’impact sur la
contamination des sols d'un épandage annuel de boues d’épuration
durant une assez longue période, 10 ans par exemple. Quelle est
1’ importance de cette contamination par rapport & d’autres types
d’amendements ?
Afin de répondre a ces questions, nous avons travaillé sur les
champs expérimentaux préparés il y a 10 ans par F.X. Stadelmann
et 0.J. Furrer de la Station Fédérale en Chimie Agricole et sur
1’Hygiéne de 1’Environnement de Liebefeld. Ces champs
expérimentaux sont répartis sur deux sites pédologiquement trés
différents dont la description suit & présent (Figure 33).

SITE DE LIEBEFELD SITE DE BUREN
Sol brun lessivé Sol alluvial calcaire
faiblement hydromorphe

Hori- strucqargile ] limon| mat. | CaCO{ pH struc-] argile | limon} mat. CaCo3 pH
zon Profil ture organ. H20 ture organ. H20
cm % 1 % | % | % % | % | % | %
Ap 20! //////. e | 16 18 50 | - 60 AR I 50 s0 | 24 | 79
A0 eff e p e W NS - e u 29 | 67 | o5 | 30 | e
® 60 ° 16 16 05 - 62
-_--l 5‘ N R & i
80i
8, g - ¢y L IR 05 | T | 62 33 | e - |21 | s
760 &
8(1:20 e ,V. 19 13 - T 65 &
el 3 g
c 14 0 - 2 75 &4 55 43 - 1 79
i
YW/ Mt 4{ Racines Polyédrique
. L grossier tendant
» " Pierres Activité vers prismatique
g lombricienne
an,  laches 7/ Treés friable
" d'oxydoréduction @ Coquillages
. # Friable
1 Argillanes e  Granuleux fin
%  Ferme
A Humus O Polyédrique
anguleux

Figure 33 : Description des 2 sites étudiés
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Cette description a été effectuée par les chercheurs précités.
Chaque année des parcelles de sol de 13 métres sur 4 sont amendés
au moyen d’un des trois types d’amendements suivants:

a. Fertilisant minéral.
b. Lisier de porc. (+ 12 tonnes M.S./ha)
c. Boue d épuration. (+ 12 tonnes M.S./ha)

Les amendements ont duré 10 ans (1976 & 1985). Tous les détails
concernant ces champs expérimentaux peuvent é&tre trouvés dans
plusieurs publications de 1la station (Furrer et al. 1982,
Stadelmann et al. 1982 et 1984].

Il y a deux grands avantages a travailler sur ces champs
expérimentaux:

- Les antécédents de ces champs sont parfaitement connus.
Chagque quantité d"amendement apportée au sol est
contrdlée, ce qui n’'est jamais le <cas pour les sols
réellement destinés 4 1’agriculture et étudiés dans ce
travail.

- Le comportement des micropolluants organiques est étudieé
dans deux sols pédologiquement trés différents.

Le désavantage a travailler sur ces champs expérimentaux est que
les gquantités d amendements apportées aux différentes parcelles
dépassent assez fortement la moyenne d’'épandage appliquée en
Suisse. Le but des analyses effectuées sur ces sites
expérimentaux est donc moins de connaitre les taux de PAH et de
PCB en valeur absolue comme dans les chapitres 5 et 6 , que de
comparer l'effet de contamination de plusieurs types
d’amendements. Les taux de YPAH et de YPCB détectés dans les
différentes parcelles sont rassemblés dans le tableau 11.

TABLEAU 11: Concentration en micropolluants des sols des champs
expérimentaux de la Station Fédérale en Chimie Agricole de
Liebefeld (ng/g P.S.).

I I W ]
I I LPAH f IPCB I
I W Il |
i W ¥ | T 1l
I |sol sableux| sol [sol sableux| sol i
i i limoneux | argileux| limoneux | argileux|
| | (Liebef.) | (Biren) || (Liebef.) | (Biren) |
I I 1 4 — |
|-Sol de référence i 320 | 240 I 21 | 43 1
[-Fertilisants min. | 321 | 213 I 15 | 228 I
|-Lisier de porc f 356 ] 272 I 104 j 116 I
| -Boue 4°épuration I 2361 | 2664 I 273 i 210 f

[C it

Les résultats détaillés concernant certains PAH précis et les
YPCB se trouvent respectivement rassemblés sur les figures 34 et
35. On y observe les points suivants
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2 = Sol amendé en fertilisants minéraux,
3 = Sol amendé¢ en lisiers de porc,

4 = Sol amendé en boue d'épuration.

n = nombre d'analyses effectuées.
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~ L ’accroissement des PAH dans les parcelles amendées en
boue d’'épuration est considérable par rapport a celui des
parcelles amendées en fertilisants minéraux ou en lisier
de porc. L'action polluante de ces deux derniers types
d’amendements est nulle en 10 ans de temps.

~ Le cas des PCB, illustré a la figure 35, est différent
comme pour les PAH, les boues d épuration sont
principalement responsables de la contamination des champs
expérimentaux, mais cette fois 1l’action polluante des
lisiers de porc doit étre prise en considération. Cette
constatation ne nous étonne gqu’a moitié puisqu’on sait que
les PCB pénétrent dans les tissus d’animaux (vaches,
porcs) de diverses fagons et peuvent donc se retrouver
dans leurs excréments [Fries 1982, Baxter et al. 19831].

- La haute teneur en PCB enregistrée sur les parcelles de
Biren amendées en fertilisants minéraux (228 vg/g M.S.)
n‘a pi étre expliquée. Une contamination accidentelle
n’‘est pas 4 exclure.

8) ETUDE DE LA PENETRATION EN PROFONDEUR DES MICROPOLLUANTS
ORGANIQUES DANS LES SOLS.

Dans les mémes champs test de Liebefeld et de Biiren, des
prélévements réguliers ont été faits jusqu’a 80 cm de profondeur
dans les parcelles amendées en boue d’épuration. La figure 36
montre que globalement la teneur en PAH et PCB a 40 cm de
profondeur n’atteint plus que 20 & 40% de celle détectée en
surface. La méme constatation a été faite & Ependes ol & deux
reprises des analyses ont été faites en surface et & 40 cm de
profondeur. Le comportement des 10 PAH dans le sol
sableux-limoneux et argileux est similaire. Une exception
cependant, le phénanthréne semble pénétrer plus profondément dans
le sol argileux que tous les autres PAH. A cet égard il est
intéressant de faire un rapprochement avec 1la figure 34 sur
laquelle on remarque que cette substance ne s‘est pas tellement
accumulée dans le sol argileux amendé en boues en comparaison des
autres PAH.

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
LICm v v e v v —y = " r v v v v
1 10 - . =

20
30
40\-pilf
L’] 50

L.] 60
LJ 70
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. . o J:

———— : Sol sableus-limoaeux '0‘ e !7'/ —— : Sol sableus-limoneux * 70
(sleoLiobgfeld 1~ | V.72 . de Lisbefold 180 B
e.—.=: Solargilsus de Bureo O —.=.~: Solargileus de Buren (]
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Figure 36 : Pénétration en profondeur dans les sols de Liebefeld
et de Buren de 10 PAH (Phe, Ft, Pyr, B(a)A, B(e)P, B(b)F, B(k)F,
B(a)P, DB(a,h)A, B(g,h,i)P) et de 10 PCB (No IUPAC 28, 95, 110,
118, 138, 153, 170, 180, 187, 194). 100% = concentration de
surface, 0-7 cm. L:i-¢« et B:-s =profondeur des carottes de sondage.
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Les PCB ont des comportement différents dans les deux sols. 1Ils
pénétrent de fagon plus importante dans le sol argileux et ont un
comportement bien moins régulier dque dans le sol
sableux~limoneux. Les congénéres 170 et 194 ont & 25 cm de
profondeur dans le sol argileux des teneurs équivalentes & celles
de la surface (0-7 cm) et correspondent respectivement & un
hepta- et un octochlorobiphényle.

9) ESTIMATION DE LA CONTAMINATION EN PAH ET EN PCB DES_ SOLS
AGRICOLES PAR LES ENGRAIS DE FERME.

Le probléme de 1’apport des PAH par les fumiers et les
lisiers est délicat & traiter car il est probable qu’une partie
des micropolluants présents dans les engrais de ferme étaient
déjad présents sur les paturages. Certains animaux de ferme
peuvent en broutant absorber des micropolluants organiques
apportés sur la surface du sol par les précipitations
atmosphériques. Ils peuvent aussi étre contaminés par
1’absorption d’aliments stockés dans des silos dont le revétement
intérieur était contaminé par des PCB [De Alencastro et al.
19841].

Le paragraphe 7 a montré que les lisiers de porc peuvent
contaminer les sols de fagon importante en PCB. Il nous a paru
intéressant d’'analyser plus systématiquement la teneur en PAH et
PCB des engrais de ferme et d’estimer leur capacité de
contamination des sols agricoles par rapport & celle des boues
d ' épuration.

Un échantillonnage d’excréments de vaches a été fait dans 12
exploitations agricoles situées entre les villes de Lausanne et
Fribourg. Les teneurs en PAH et PCB détectées sont indiquées dans
le tableau 12. Afin de connaitre les quantités de PAH et de PCB
apportées par le fumier bovin aux sols, il faut disposer de
chiffres exprimant les quantités moyennes de fumier épandues sur
les sols cultivés par année. De tels chiffres sont inexistants,
que ce soit & 1°0Office Fédérale de 1la Statistique ou plus
généralement dans la littérature scientifique.

TABLEAU 12: Contamination en PAH et PCB des sols cultivés par les
engrais de ferme.

I A M =
| MPO |Teneurs en MPO de 12 échant.|Apport sur les sols cultivés]
I I (pg/kg P.S.) I (gg.m % .an ') |
f { i MIN. MAX. i
I = i |
| Phe | 33,1 £ 21,6 I 8,9 35,8 I
I An | 2,7 £ 2,1 I 0,7 2,9 I
I Ft | 29,1 + 24,2 f 7.8 31,4 I
I Py | 33,8 + 23,9 i 9,1 36,5 0
—— } |
IB(k)F]| 13,4 £+ 14,0 I 3,3 14,5 i
iB(aYPj 25,6 + 27,3 I 6,9 27,7 |
|DBA | 3,5+ 3,9 i 0,9 3,7 I
| BP I 22,8 + 25,2 I 6,2 24,7 |
Ik Il Jil |
LN W W L]
IXPAH | 311,6 x245,4 I 84,1 336,5 I
fLPCB | 60,2 £ 16,7 I 16,2 65,0 I
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Le "landwirtschaftliches Handbiichlein" ([Wirz 1986] conseille
cependant des épandages de fumier compris entre 10 et 40 tonnes
par hectare et par année.

Tenant compte de ces données et sachant que les fumiers bovins
ont un taux de matiére séche de 27,0% £ 3,1, une estimation de
1l’apport en PAH et en PCB par les fumiers bovins sur 1les champs
cultivés peut étre effectuée. Les chiffres se trouvant dans le
tableau 12, sont de wvaleur purement indicative. La grande
différence entre les apports de PAH par les boues (Tableau 10) et
par les fumiers résiderait dans le fait que les fumiers apportent
davantage de PAH de poids moléculaire 1lourd dans les sols
cultivés. On peut supposer que les PAH de faible poids
moléculaire sont en partie dégradés dans 1’organisme des animaux.

Globalement les apports de PAH et de PCB par les engrais de ferme
(10 & 40 T. M.F./ha’/an) seraient du méme ordre de grandeur que
ceux provodqués par un épandage de boue 4 épuration égquivalant & 1
T. M.S./ha’/an.

Il faut cependant tenir compte de 1°observation faite au
paragraphe 7 qui signale que les lisiers de porcs n’ont eu aucune
influence en 10 années de temps sur la contamination de fond en
PAH des champs expérimentaux de Liebefeld et de Biren.

Ou est la vérité entre ces deux observations ? Nous pensons que
le niveau de contamination des excréments et des lisiers
d’animaux de ferme dépend beaucoup du type d’animal, de 1 é&tat de
contamination de 1l’alimentation et de celui des champs sur
lesquels ils ont 1"habitude de paitre.

10) ESTIMATION DE LA CONTAMINATION EN PAH ET EN PCB DES SOLS
AGRICOLES PAR LES FERTILISANTS MINERAUX ET LES AGENTS DE
TRAITEMENT DES CULTURES.

Le paragraphe 7 a montré qu’en toute probabilité les
fertilisants minéraux devraient avoir un impact trés limité dans
la contamination des sols agricoles par les PAH et les PCB. Dans
le but de vérifier cette observation et aussi de voir 1°'influence
d’'un épandage de désherbant sur la teneur en PAH et en PCB d'un
sol agricole, le test suivant a été effectué : Deux parcelles de
10m? chacune du site No 7 (Tableau 8) ont été, 1’une amendée en
un fertilisant minéral classique et 1'autre traitée par un
désherbant sélectif (Arélon-S, Tableau 14). Sur 1la base des
résultats analytiques présentés dans 1le tableau 13 nous avons
constaté qu’au seuil de 99% de certitude il n’'y a statistiquement
aucune différence de concentration en YPCB entre la parcelle sans
traitement et les parcelles traitées.

TABLEAU 13: Teneurs en YPCB des parcelles test du site No 7.
Moyenne de 5 analyses (pgs/kg P.S.)

ir = " 1
i Parcelle sans I Parcelle + I Parcelle + 1
1 traitement |fertilisant minéral | Désherbant i
u i 4 —
I 2,6 £+ 0,3 | 2,5 0,4 i 2,8 £+ 0,4 I

= A )




-59-

Les teneurs en PAH et en PCB d'un engrais NPK pur du commerce et
de 6 agents de traitement purs ont été déterminées. La liste des
produits commerciaux est indiquée dans le tableau 14:

TABLEAD 14: Liste des produits commerciaux analysés & 1°état pur.

L L ir N
| Produit i Définition [Siegfried Agro 1986] |Dose(l/ha) ||
il I il Il
LI (] 1 H
|Engrais NPK |Engrais classique, azote, phosphore, i I

iPotassium. I I
[|ANITENE-S |IDésherbant mixte pour céréales et i 2 -3 I

[cultures fruitiéres. I [
[ARELON-S |Désherbant contre les graminées fF 2 -3 i

ladventices dans les céréales. | |
|CYCOCEL-EXTRA|Hormones végétales pour accroitre la | 1 - 3,5 |
I [résistance des céréales a la verse. I I
| IMPACT lFongicide & action préventive et M1 0
I jcurative pour les céréales. I I
[PERTHRINE [Pyréthrine de synthése pour 1l arbori- | 0,02% |

i culture et les grandes cultures. I |

L’engrais NPK était exempt de toute contamination que ce soit en
PAH ou en PCB. Dans les agents de traitement, seulement duelques
traces de PAH lourds ont été détectées : B(a)P, B(k)F. Ce sont
aussi les PAH auquels le type de détecteur utilisé (détecteur de
fluorescence) est le plus sensible.

Ces analyses montrent nettement que les fertilisants minéraux
classiquement utilisés en agriculture ainsi que 1les agents de
traitement ne sont pas des sources de PAH et de PCB dans les sols
agricoles. Des cas accidentels de contamination ne sont cependant
pas & exclure.

11) CONCLUSIONS DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE

L’'épandage de boues d’'épuration est un facteur de
contamination des sols agricoles en micropolluants organiques.
Cette observation est confirmée par d’autres recherches, tels que
celle de Davis et al. (1981) ainsi que celles de Borneff et al.
(1973) et Ellwart (1976). Ces deux derniéres recherches utilisent
des composts de boues d 'épuration, généralement plus contimines
en micropolluants organiques.

Une étude récente montre que la persistance des micropolluants
organiques dans les sols serait d’autant plus importante que les
épandages de boues sont importants [Demirjian et al. 1987]. Cette
persistance est fortement liée & la teneur en matiéres organigues
du sol, elle-méme liée a la quantité de boue d’épuration épandue
[Fairbanks et al. 19841].
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Il est important cependant de relativiser cet apport de polluants
par les boues en le comparant aux autres sources possibles de

contamination

Premiérement, 1’apport de YPAH et de YPCB par les
précipitations atmosphériques est important. Pour les YPCB cet
apport semble étre d’une importance équivalante quelle que soit
la situation du champ étudié, a proximité d’une grande ville ou
en pleine campagne. Ce n’est par contre pas du tout le cas pour
les YPAH. La position du champ étudié est déterminante quant &
1"importance de 1la contamination de base du sol en ces
micropolluants. Les retombées atmosphériques, séches ou humides,
sont chargées de particules sur lesquelles sont adsorbés les PAH,
provenant en grande partie du chauffage urbain et des industries.
Ces retombées contaminent de fagon bien plus importante les sols
situés & proximité d’une wville gqu'un épandage de boues ne
pourrait le faire.

Deuxiemement, les engrais de ferme sont aussi une source
d’apport de micropolluants dans les sols. Bien que nous n’ayons
pas trouvé de chiffres permettant de comparer les épandages
annuels de boues et d’engrais de ferme, il apparait que les
apports de PPAH et de TPCB par les engrais de ferme seraient du
méme ordre de grandeur que ceux provogqués par un épandage de
boues 4d’épuration équivalant a 1 T. M.S./ha’/an.

Troisiémement, les fertilisants minéraux et les agents de
traitement des cultures ne sont pas des sources de YPAH et de
YPCB dans les sols agricoles. Quelques cas de contamination
accidentelle ne sont cependant pas a exclure.

Les boues d’'épuration, les précipitations atmosphériques,
et les engrais de ferme ont donc chacun une part de
responsabilité dans la contamination en YPAH et YPCB des sols
agricoles. Nous avons tenté de chiffrer ces responsabilités en se
basant sur une boue d’épuration moyennement contaminée au niveau
helvétique (Figure 25) et épandue & un taux maximal de 2,5 T.
M.S./hasan déduit de 1 ordonnance fédérale sur les boues
d " épuration [D.F.I 19841].

Ces <chiffres sont & considérer avec la plus grande
prudence étant donné 1'incertitude permanente qui régne sur les
valeurs d’'épandage, caractéristique de ce type d’'étude (Fig. 37).

Cette analyse ne serait cependant pas correcte sans
insister sur le fait que les boues d’épuration d’'une part, ainsi
que les précipitations et les engrais de ferme d’autre part,
apportent au sol des PCB et des PAH d'un type trés différent. Les
précipitations et les engrais de ferme apportent des PAH et des
PCB de poids moléculaire plus lourd que les boues d’épuration. Ce
sont des PCB et des PAH moins solubles et moins dégradables.
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9/ Sols cultivés situés Sols cuitivés situés
0 on 2one agricole en zone urbaine
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atmospheriques.
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et agents phyto-
sanitaires

PCB
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Q64
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Figure 37 : Pondéralion des différentes sources de contamination
des sols agricoles par les PCB et les PAH.

Les PAH apportés par les précipitations sont de surcroit de
nature nettement plus cancérigéne que ceux apportés par les
boues. L‘état de contamination en PAH des sols agricoles situés
dans le voisinage immédiat d4°une grande ville est donc de nature
trés préoccupante.
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CHAPITRE 4

Contamination des sols par les
hydrocarbures polycycliques aromatiques :
application des tests respirométriques a
1'étude du comportement de 1a microflore
terrestre.

Le chapitre précédent a mis en évidence quelles étaient
les voies de pénétration des micropolluants organiques dans les
sols agricoles.

A partir du moment ou les micropolluants organiques sont
Incorporés au sol, ils peuvent interférer avec le biotope (par
exemple avec le complexe argilo-humique) d’une part, et avec la
biocénose d’autre part. Les relations complexes existant entre
les polluants organiques et les constituants du sol ne seront pas
discutées dans ce travail. Il s’agit d’un domaine de recherche
tellement vaste qu’a lui seul 1l peut former une spécialisation
de toute une équipe de chercheurs [Bollag 19831].

Dans ce chapitre 11 sera question de 1°impact des hydrocarbures
polycycliques aromatiques (PAH) sur les micro-organismes du sol,.
Le chapitre suivant traitera des rapports entre 1les micropollu-
ants organiques et les lombriciens. CCes deux chapitres sont
difficilement dissociables puisque les lombriciens vivent en
veéritable symbiose avec les micro-organismes du sol.

Ce chapitre montrera au moyen de 2 tests respirométriques que la
nature du sol joue un réle déterminant dans 1’ ’impact que peuvent
avoir des PAH sur la respiration des micro-organismes du sol.

1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE DES TESTS RESPIROMETRIQUES

Les tests respirométriques sont les tests recommandés par
le groupe d’écotoxicologie du programme des tests chimiques Ade
1°’0OCDE. Ils sont destinés a visualiser la toxicité de produits
chimiques sur 1les micro-organismes du sol, par 1la mise en
évidence de perturbations du cycle de 1 azote [OECD 1981al] et du
carbone [OECD 1981bl. A guelques rares exceptions prés, les
études utilisant 1les tests respirométriques ont toutes été
effectuées dans le but de mieux comprendre 1" impact des
pesticides sur les micro-organismes du sol. Dans la bibliographie
nous n’avons rencontré aucune recherche étudiant le comportement
des micro-organismes du sol suite & wune pollution par des
hydrocarbures polycycliques aromatiques (PAH). Ces tests sont
cependant utilisés & plusieurs reprises pour suivre, apreés
marquage de la substance organique étudiée, 1la dégradation de
micropolluants organiques dans différents sols par piégeage et
titrage du '*CO: . Le marquage de la substance organique se fait
principalement par le remplacement d’un '?C & un endroit précis
de la molécule par une de ses formes isotopiques (!°C ou !'*‘C).
Ces tests ont été faits pour 1les polychlorobiphényles (PCB)
[Scharpenseel et al. 19781 et pour les PAH [Bulman et al. 1985].
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1.1. Les systémes & flacons respirométriques

Les premiers chercheurs ayant utilisé 1les flacons
respirométriques sont Bartha et
Pramer (1965). La quantité totale de
CO: et de !'*CO: est piégée dans du

- ~Fulter KOH se trouvant dans le méme

récipient. Ce dispositif a deux défauts

Needie ———_ majeurs. Le premier est que les
produits de dégradation volatils ne

sont pas retenus par la soude.

50-mi tube -~ Ereameyer L€ second est que des tests
respirométriques de longue durée

-—mostso peuvent conduire a des situations

O1N KO esioe d’anaérobiose. En effet, les micro-or-
ganismes du sol consomment 1"oxygéne

Figure 38 : Flacon du flacon. Si un renouvellement d’air
respirométrique selon n’est pas prévu dans le flacon, la pro-
Bartha et al. (1965) portion d’azote augmentera jusqu’a in-

duire une situation anaérobie (Fig. 38).

1.2. Les systémes & flux discontinu :

Le systéme & flux discontinu que nous allons utiliser a
été mis au point par différents chercheurs de fagon assez simple
par Goswami et Koch (1976) et par Kearney et Kontson (1976), en
passant par un systéme trés complexe de Parr et Smith (1969). En
plus de pouvoir fonctionner sous différentes atmosphéres et sous
des pressions positives ou négatives, ce systéme a le grand
avantage de pouvoir mesurer des pertes de substances par
volatilisation. Il peut aussi identifier 1les produits volatils
par adsorption dans des liquides, tels que 1’éthanolamine ou le
polyéthyléne glycol, ou sur des solides tels que des mousses de
polyuréthane (Kearney et al., 1976] ou du polyvinyl-
polypirrolidone [Trocmé&, 1985]. Une description plus détaillée de
ce systéme sera donnée au chapitre 5.1.

1.3. Les systémes intégrés

Le reproche majeur fait aux deux systémes précédents est
que l’activité microbienne des sols peut é&tre trés rapidement
altérée, de maniére souvent irréversible, en fonction de 1la
maniére de stockage de ces sols. L'activité des micro-organismes
peut &tre maintenue en laissant vivre en permanence une
végétation sur le so0l. Ces systémes permettent de suivre
simultanément la dégradation des polluants, leur volatilisation,
la pénétration des polluants dans les plantes, la respiration des
micro-organismes et finalement la percolation. Un bon exemple est
la recherche effectuée par Best et al. (1974) dont le montage est
illustré a4 la figure 39. Ces systémes ont le désavantage d’étre
trés coliteux et de fournir des résultats physiques, chimiques et
bioclogiques peu spécifiques de la substance organique étudiée.
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Figure 39 : Systéme respirométrique intégré
selon Best et al. (1974).

2. POSITION DU PROBLEME ET BUT DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE.

Les 4 processus gui provoquent 1la disparition des PAH
apportés par des épandages de boue d’épuration sur les sols
agricoles ont été décrits au paragraphe 4 du premier chapitre. Au
total 1 mois suffit pour faire disparaitre ce qui a été amené
comme PAH par la boue d’'épuration (Chapitre 3).

Une exception importante & ce qui précéde a été constatée
sur les champs expérimentaux de la Station fédérale de recherche
agricole et sur l’hygiéne de l’environnement de Liebefeld. Ces
champs expérimentaux ont été décrits lors de 1l’étude des effets a
long terme de 1’'épandage de boues d’'épuration : chapitre 3, §7.
Ils sont répartis sur deux sites pédologiquement trés différents.
Le premier site se trouve a Liebefeld et 1le second & Biren.
Certaines parcelles de ces deux sites ont été amendées en boues
d’épuration & raison d’environ 12 tonnes de matiéres séches a
1'hectare, ce qui représente entre 5 et 10 fois plus que 1la
pratique agricole courante. Sur ces parcelles on constate une
forte accumulation de PAH par rapport aux parcelles témoins. Le
détail des analyses est indiqué sur le tableau 15.
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TABLEAU 15: Teneur en micropolluants organiques des différents
sols étudiés (pg/Kg poids sec).

" T l i I I ¥ il
I PAH | Abrév| Agr. | LR | LB | BR | BB |
L T 1 1 1 1 1 i
[Phénanthréne | Phe | 1022 | 19 | 118 | 29 | 143 |
J|Anthraceéene | An | 1 | 3 7 24 | 3 1 23 |
|Fluoranthéne | Ft | 1322 | 33 } 197 | 45 | 281 |
|Pyréne | Pyr | 14£3 | 68 | 359 | 81 | 465 |
|Benzo(a)anthracéne | B(a)A} 4x1 | 28 | 132 | 31 | 210 |
|Benzo(e)pyréne | B(e)P| 921 | 40 | 224 | 63 | 330 |
[Benzo(b)fluoranthéne | B(b)F| 133 | 53 | 256 | 71 | 412 |
IBenzo(k)fluoranthéne | B(K)F| 21 | 12 { 72 | 17 | 144 |
|Benzo(a)pyréne | B(a)bP| 4x2 | 26 | 164 | 42 | 242 |
IDibenz(a,h)anthracéne| DBA | 1 f 4 | 22 | 6 | 37 |
[Benzo(g,h,i)peryléne | BP b 41 | 21 | 136 } 34 | 221 |
Agr. = Moyenne de la contamination de fond de deux sols
agricoles de Suisse (Montherod, VD et Ependes, FR)

LR = Champ test de Liebefeld : sol de référence.

LB = Champ test de Liebefeld : sol amendé en boue d’épuration.

BR = Champ test de Buren : sol de référence

BB = Champ test de Buren : sol amendé en boue 4 épuration.

Le but de cette partie de la recherche est d‘essayer de
savoir pourquoi <ces PAH se sont accumulés dans les champs
expérimentaux amendés en boues d’épuration de 1la Station de
Liebefeld, ce qui est contraire aux observations faites
concernant les sols agricoles amendés en boues habituellement
rencontrés en Suisse. Deux hypothéses peuvent étre avancées

- La cinétique de disparition des PAH dans le sol est plus lente
que celle de 1 apport des PAH par les boues d’épuration.

- L’apport de grandes quantités de boues d’'épuration perturbe la
microflore du sol qui ne peut plus dégrader normalement les PAH.

3. DESCRIPTION DES SOLS ETUDIES

En plus de la description des deux sites au chapitre 3,
§7, des analyses supplémentaires ont été faites en octobre 1985
par le laboratoire de pédologie de 1°Ecole Polytechnique Fédérale
de Lausanne, ceci afin de mieux caractériser les sols , amendés
ou non en Dboues d’épuration, qui serviront aux tests
respirométriques . Les résultats sont indiqués sur le tableau 16.

L’examen des chiffres obtenus nous montre deux points importants:

- Le sol sableux-limoneux de Liebefeld semble avoir été nettement
plus influencé par la boue d 'épuration que 1le sol argileux de
Biren. Ceci se remarque surtout dans la teneur en carbone
organique total, en azote total, en sodium, potassium et calcium
échangeables et dans la capacité d’échange cationique. Les écarts
de valeurs entre le sol de référence et celui amendé en boue sont
bien plus importants pour le site de Liebefeld que pour celui de
Biiren.



TABLEAU 16: Caractéristiques des 4 sols pour les incubations

 § | ¥ i L) k
| {Liebefeld|Liebefeld| Biiren | Biren |
i ANALYSES | sol de | sol | sol de | sol i
i |référence|amendé en|référence|amendée enj
| | | boues | | boues |
= —+ + +— = )
IpH eau | 6,22 | 7,01 | 7,45 | 7,45 |
IPH KC1 | 4,78 | 5,96 | 6,30 | 6,23
jcarbone org. total (%) | 2,50 i 3,40 | 3,80 | 3,70 |
jazote total (%) | 0,34 | 0,45 | 0,49 | 0,48 |
jJC/N | 7,30 | 7,50 | 7,70 | 7,70 |
jcations échangeables | | | | i
! .Na | 0,77 | 0,90 | 0,74 | 0,78 |
f .K | 0,27 | 0,40 | 0,43 | 0,40 |
} .Ca | 6,99 | 14,42 | 17,56 | 19,56 |
I .Mg | 0,55 | 0,57 | 0,95 | 0,84 |
I .acidite | 0,14 | 0,12 | 0,09 | 0,12 |
| .capacité 4d‘échange | 8,71 | 16,42 | 19,77 | 21,70 |
| cationique (CEC) ] | | | i
|Fe Tamm (%) (*) } 3,50 | 18,40 | 3,20 | 14,00 |
jFe Mehra-J (%) (**) | 7,60 | 28,00 ] 14,30 | 26,50 |

phases ferriques amorphes, & 1°’exclusion des
complexes humiques du fer.

Fe Tamm + les formes cristallisées du fer
[Jeanroy et al. 1984].

*: Fe Tamm

**: Fe Mehra-J

- La boue d’épuration occasionne une trés nette augmentation des
deux formes du fer <(amorphe et cristallisée) dans 1les sols
amendés en boue des deux sites, due aux quantités importantes de
chlorure ferrique utilisées dans les stations d’épuration pour
précipiter les impuretés.

4. LES MOYENS EXPERIMENTAUX ET LES PRELEVEMENTS DES
ECHANTILLONS.

Trois types de tests ”"in vitro" ont été mis en oeuvre pour
essayer de donner une réponse au probléme posé au paragraphe 2

- 1., Des tests respirométriques. Ces tests étudient

l’activité microbienne d‘’un milieu par la mesure du

dégagement du CO: [Goswami et al. 1976, Morel 19773].

- 2. Des analyses de 1’adénosine triphosphate (ATP). Ces

analyses déterminent la quantité de biomasse pondérée par

son activité [(Maire 1983].

- 3. Des études cinétiques. Ces études mettent en

évidence, 1l apparition ou la disparition de molécules ou

d’ions dans un milieu & un moment donné.

Nous avons prélevé 1‘'horizon de sol de 0 & 7 om de
profondeur sur une surface de 500 cm®* en un bloc compact. Nous
avions ainsi 4 blocs de sol (sol de référence et sol amendé en
boues de Liebefeld et de Biiren) qui furent immédiatement congelés
au moyen de neige carbonique. Dans 1la suite de ce chapitre,
chaque fois que nous parlerons de “"sol de Liebefeld ou de Buren”,
il s’agira de 1'horizon 0-7 cm.



-68-

5. LES TESTS RESPIROMETRIQUES.

5.1. Le dispositif respirométrique

Pour étudier le comportement des PAH dans les sols de 1la
station, le dispositif d’incubation décrit par GUCKERT (1968) a
été choisi. Le but de ce test est de suivre l7activite
microbienne de chaque sol étudié par la mesure du dégagement de
CO:. Cette méthode a été utilisée dans différentes études
d’impact de polluants métalligues [DOELMAN et al. 1979 et 1984,
BRUNNER et al. 1984] ou organiques [PARR et al. 1969, MITTERER et
al. 1981, BAYER et al. 1982, SCHINNER et al. 1983]. La figure 40,
reprise de MOREL (1977), décrit le dispositif global. La figure
41 donne une vue détaillée d‘'une cellule 4’'incubation.

Chaque cellule d’incubation est constituée d'un erlenmeyer
de 500 ml contenant environ 100 g de sol & étudier. La figure 41
montre que les erlenmeyers sont équipés de tétes en verre & deux
embouts (1 et 2) permettant l°’entrée ou la sortie des gaz. Les
bouchons en caoutchouc, habituellement utilisés dans d‘autres
tests d'incubation, ne pouvaient & aucun prix étre utilisés dans
nos tests d’incubation. En effet, ces bouchons contiennent dans
de nombreux cas des résidus de PAH, ce qui pourrait fausser les
résultats analytiques. Afin d’assurer l°'étanchéité de 1°ensemble,

Y

une couronne de c¢ire & cacheter a maintenu le systéme
hermétiquement clos.

Vannes & pointeau

Bain g)\

thermo-
stateé

tuyau en caoutchouc
pince

7 réglage
>

cire a

cacheter
Piéges & téte en
7 soude verre
Erlenmeyer contenant
le sol 4 étudier

sol incubé piége

a soude

Figure 40: Dispositif Figure 41: Détail d’une

d‘incubation (Morel 1977) cellule 4’'incubation



Le fonctionnement du dispositif est trés simple : le
métabolisme des micro-organismes du sol produit du CO: par 1la
dégradation de substances organiques. Ce C0O: s’accumule dans
l’erlenmeyer et ne peut s’en échapper car les deux entrées de la
téte en verre sont bouchées par des pinces. Au bout d'un temps
défini, l’atmosphére des erlenmeyers est renouvelée au moyen
d’air pur par ouverture des deux pinces. Un flux d’air entre dans
l’erlenmeyer par 1l’embout 1 et en ressort par 1’embout 2,
entrainant avec lui tout le CO:. Le CO: est fixé dans un piége &
soude. Il est dosé ensuite par conductimétrie, cette méthode
étant la plus rapide [Jaggi 1976]. Les erlenmeyers sont gardés a
une température constante par immersion dans un bain thermostaté
425 ¢ . Les échantillons de sol sont incubés & un taux
d 'humidité équivalent au 4/5 de la capacité au champ. Ces
conditions de température et d'humidité placent le sol dans des
conditions optimales pour 1l°activité microbienne. Les 4 bains
thermostatiques contenant chacun 12 unités d’incubation sont
enfermés dans des coffrages en bois durant toute 1la durée de
1’incubation. Ces coffrages évitent que les PAH des échantillons
de sol puissent entrer en contact avec la lumiére ce qui pourrait
éventuellement les dégrader.

5.2. Les deux tests d“incubation.

Deux tests d’incubation ont été effectués durant cette
recherche:
Le test d’incubation 1 compare 1la respiration des 2 sols de
référence a celle des deux sols amendés en boues et ceci sans
aucun apport supplémentaire de PAH.
Le test d’incubation 2 compare la respiration des 2 sols de
référence et des 2 sols amendés en boue d‘épuration, mais cette
fois en apportant une guantité supplémentaire de PAH & ces sols.
Les vitesses de dégradation des PAH ont été comparées dans les 4
sols étudieés.

5.2.1. Le protocole expérimental du test d’incubation 1.

Le test d’incubation 1 a consisté a comparer la
respiration des 2 sols de référence & celle des deux sols amendés
en boues, et ceci 4’une part & 1'état brut et d’autre part en
apportant & ces 4 sols 10% de leur teneur en carbone total sous
forme de glucose.

Pourquoi du glucose ? Le 4glucose est un substrat énergétique
facilement biodégradable. Il donne un coup de fouet & 1l’activité
microbienne en ne modifiant toutefois pas trop 1le cortége des
micro-organismes par sa présence, ce que d’autres types de
substrats, tels que la luzerne ou la paille, feraient peut-étre.

Deux aspects sont pris en compte durant ce premier test
d’incubation

Le premier consiste & voir si de grandes différences existent
dans les courbes respirométriques des sols de référence et celles
des sols amendés en boues.

Le second est d’'observer s’il existe une cinétique de dégradation
des PAH au cours des 21 jours que dure le test. Si oui, celle des
sols témoins est-elle différente de celle des sols amendés en
boues et celle des sols sans traitement-glucose est-elle
différente de celle avec traitement-glucose ?
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La répartition des échantillons ainsi que 1la fréquence de
renouvellement de 1 'atmosphére des erlenmeyers est illustrée sur
le tableau 17. Le choix a été fait de ne sacrifier pour chaque
type de sol que 2 échantillons (au 2éme et au 5éme Jjour). Ceci
afin d'obtenir des courbes de respiration 1les plus exactes
possibles.

JEST D'INCUBATION | TEST D'INCUBATION 2
(sans apport de PAH) (avec apport de glucose)
Total des echantilions de sof Total des echantillons de sof

- 48 - 48
e \ s ™
Sans apport de Avec apport de| | Sans apport de Avec apport de
glucose = 24 glucose - 24] |PAH - 24 PAH - 24
N 4 N o
4 sofs a etudier 4 sols 2 étudier
6 échantillons par sol 6 échantillons par sol
+ $
Pour chaque sol ; Pour chaque sof :
21 jours d'incubation 21 jours d'incubation
+ +
Jour de arrét  Nombre d'échan- Jour de I'acrét  Nombre d'échan-
de l'expérience tillons analysés (*) de J'expérience tillons analyses (*)
2 | 2 1
5 1 6 1
21 4 12 1
18 1
21 2
+
Jour de l'incu- | Renouveliement
bation de l'atmospheére
des erlenmeyers
sans avec
glucose |glucose

fa 2 24h 6h
33 4 24h 12h
5a2l 48h 24h

(*) Indique le nombre d'échantilions qui sont sortis des incubateurs afin
de pouvoir analyser leur teneur en PAH, ATP, etc...

Tableau 17: Clef de répartition des échantillons et fréguence de
renouvellement de 1’atmosphére des erlenmeyers des deux tests
d’incubation.

5.2.2 Les résultats du test d'incubation 1.

Les résultats du test d’incubation 1 sont illustrés sur
les figures 42A et 42B en ce qui concerne le test sans apport de
glucose et sur les figures 43A et 43B pour le test avec apport de
glucose. Nous y représentons respectivement le taux de
minéralisation journalier et cumulé des deux tests en fonction de
la durée d’incubation.



-71-

Le taux de minéralisation M est exprimé par la relation suivante:

Quantité de carbone dégagée sous forme CO:
M= X 100
Quantité totale de carbone de 1°échantillon

La figure 42A nous montre une courbe de minéralisation journaliére
qui comporte 3 parties distinctes
-~ Un taux de minéralisation de départ plus élevé que celui
enregistré durant le reste de 1l’incubation traduisant un
état de stress de début d’expérience vraisemblablement dd
a4 1l'humidification des échantillons,
- Un affaiblissement de la minéralisation a partir du 2éme
jour di & 1l’épuisement des réserves de substances
organiques facilement biodégradables,
- Une légére reprise de 1la minéralisation & partir du
13éme jour, due soit & la minéralisation d'une partie de
la biomasse, transformée en nécromasse, soit & la mise a
disposition de substances organiques provenant du stock
humique du sol.
Les 4 sols étudiés, qu’ils soient ou non amendés en boues,
respirent trés faiblement. Il suffit, pour s’en rendre compte de
comparer leur taux de minéralisation journalier a celui des sols
témoins dopés en glucose (Figure 43A), ils respirent environ 100
fois moins | A ce stade-ci nous n’observons pas de différence de
comportement entre les sols témoins et les sols amendés en boues.

A partir 4du moment ol on ajoute du glucose aux 4 sols a étudier
nous observons a4 la figure 43A gu‘une nette différentiation se
manifeste dans la respiration des sols témoins par rapport a
celle des sols amendés en boue. Ceux-ci présentent une courbe de
minéralisation en deux parties
- Les deux premiers jours un important flush de la
minéralisation du glucose et d'une fraction des substances
organiques apportées par la boue,
- A partir du 3éme jour une chute brutale de 1’activité
minéralisatrice illustrant la faible réactivité des sols
étudiés.
Les courbes de minéralisation des sols témoins ont une toute
autre allure et sont constituées de trois parties distinctes
- Les trois premiers Jjours une minéralisation modérée
d’une matiére organique moins facilement dégradable que
celle présente dans les sols amendés en boue,
-~ Du 3éme au 6éme Jjour une reprise du dégagement du CO:
due a la dégradation du glucose transformé en
polysaccharides,
- A partir du 7éme Jour une chute de l7activiteé
minéralisatrice.

La meilleure respiration des sols amendés en boues n’est pas
surprenante. Il est connu que 1 'épandage frégquent de boue
d’épuration sur un sol augmente ou modifie sa teneur en matiére
organique [Varanka 1976, O'Connor 19813, modifie fortement 1la
population microbienne de ce sol [Glathe 1963] et provoque des
bouleversements gqui se répercutent sur la respiration des
micro-organismes de ce sol Jjusqu’au deld d’une année apreés
1'épandage de la boue [Agbim 19771].
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Il est intéressant de noter que les écarts des taux de minéra-
lisation cumulés (Figure 43B) entre le sol-témoin et le sol amendé
en boue de Liebefeld sont nettement plus importants que ceux des
sols de Biiren. C’est une observation qui rejoint 1°étude des
caractéristiques chimiques des deux sols (Tableau 16).

Du point de vue du comportement des PAH, aucune dégradation n’a
été constatée dans les 4 sols étudiés durant toute 1la durée du
test d’'incubation 1. Le glucose n’a statistiquement eu aucune
influence sur les teneurs en PAH des sols (a=0,05).

A ce stade-ci de la recherche aucun élément ne nous permet
d'affirmer que 1 apport de boue d'épuration affecte 1la capacité
des micro-organismes & dégrader les PAH.

5.2.3. Le protocole expérimental du test d’incubation 2.

Nous avons vu dans le premier test d’incubation que les 4
sols étudiés respirent trés faiblement sans apport de glucose et
que d’autre part la présence du glucose n’'affecte pas 1la
concentration des PAH déja présents dans les échantillons de sol.
Il a donc été décidé pour le second test d’'incubation d’incor-
porer 10% de la teneur en carbone total des échantillons sous
forme de glucose.

Le second test d’incubation consiste & comparer le taux de
minéralisation journalier et cumulé d’un échantillon-témoin g,
celui 4'un échantillon dopé au moyen de 4 PAH, qui sont : le
phénanthréne, le fluoranthéne, le pyréne et 1le benzo(a)pyréne.
Nous comparerons 1 aptitude gqu’auront les 4 sols a dégrader ces 4
PAH et nous verrons si 1'apport de ces 4 PAH affecte leur
respiration.

La répartition des échantillons ainsi gque 1la fréquence du
renouvellement de 1'atmosphére des erlenmeyers du second test
d’incubation sont illustrées sur le tableau 17. Le choix a éteé
fait de sacrifier davantage d’échantillons pour le test
d’'incubation 2 que pour le précédent, afin de disposer de courbes
cinétiques comparatives précises.

Les critéres de choix des 4 PAH:

La cinétique de dégradation comparée des PAH au cours de
ce test respirométrique revét une grande importance. Un PAH a 3
cycles (Phe), deux PAH & 4 cycles (Ft et Pyr) et un PAH & 5
cycles (B(a)P) ont été sélectionnés afin d’avoir au moins 1
représentant de chaque classe de cycles habituellement rencontrés
dans 1 'environnement. Le fluoranthéne et 1le pyréne sont de
surcroit les PAH les plus abondants dans tous les types
d'échantillons de 1l’environnement [Mille et al. 1982, Hites et
al. 1975]. Le benzo(a)pyréne quant & lui est un des PAH les plus
cancérigénes qui soit [Conney 19821].

Les doses de dopage des 4 PAH:

Lorsqu’un chercheur doit apporter wun polluant organique
pur & un échantillon de sol, il se trouve toujours devant Ile
dilemme suivant
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- Soit adopter des teneurs de dopage qui sont du méme
ordre de grandeur que les concentrations habituellement
rencontrés dans 1l’environnement. Les teneurs en PAH des
sols agricoles étant en général assez faibles (tableau
18), on risque dans ce cas de n’'obtenir aucune différence
dans le comportement respirométrique des sols dopés par
rapport aux sols de référence.

- Soit adopter des teneurs de dopage élevées. I1 se pose
dans ce cas le probléme de 1la signification d’un tel
dopage par rapport aux réalités de 1 environnement.

Nous avons pris la décision de doper les échantillons de sol a
étudier au moyen de concentrations en PAH atteignant 10 fois
celles détectées dans les champs-tests de la station. Ce sont des
teneurs qui sont détectées en moyenne dans les boues des stations
d’épuration [GRIMMER et al. 1978, HOTAR et al. 1979, HAGENMAIER
et al. 1979, SUESS 1980, GRIMMER et al. 1980, Mc INTYRE et al.
1981, AICHBERGER et al. 1983]. Le tableau 18 synthétise 1les
concentrations en PAH détectées dans divers types d’échantillons
de 1l’environnement.

Tableau 18: Teneur en PAH d’échantillons de 1 environnement,
dopage des sols du test d’incubation 2 (ug/Kg P.S.)

s

¥ i 1 i
i PAH | Phe | Ft | Pyr | B(a)P |
- - % | : —]
|-Sols cultivés situés en | 8-15 | 10-15 | 16-26 | 5-6 I
| en zone agricole (x) | | | | I
[-Sols cultivés situés en | 10-155 | 15-298 | 16-279 | 14-169 |
| en zone urbaine (*) [ | | ! i
[-Boues d épuration de | 500-6300|550-5300{560-3620| 80-2680]|
| Suisse (**) | | | I
| -Boues d’épuration | 15-250 | 20-400 | 21-360 | 8-320 |
| étrangéres (**x) | | | | I
— } ' } = 4
| -Dopage des sols du test | 2000 | S000 | 5000 | 2000
I 4d’incubation 2 | | | | i
(*) : Diercxsens P., Tarradellas J. (1987),

(*#*) : Le présent travail (chapitre 3, §4),
(*#**x) : valeurs & multiplier par 10°.

Les valeurs de dopage adoptées se justifient par 1le fait
que le sol cultivé posséde, juste apres 1’'épandage de la boue
d’épuration, & peu prés les mémes concentrations en PAH que
celle-ci.

La technique de dopage:

Nous avons tenu & perturber 1le moins possible la
microflore des sols puisque nous voulions précisément étudier
leur comportement.
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La plupart des références bibliographiques rencontrées
réalisent un dopage des sols ou des sédiments par 1‘intermédiaire
d’un solvant organique. Certains chercheurs [Bulman et al. 1985]
dopent une aliquote de sol avec les polluants dissous dans un
solvant organique. Ensuite ils évaporent le solvant et mélangent
le sol dopé & du sol non dopé afin d’obtenir wune concentration
déterminée des polluants & étudier dans ce sol. D autres
chercheurs [Doyle et al. 1978] dopent directement 1’entiéreté de
l1’échantillon de sol toujours par 1’intermédiaire d‘un solvant
organique. Un manque de rigueur est constaté sur deux points

- Premiérement, rien ne prouve que le solvant organique
utilisé pour solubiliser les polluants n‘ait pas un effet
déterminant sur la microflore du sol.

- Deuxiémement, rares sont les recherches qui mentionnent
que les sols non dopés, servant donc de témoins, aient été
mis en contact avec le méme solvant organique et dans les
mémes conditions que les sols dopés.

Tenant compte de ces observations, il a été décidé que les sols a
étudier seraient dopés par 1l intermédiaire du glucose, ce qui
évite tout contact direct du sol avec le solvant organique.

Nous avons procédé en deux étapes pour le dopage en PAH
des 4 sols a étudier.
La premiére étape a consisté & adsorber une quantité précise de
chaque PAH sur 1les particules de glucose & apporter aux
échantillons de so0l. Elle tient compte d’une part de la teneur en
carbone total des l’échantillons (Tableau 16) et d’autre part du
niveau de contamination en PAH auquel on veut arriver (Tableau
18). Pratiquement, un dopage spécifique de glucose a été préparé
pour chaque sol. Les quantités nécessaires de PAH pur pour le
dopage de 10g de glucose ont é&té dissoutes dans un peu d’hexane.
L' hexane a été dilué en jaugé de précision jusqu'’a 1°obtention
des concentrations désirées. Le glucose et 1’hexane contenant les
concentrations exactes de PAH ont été introduits quantitativement
dans un ballon de 100ml. Une grande partie de 1°’hexane a été
évaporée au moyen du concentrateur rotatif, ce gqui a provogqué un
contact intime entre les particules de glucose et les PAH. Le
reste de 1'hexane a été évaporé sous simple courant d’azote. Le
ballon contenant 1le glucose et les PAH a ensuite été
hermétiquement fermé et recouvert d‘'une feuille d’aluminium pour
éviter tout contact des PAH avec la lumiére. Finalement le ballon
a été placé dans un agitateur électrique durant 12 heures.

La seconde étape a consisté a mélanger 7 échantillons de chagque
sol étudié avec les quantités nécessaires de glucose contaminé et
7 autres avec du glucose non contaminé. Ensuite un échantillon de
chaque sol, contaminé et non contaminé, a immédiatement été
congelé et 1lyophilisé. Ses teneurs en PAH ont ensuite éteé
analysées. Les résultats obtenus figurent sur le tableau 19.
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Tableau 19: Taux de récupération du dopage en PAH des 4 sols

IL
1L

Ll | T L
IS | Qantité totale de | Quantité de PAH Taux de f
J]O | PAH dans le sol | récupérée récupération I
| €11 (ug/Kg P.S.) | (pg/Kg P.S.) (%) |
i !
i I

H
I |Phe Ft Pyr BP |Phe Ft Pyr Ft Pyr Bp |

iL }

n T 1

ILR| 2050 5365 5387 2037|1040 3220 3520 806] 51 60 65 40 |
ILB|2852 7416 7491 2882[1602 7317 7015 2212| 56 99 94 77 |
IBR[2114 5066 5054 2211([1280 3280 3740 946| 60 65 74 43 |
IBB|2240 5334 5389 2368|1164 3860 3802 1918] 52 72 70 81 |

w

o)
“+—+———

o

e g

o

LR = Liebefeld, sol de référence (1] : Dopage +
LB = Liebefeld, sol amendé en boues concentration en
BR = Buren, sol de référence PAH initialement
BB = Buren, sol amendé en boues présente.

Aprés analyse des teneurs en PAH des échantillons de
départ, un taux de récupération a été calculé par rapport a 1la
quantité totale de PAH dans les sols dopés. Les valeurs sont
reprises dans le tableau 19. Compte tenu des nombreuses
manipulations durant le dopage des sols et durant leur analyse,
ces taux de récupération peuvent étre considérés comme
satisfaisants.

5.2.4. Les résultats du test d'incubation 2

La minéralisation du carbone.

Les figures 44A & 44D et 45A a 45D illustrent
comparativement la respiration des 4 sols étudiés, d‘une part
avec une simple adjonction de glucose et d’autre part avec du
glucose contaminé en PAH. Toutes les courbes de minéralisation
obtenues sont constituées de deux parties

- Les deux premiers jours on observe un important flush d4id

a4 la minéralisation du glucose et d’une fraction des

substances organiques du sol.

- A partir du 3éme jour on assiste & une chute brutale de

l'activité minéralisatrice. Il est a noter que les sols de

référence non contaminés en PAH ne présentent plus gu’une
trés 1légére reprise du dégagement du CO: due & 1la
dégradation des polysaccharides, contrairement au premier
test d’incubation (Figure 43A) ol cette reprise était plus
forte.
Chaque fois que le sol a été contaminé en PAH on observe une
inhibition, statistiquement significative, de la respiration des
micro-organismes, aussi bien pour les sols de référence que pour
ceux amendés en boues d’'épuration. Si 1 inhibition observée est
la méme pour les sols de référence et les sols amendés en boues,
elle est par contre nettement moins forte dans le sol argileux de
Biren gque dans le sol sableux-limoneux de Liebefeld.
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Evolution de la biomasse-ATP

L’'évolution de la biomasse-ATP est représentée aux figures
46A & 46D. Aucune déduction ne peut étre faite de ces résultats.
La contamination en PAH des 4 sols étudiés n’a statistiquement
pas influencé l‘activité de ces sols par rapport aux sols-témoins
(e=0,05). Le rapport CO:/ATP, qui donne une expression de
l’activité de la biomasse, ne donne pas davantage de résultats
interprétables. Les courbes ne sont pas représentées dans ce
chapitre.

L’impact des 4 PAH sur le cycle interne de 1 azote.

L évolution de 1l’azote ammoniacal et de l7azote nitrique a
été suivie et est respectivement représentée sur les figures 47A
a4 47D et 48A a 48D. Pour le sol argileux de Biiren, 1les 4 PAH
n’ont absolument pas influencé la teneur en NH.* et en NO:- du
sol de référence ni celle du sol amendé en boues. Le sol de
Liebefeld par contre démontre une nette accumulation d’azote
nitrique dans le sol de référence. Une accumulation en azote
ammoniacal se manifeste surtout dans le sol amendé en boues.

La plupart des recherches étudiant les effets de métaux 1lourds
sur les transformations des formes de 1‘azote dans les sols , en
systémes ouverts, constatent une inhibition quasi générale de ces
transformations [Chang et al. 1982, Rother et al. 1982].

I1 est paradoxal de constater que dans cette recherche on assiste
& une accumulation d’azote nitrique dans le sol incubé , alors
que les germes responsables de la production d'azote nitrique
sont trés sensibles. La méme constatation avait été faite par
Trocmé (1985) au sujet de 1la contamination d'un systéme
compost-grés par du 4-nonyl-phénol. L’explication peut étre la
suivante : 1l’accumulation d'azote nitrique serait 1liée & une
perturbation de la cinétique du cycle interne de 1’azote. Etant
donné qu’il se trouve dans un systéme fermé (incubateurs),
l1’azote nitrique n‘est pas réorganisé par diverses synthéses
organiques, comme il le serait dans un systéme ouvert (champ
agricole) dans lequel il s’accumule beaucoup moins.

Cinétique de dégradation des 4 PAH, comparaison du comportement
des PAH initialement présents & celui des PAH servant au dopage.
Les figures 49A & 49D comparent la persistance du
phénanthréne dans les 4 sols non dopés & celle du phénanthréne
dans les 4 sols dopés. Ces 4 graphiques ne peuvent cependant étre
interprétés que si on spécifie les méthodes analytiques choisies.
L’analyse du phénanthréne dans les sols non dopés a été effectuée
au moyen d’'un chromatographe liquide & haute pression (HPLC),
équipé d’'un détecteur de fluorescence. Les détails de cette
analyse sont indiqués en annexe No 2 & la fiche analytique No 10.
Le détecteur de fluorescence est trés performant. Il nous a
permis de quantifier les traces de phénanthréne présentes dans
les sols non dopés, ce qui aurait été difficile & faire au moyen
de la chromatographie en phase gazeuse. Dans les sols dopés par
contre, l°analyse du phénanthréne a été faite par chromatographie
en phase gazeuse équipée d’'un détecteur FID (= Flame Ionisation
Detector). Les détails en sont fournis sur la fiche analytique No
11. Ces deux analyses ne sont pas équivalentes. Un HPLC, équipé
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d‘une colonne "phase réverse C-18" comme dans notre cas, sépare
un mélange complexe de PAH en fonction du degré d’aromacité. 11
reste cependant pratiquement insensible au degré d’alkylation des
cycles ([Wise et al. 1977]. Ainsi, 1le phénanthréne sur un
chromatogramme HPLC représente en fait le groupe phénanthréne
incluant les aklyl-phénanthrénes [Ewald et al. 1981]. §Si nous
désirons connaitre avec la plus grande précision possible 1la
cinétique de dégradation des PAH apportés sous forme pure (donc
non méthylés) aux sols, 1°HPLC ne peut étre utilisé. La figure 50
montre un chromatogramme du "groupe phénanthréne présent dans le
sol de référence de Liebefeld. Les pics chromatographiques
représentant les ions de valeur m/e = 178 (phénanthréne), 192
(monométhylphénanthrénes), 206 (diméthyl-phénanthrénes ou éthyl-
phénanthrénes) et 220 (triméthyl-phénanthrénes, méthyl-éthyl-
phénanthrénes ou propylphénanthrénes) y sont représentés. Ce type
de chromatogramme & été obtenu par chromatographie en phase
gazeuse couplée & un détecteur de masse (GCMS) au laboratoire de
chimie bio-organique du Dr. Joan Albaigés (Barcelone, Espagne).
On remarque que le phénanthréne pur ne représente que 23,4% des
phénanthrénes totaux. Cette constatation est aussi wvalable pour
les trois autres sols de cette recherche.

Un certain nombre de chercheurs ont démontré que le rattachement
de substituants alkyles sur les cycles aromatiques diminuent 1la
tendance & 1la dégradation de ces cycles aromatiques. Cette
observation a été faite dans des études "in vitro"” ([Fedorak et
al. 1981, Solanas et al. 1984] et dans des études "in vivo"
[Haines et al. 1982, Teal et al. 1978]. Or on observe que les
courbes cinétiques du "groupe phénanthréne"” des sols non dopés ne
présentent précisément aucune tendance a la dégradation.

—_ Ss0oq 32,0
Z‘.}O [ 25,8 g§g§
J 2 7 5030
3.0ES51 220F / 2] o
m/e = 178 | /
. Phe\ 210 [~ / °§§§
Pl
w 94 20 /A K5
8 2.0E5- - m/g m/e 178 192 206 220
2 1 !'] réﬂ__ﬂ Phe
: m/e
= 1 192
< ! { ' m/e
§ 1.BES- 220
a2 ) —
J ) k
8_‘. - . “ v - - - : ‘Lt - A é
10 12 14 16 18 20
Teups (MINUTES)

Figure 50: Chromatogramme du "“groupe phénanthréne" et abondance
relative des 4 groupes de phénanthrénes dans le sol de
de référence de Liebefeld.
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Cette observation confirme donc 1la présence prédominante de
phénanthrénes méthylés dans ces échantillons. En plus , par leur
séjour prolongé dans les sols, les phénanthrénes pourraient étre
fortement adsorbés sur les constituants du sol et de ce fait
mieux résister aux diverses formes de dégradations. Mais & ce
jour ce ne sont que des suppositions.

Le pic phénanthréne sur un chromatogramme GC représente le
phénanthréne pur. Les courbes cinétiques du phénanthréne des sols
dopés montrent une disparition trés rapide de ce phénanthréne:
environ 90% de dégradation aprés 21 Jjours d’'incubation. La
dégradation est fortement accélérée par 1 absence de substituants
méthyles et probablement par 1’absence des protections par
adsorption mentionnées ¢i-dessus. Finalement, Sims (1983) a
constaté que les vitesses initiales de dégradation des PAH dans
les sols sont d’autant plus importantes que les concentrations de
départ en ces micropolluants sont importantes. Or il ne faut pas
perdre de vue que les sols dopés en PAH sont & peu prés 10 a 100
fois plus contaminés par les 4 PAH sélectionnés que les sols non
dopés.

Il apparait donc gque dans notre test d“incubation 3
facteurs ont contribué & ce que ce soient les PAH apportés aux
sols qui se dégradent et non pas ceux qui étaient initialement
présents dans 1les échantillons : 1"absence probable de
protections par des mécanismes physiques divers, 1’absence de
substituants méthyles sur les molécules de PAH ayant servis au
dopages et une concentration initiale plus importante. De plus,
les PAH apportés aux sols amendés en boues se sont dégradés
encore plus rapidement que ceux apportés aux sols de référence.
La raison en est probablement la présence d'une microflore plus
abondante et mieux adaptée a la dégradation de telles molécules.

Cinétigque de dégradation des 4 PAH, comportement des PAH servant
au dopage dans les sols de référence et dans les sols amendés
en boue 4 'épuration.

Les figures 51a, 51b, 52a, 52b, 53a, 53b et 54a, 54b
comparent respectivement la dégradation du phénanthréne, du
fluoranthéne, du pyréne et du benzo(a)pyréne apportés & 1’état
pur, d'une part dans les sols de référence, et d’autre part dans
les sols amendés en boues. La constatation globale est 1la
suivante : a 1'exception du B(a)P dans le sol de Liebefeld, c’est
toujours dans le sol amendé en boues que 1les 4 PAH dopés se
dégradent le plus rapidement. Cette constatation va dans le sens
des courbes respirométriques du premier test d“incubation
puisqu’une activité microbienne plus intense avait été constatée
dans les sols amendés en boues que dans les sols de référence. Le
tableau 20 compare les temps de demi~vie des 4 PAH étudiés en
fonction dAu sol dans lequel ils ont séjourné. Une comparaison est
faite avec les chiffres trouvés dans la littérature.
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Tableau 20: Temps de demi-vie des 4 PAH étudiés et comparaison
avec les chiffres de la littérature (unités = jours)

Ir T —T T T T T — 1
i PAH | LR | LB | BR | BB |Bibliographie|T(*)| Référence i
= ] T T —1 T 1 T ]
| Phé | 10 | 3 | 6 | 3| 26 | M | Groenewegen 1976 |
H AJ ! ! ! ! 9,7-14 ! M ! Bulman 198%4ﬂ
v LB R | LN ¥ i T h]
| Ft | 17 | S5 | 20 | 9 | 44 f M | Groenewegen 1976 |
I | | | | | 105-182 | M | Gardner 1979 |
H 41 ! Al ! ! 34-39 j M ! Bulman 198?4ﬂ
K 1 1 T T 1 + —+ 4
Il Pyr | 17 | S | 7 | 6 | 35 | M | Groenewegen 1976 |
48-58 M Bulman 1985
AN SR S S N A |
I 1 - 1 T T ] — T L
IB(a)P| 16 |>21 |>21 | 18 | 37-406 | B | Shabad 1969 |
I I I | | | 50-694 | B | Herbes 1978 |
f I | | | i 7 | M | Groenewegen 1976 |
I | 1 | ( 1 30-420 | M | Gardner 1979 |
I | | | | | 218-347 | M | Bulman 1985 |
I | | | | | 2-5 | H | Shabad 1969 |
I | | | | | 60-420 | M | Overcash 1984 |

T(*) = Température & laquelle le temps de 1/2 vie a été mesuré
B = Basse température (T<15 C°), M = Température moyenne
(15 C° <T<25 C° ), H = Haute température (T>25 C ).

Les constatations que 1°on peut faire de ce tableau sont
les suivantes:

1. Le temps de 1/2 vie des PAH augmente dans 1les
différents sols étudiés en fonction du nombre de cycles des PAH.
C’est un phénoméne bien connu et déjad mis en évidence par
différents auteurs [Bulman et al. 1985, Sims 19831].

2. Le temps de 1/2 vie des PAH dans les sols amendés en
boue d’'épuration est chaque fois sensiblement inférieur par
rapport a celui observé dans les sols de référence. Ce phénoméne
a aussi été mis en évidence pour des herbicides phénoxy (O’Connor
et al. 19811; il a été soit infirmé, soit confirmé en fonction
d’un certain nombre de pesticides dans 1la recherche de Doyle
(1978) .

3. Les temps de 1/2 vie sont en général inférieurs dans
cette recherche & ceux cités dans la 1littérature. Un facteur
semblant jouer un rdle prépondérant dans ces temps de 1/2 vie,
est la température. Or nous nous trouvons presque toujours & des
températures d’incubation 1légérement supérieures a celles
trouvées dans la littérature.

4. Les différences de conditions expérimentales adoptées
par chaque chercheur et les différents types de sol étudiés font
qu’une trés large gamme de temps de 1/2 vie est observée. Pour
preuve on peut citer 1l’'exemple du PAH 1le plus étudié, le
benzo(a)pyréne. Les valeurs de 1/2 vie enregistrées sont
comprises entre 7 et 694 jours, toutes conditions expérimentales
confondues, mais en conservant toujours une totale obscurité
durant les différentes expériences. Cette constatation nous améne
a la conclusion que le temps de 1/2 vie n'est pas un paramétre
fiable sur lequel on peut se baser dans les milieux terrestres,
comme on peut le faire dans un milieu aquatique par exemple.
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6. CONCLUSION DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE

Si on considére 1°'ensemble des résultats obtenus dans nos
deux tests d’incubation, il n’a jamais été mis en évidence que
les grandes quantités de boues d’'épuration apportées aux deux
sols étudiés aient empéché une dégradation normale des PAH. Les
PAH apportés sous forme pure sont d’ailleurs plus rapidement
dégradés dans les sols ayant regu de grandes gquantités de boues
d " épuration. Les fortes teneurs en PAH détectées dans 1les sols
amendés en boues sont en fait 1le résultat de PAH moins
dégradables (alkylés, adsorbés) qui ne sont pas encore
entiérement dégradés lorsqu‘une nouvelle quantité de boue
d’'épuration est apportée a ces sols.

La microflore du sol est trés certainement altérée par
1’épandage de boue d’épuration, mais pas dans un sens hnhéfaste a
la dégradation des PAH.

La constatation 1la plus intéressante de ces tests
respirométriques est inattendue. Suite au dopage en PAH fait dans
les 4 sols étudiés, le comportement de la microflore n‘a pas
présenté de différences dans un méme type de sol entre 1le sol
témoin et celui qui était amendé en boues. La différence apparait
entre les deux groupes de sol, sol argileux de Buren d’une part
et sol sableux-limoneux de Liebefeld d’autre part. Ce dernier
semble avoir le moins bien supporté le dopage en PAH. La nature
du sol semble jouer un réle déterminant dans 1’'impact que peut
avolr un micropolluant organique sur les micro-organismes du sol.
Il s’'agira donc de tenir compte des différents types de sols dans
les futurs tests et critéeres de toxicité de micropolluants
organiques vis-a-vis des micro-organismes du sol.

7. CRITIQUE DES TESTS RESPIROMETRIQUES

Ces principaux résultats étant synthétisés, il nous a paru
intéressant de faire une critique des tests respirométriques , en

considérant les difficultés que nous avons eu a les réaliser.

En tout premier 1lieu et c’est peut étre 1le point 1le plus
important a4 signaler, les tests respirométriques n’ont aucune
valeur absolue. Ces tests ne sont pas calibrés, tout comme la
DIso (dose léthale pour 50% des individus) qui n’est pas non plus
un test calibré. Les tests respirométriques n’ont de wvaleur que
comparativement au sein de la méme manipulation. Si deux tests
respirométriques sont effectués selon un méme protocole
expérimental, avec le méme éguipement et sur deux échantillons de
sol provenant exactement du méme endroit, des courbes
respirometriques trés différentes peuvent é&tre obtenues si les
deux tests ne sont pas effectués en méme temps !

Ainsi nous observons & la figure 55 que les courbes de
minéralisation cumulées du sol de référence de Liebefeld ne sont
pas du tout 1les mémes dans le premier et le second test
d'incubation. Les différences sont significativement différentes
(a¢=0,05).
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Sol de référence de Liebefeld
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Figure 55: Comparaison des courbes de
minéralisation cumulées du ler et du
2éme test d’incubation.

Nous avons relevé un certain nombre d’autres points de critique
que nous pouvons répartir en 2 groupes

- Les critiques relatives au concept du test respiromé-
trique.
- Les critiques relatives au protocole expérimental.

Le concept du test respirométrique

La question principale est de savoir si nous pouvons
affirmer qu‘une biotoxicité par un polluant a eu lieu en se
basant sur des courbes de minéralisation de tests
respirométriques. Nous avons mis en évidence que la présence de
PAH inhibait la respiration des micro-organismes des 4 sols
étudiés. Nous croyons cependant qu’il faut rester prudent face a
cette observation et ne pas qualifier trop vite ce phénoméne
comme étant consécutif d’une biotoxiciteé.

En effet, nous avons constitué un tableau qui réunit gquelques
recherches ayant utilisé les tests respirométriques (Tableau 21).
Le but de ce tableau n‘est pas d’étre exhaustif. I1 compare les
niveaux de dopage et les teneurs pour lesquelles une modification
du dégagement de CO: est observée, et ceci pour 1les ‘"recherches
micropolluants organiques"” et pour les "recherches pesticides “.
Il apparait de maniére trés nette qu‘une modification du
dégagement de CO: par les micro-organismes du sol est souvent
observée , quelle que soit 1’importance du dopage du sol adopté.
En effet, il n'y a gue peu de différences entre les chiffres de
la colonne "Dopage" et ceux de la colonne “Teneur dans le sol
modifiant le dégagement de CO: ". Cela voudrait dire que quelle
que soit la nature de la substance ajoutée au sol, quel que soit
le type de sol soumis aux incubations et surtout quelle que soit

'Y

l’importance du dopage, on assiste souvent & une modification du
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Tableau 21: Quelques recherches ayant utilisé les tests respirométriques.
L T 1 i T 1
i GROUPE CHIMIQUE | NOM COURANT| DOPAGES | TENEUR DANS LE | REFERENCE I
I | ou | | SOL MODIFIANT LE| i
] | COMMERCIAL | | DEGAGEMENT DE | i
1 | | kg/ha (*) | CO: (Kg/ha) (*#)] I
k t t =t f d
fA) Micropolluants org. | | | { I
B $ | { % I
iHydrocarbures iPAH i 0,2/0,5 | 0,2/0,5 (-)|Cette recherche H
Ipolyaromatiques | ! | | i
| | L | N 1l
N T 1 1 Ll 1
|Phénols INonylphenol| 10/100 | 100 (-) {Trocme 1985
q l 1 1 T Jl:
IB) Pesticides | | [ | I
I t t 5 + i
|Dérivé de pyridine |Paraquat | 1,25-100 | 1,25-100 (=) Curl 1967
it ! I . "
T ¥ 1 1
uDerlve d’acide ben201que[Chlor- | 10-20 | non spécifié jWalter 1970}
I |th1am1de | | | i
s + ; } } i
/I " " |Dichlobenil| 2,8-13 | non spécifié jWalter 1970}
I 4 L | . I
L] T T T i |
P " * | Toxynil 11,3713/130 | 130 (-)|Van Schreven 1970}
I 1 | ] 1 1
Ir T T Ll T p)
JAcide aliphatique chloré|Dalapon }137/130/1300 | 130-1300 (-)]Van Schreven 1970]
L [ ! } i i)
L1 L 1 ¥ T 1l
|Phénoxy-alkanoate |Dichlorprop| 2,57/25/250 | 2,5/25/250 (-)|Van schreven 1970}
L ! ] J | 1l
g T ¥ [} T W
b “ " |2,4-D | 1,3 | 1,3 (+)|Schinner 1983
1 i i ] ] dl
LI T T i T 1)
I " |2,4,5-T i 3,2 | 4,2 (+)|Schinner 1983
It L 1 ] ] |
L} T T 1 i L)
S-triazine |Atrazine ] | 4 (=) |Husarova 1972]
I | I 3-150 | 3-150 (-) | Simon 1971
It [l 1 | H il

] 1 L
H i | 7 | 7 (+)|Schinner 1983“
i " | Simazine I 3-150 | 3-150 (-)|Simon 1971}
I i | 133 | 133 (-)[March 1977}
t + t — f i
] * |Prométhryne | 3-150 | 3-150 (-)]Simon 1971
[ d ] { It 1l
g L T T 1 ]
[Phénylurée |Linuron | 130 { 130 (-)|March 19774
| | b | 1 |
L2 ] 1 T T [
' " | Monuron i 10 | 10 (-)|Doxtader 1968
- : + : - |
g{Carbamate | Propoxur {2,5712,57125| 2,5/12,5/7125 (-)|Gupta 1975|
f 1 i3 H | |
n L] L] ¥ — n
|Organochloré |Aldrin { 0,1-100 | 1-100 (-)|Bardiya 1968
1 l 4 | Il
e T T L T Ll
I " |Dieldrin ] 0,1-100 ] 1-100 (-)|Bardiya 1968
| L l | 1 I
L] T 1 T T I
1 " | Lindane [ 0,1-100 | 1-100 (-)|Bardiya 1968
(*) X-Y : doses réparties entre X et Y kg/ha.
X/Y : doses précises de X et Y kg/ha.

=)
(+)

indique une inhibition du dégagement de CO: .
indigue une stimulation du dégagement de CO: .
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dégagement de CO: sans pour autant que cela traduise
nécessairement un effet biotoxique. L’inhibition du dégagement de
CO: par la contamination de nos 4 sols en PAH pourrait donc étre
due a un ou plusieurs facteurs qui n‘ont rien & voir avec un
effet bjiotoxique sur les microorganismes du sol. Aucune des
recherches ayant utilisé les tests respirométriques n‘a été en
mesure de montrer concrétement & quoi ces modifications
respirométriques étaient imputables.

Comme nous ne savons absolument pas sur quels types de
micro-organismes les polluants agissent et qu’en plus, les tests
respirométriques tels que nous les avons utilisés ne nous donnent
que peu d’'information sur ce que deviennent ces polluants, nous
pensons que les tests respirométriques doivent étre accompagnés
d’autres tests permettant d'affiner les observations faites

Au sujet du devenir des polluants organiques nous retenons
principalement 1°utilisation 4 'isotopes permettant le tragage de
certaines substances. Soit c¢’est le polluant qu’‘on marque par
l'utilisation 4'isotopes radioactifs (**C) ([Marinucci et al.
19791 ou non radioactifs ('?C) du carbone, soit c’est le substrat
qu’'on marque au moyen d’azote 15. Une combinaison des deux types
de marquage peut étre utilisée [Nicolardot et al. 1986]. La seule
fagon pour faire une distinction entre le CO: provenant de 1la
dégradation du polluant étudié et celui provenant de la
dégradation des substances organiques courantes du .sol, est de
marquer le polluant & étudier au '*C. Cette technique est
appliquée par la majorité des chercheurs effectuant ce type
d’études [Herbes et al. 1978., Herbes 1981, Lee et al. 1978, Mac
Ray et al. 1967, Bulman et al. 1985, Scharpenseel et al. 1978].
Ce type de test peut cependant aussi mener & des conclusions
erronées car une partie du '*CO: formé peut é&tre réincorporé a
des molécules organiques du sol, empéchant ainsi leur piégeage
dans la soude et provoquant une sous-estimation des résultats
[Scheunert 19851].

I1 est intéressant de noter au sujet du marquage des polluants
que le !'*C est petit & petit abandonné au profit du *!°C. 1I1 vy
aurait deux raisons & cela
- le '*C est un 1isotope radioactif qui induirait des
effets toxiques supplémentaires a ceux du polluant
lui-méme.
- le '*C est un émetteur de rayonnements 8 mous qui agit
comme un fusil. Le noyau subit 1lors de 1’'émission du
rayonnement un recul qui pourrait participer dans certains
cas & la rupture de liaisons chimiques.
Le *2C par contre est un isotope naturel (1,1% du carbone total)
non radioactif dont la détection s’est fortement améliorée les
derniéres années suite a 1’augmentation du pouvoir de résolution
des spectrométres de masse.

Au sujet des types de micro-organismes sur lesquels les polluants
agissent nous ne pouvons pas dire grand chose car il s’‘agit 1a de
recherches qui sont encore & leur débuts. Nous pouvons néanmoins
citer quelques exemples de recherche qui vont dans cette
direction
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- L’analyse des acides aminés 1libres qui se modifient
qualitativement et quantitativement avec la mortalité de
certains types de micro-organismes.

- L’utilisation 4'antibiotiques agissant sélectivement sur
les champignons ou les bactéries.

Tout comme nous l°avons fait avec les techniques analytiques au
chapitre 3, nous <croyons qu’il est important de faire des
recoupements d’'observations provenant de techniques empiriques
trés différentes. Les tests respirométriques gardent toute leur
validité a condition qu’ils soient accompagnés en paralléle
d’autres tests, trés différents dans 1leur conception, mais
permettant des recoupements 4’ observations.

Le protocole expérimental des tests respirométriques depuis le
prélévement des échantillons Jjusgqu’a 1l’interprétation des
résultats.

Le prélévement des échantillons.

La fagon de prélever les échantillons de sol et de les
stocker joue un rdle déterminant dans le bon fonctionnement des
tests respirométriques. En fonction de 1la maniére dont on a
traité les échantillons de sol, on peut obtenir des courbes
respirométriques trés différentes.

La conservation affecte qualitativement le cortége des
micro-organismes. Certains chercheurs séchent leurs échantillons
de sol jusqu’au moment de 1‘incubation ([Guckert et al. 1970,
Mitterer et al. 1981, Schinner et al. 1983], d"autres les séchent
partiellement avant de les stocker [Doyle et al. 19781, d’autres
encore congélent les sols. Pramer et Bartha (1972) affirment
cependant que les sols doivent étre traités comme s°il s agissait

de tissus vivants. Le séchage, le stockage prolongé, la
congélation et le dégélement sont autant de facteurs qui
modifieront lactivité biochimique d’‘un sol, soit par

inactivation des enzymes extracellulaires, soit en modifiant la
densité des populations bactériennes. Cette affirmation a été
confirmée par Lay et Ilnicki (1975) lorsqu’ils ont observé
l'effet du stockage des sols sur la dégradation du propanil.
Chaussod et al. (1986) recommandent de conserver les échantillons
de sol & leur humidité de prélévement en aérobiose et au frais (4
4 10°C) si la durée de stockage ne dépasse pas quelques semaines.
Pour une durée plus longue, la congélation peut éventuellement
étre acceptée mais le séchage est & proscrire.

Maintenir les échantillons de sol frais est une exigence
difficile & respecter car un certain nombre d’analyses doivent
étre effectuées sur les sols & incuber juste avant le début des
tests respirométriques. Elles prennent un certain temps (2 jours
minimum pour une analyse de PAH), mais sont indispensables pour
pouvoir démarrer 1'incubation (carbone total, humidité etc...).
On remarque donc qu’un certain temps de stockage est inévitable.

La durée du test respirométrique.

Nous avons observé une incompatibilité entre les études de
toxicité des micropolluants organiques sur 1les micro-organismes
du sol et 1l’utilisation des tests respirométriques. Cette
incompatibilité se situe au niveau de 1la durée de ces tests.
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Lorsqu’il ne s’agit pas d'un accident C(Atwater 19841 ou d’un
épandage de boue d'épuration, entrainant une pollution massive du
sol sur une faible surface, on constate que 1les sols gqui nous
environnent s’‘enrichissent graduellement en micropolluants
métalliques et organiques au cours du temps. Les tests de
toxicité devraient étre congus de telle fagon que 1l'on puisse
réguliérement, et pendant un laps de temps assez long, apporter a
un échantillon de sol de petites quantités d4°un polluant dont on
voudrait connaitre la toxicité vis-a-vis des micro-organismes du
sol. Seulement 1’activité biologique d’un sol décroit avec le
temps si on ne 1l’entretient pas et les micro-organismes se
modifient qualitativement au cours du test. Il a été démontré par
des études microbiennes que 1la production de CO: et la
consommation d’oxygéne décroit dgraduellement lorsque des sols
sont incubés dans des dispositifs de laboratoire, ce qui est
précisément le cas des tests respirométriques [March et al. 1977,
March et al. 1978].

Il est raisonnable de se poser la question si le fait d’apporter
au sol & étudier tout le polluant en début d’expérience, comme
effectué dans la grande majorité des tests respirométriques, a
une signification écologique.

A notre avis la question de la durée des tests respirométriques
nous font toucher du doigt 1leurs limites : des tests courts
(quelques heures &8 S5 Jjours) n‘ont gu’une signification éco-
toxicologique limitée tandis que les tests 1longs (40 Jjours et
plus) aménent des modifications de paramétres que nous ne pouvons
plus contrdler.

Le reglage du débit des gaz.

Une des grandes difficultés du test respirométrique a flux
continu est de pouvoir régler le flux d’air dans les incubateurs
avec grande précision. Une modification de ce flux d’air peut
entrainer des perturbations dans les résultats du test
respirométrique. D’une part, la volatilisation de 1la substance
organique étudiée peut étre modifiée car on sait gqu'elle est
fonction de la vitesse des gaz & travers 1l’air et le sol
[Thibodeaux 19811. D’autre part, une modification du flux d’air
dans le systéme respirométrique influence la vitesse de
décomposition de la matiére organique. Parr et Reuszer (1962) ont
mis en évidence gqu‘une augmentation du flux d’air augmente
parallélement, et de fagon importante, le dégagement de CO: .

Dans notre systéme d’incubation, on remargque que les bulles d’air
passant & travers les piéges a soude ne sortent Jjamais avec un
débit identique, et ce malgré le débit régulier de 1la bonbonne
d’air et 1‘utilisation de vannes de précision. La difficulté
d’'obtenir des débits d air reproductibles d’un test
respirométrique & un autre constitue une des raisons pour
laquelle les résultats de ces tests n‘ont aucune valeur absolue.

L ’interprétation des cinétiques de dégradation des substances
étudiées.

Nous avons établi pour les différents sols & étudier des
cinétiques de dégradation de 4 PAH (§5.2.4.). Certains auteurs
attirent 1l’attention sur 1le fait que ces cinétiques de
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~

dégradation peuvent étre mal interprétées suite a une
volatilisation d'une partie du polluant apporté au sol ou parce
qu’une partie du polluant ne peut étre extraite du sol (Watson
1977, Boyle 1980, Blades-Fillmore 1982]. Ce dernier point se
vérifie presque toujours dans le cas des PAH.

Conclusion de la critique des tests respirométriques.

Nous avons essayé au cours de cette recherche d’observer
1" impact d‘une contamination de PAH sur 1l activité
minéralisatrice des micro-organismes du sol. Si des résultats ont
été obtenus, il semble cependant qu’‘ils doivent étre considérés
avec grande prudence.
Il serait soubhaitable dans les années a venir de pouvoir mettre
au point de nouveaux tests, effectués en paralléle avec des tests
respirométriques et possédant un ou plusieurs des avantages
suivants

1) Etre capables d’estimer aussi Dbien les toxicités
chroniques qu‘aigués.

2) Etre, du point de vue instrumental, aussi simples que
possible, afin de ne pas rajouter @ la complexité du
sol le désavantage de paramétres expérimentaux peu
contrdlables comme c’est 1le cas dans les tests
respirométriques de longue durée.

3) Etre sensibles a de tres petites doses de polluants.

4) Agir sur des intermédiaires de dégradation spécifiques
des molécules organiques étudiées, tels que les enzymes
[Rogers et al. 1985].

5) Permettre de détecter des modifications qualitatives
des micro-organismes.




-99-

CHAPITRE 5

Etude du transfert des hydrocarbures
polycycliques aromatiques des sols vers les
tissus des lombriciens.

Ce chapitre montrera que les recherches étudiant

l1°influence de substances organiques toxiques sur les lombriciens
sont difficilement comparables. Trop de facteurs 1les séparent
tels que les types de sol et 1les conditions expérimentales.
Jusqu’en 1975 environ 1°opinion des chercheurs était que les
micropolluants des tissus des lombriciens augmentent linéairement
en fonction de la teneur de ces produits dans le sol.
Avec l’affinement des techniques analytiques des derniéres années
on s’apergoit que le comportement des micropolluants dans les
tissus des lombriciens est bien plus subtil. Le concept
d’accumulation des polluants dans 1les tissus des lombriciens
restant difficile & prouver, ce chapitre montrera que des
modifications de proportions de familles de substances organiques
s’y opérent par rapport & celles du sol dans leguel les
lombriciens vivent.

1. LES 3 CATEGORIES DE LOMBRICIENS

Les lombriciens, plus connus sous le nom de vers de terre
suscitent en général la répugnance du public. 1Ils sont souvent
considérés comme étant des animaux primitifs ou inférieurs. C’est
probablement la raison pour laquelle presqu’aucune recherche
scientifique ne leur a été consacrée jusque dans les années 60.
Or pour peu que le sol étudié soit légérement humide, chacun peut
vérifier leur présence dans chaque béchée de terre, que ce soit
en forét, dans une prairie, un jardin ou un champ. Ils sont en
fait omniprésents. Ils ont une fonction essentielle d‘aération et
de structuration des sols et contribuent fortement a la fertilité
des milieux. Quelques chiffres vont servir & nous fixer les idées
quant & leur importance écologique [Bouché 19841:

-Ils représentent la premiére biomasse animale sur terre.
-Une tonne de vers de terre ingére par hectare environ 250
tonnes de sol par an.

-Sur une surface d’'un hectare, les vers de terre creusent
4000 & 5000 Km de galeries.

On peut classer 1les 1lombriciens en trois grands groupes
écologiques qui reflétent des adaptations aux différentes
contraintes et nécessités vitales, trophiques principalement. Ces
trois groupes sont décrits par Cuendet (1984). Nous avons décidé
de reprendre ce texte tel guel, pensant qu’il est impossible pour
un non-spécialiste de mieux caractériser ces 3 grands groupes.
Pour suivre son explication nous nous aiderons de la figure 56.
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FIGURE
56

Turricules
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LES 3 CATEGORIES DE LOMBRICIENS

~Les épigés, de petite taille, se nourrissent de 1la
litiére et vivent dans celle-ci ou trés prés de la surface
du sol. Ils payent un lourd tribut aux prédateurs et a la
sécheresse.

-Les endogés, généralement de taille moyenne, consomment
la matiére organique dispersée dans la partie minérale du
sol et creusent des galeries subhorizontales;
-Les_anéciques, de grande taille, viennent se nourrir des
déchets végétaux en surface et creusent de profondes
galeries verticales.

La présence quasi générale des lombriciens dans les sols
fait que ces animaux sont parmis les premiers a entrer en contact
avec toutes les formes de pollution qui harcellent les
écosystémes terrestres. Le traitement abusif des cultures par les
produits phytosanitaires, les polluants organiques apportés par
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les précipitations séches et humides, les décharges licites ou
non de produits chimiques forment un ensemble de pressions de
pollution sur les populations lombriciennes. A plus ou moins
bréve échéance les contaminants organiques ou métalliques peuvent
avoir deux conséquences importantes sur les lombriciens:

Ils peuvent causer une disparition partielle ou totale des
lombriciens, entrainant indirectement une diminution de la
fertilité des sols contaminés.

Ils peuvent s’accumuler dans les tissus des lombriciens. Les vers
contaminés présentent dés ce moment un risque pour les échelons
supérieurs du réseau trophique. On sait par exemple que le ver de
terre constitue la base de 1l’'alimentation de certains oiseaux tel
que la mouette rieuse [Cuendet, 1979].

2. LA LITTERATURE SCIENTIFIQUE.

Les principales catégories de lombriciens étant définies,
il convient & présent d'établir une synthése des principales
recherches étudiant l°influence de substances organiques toxiques
sur ces animaux.

Du point de vue bibliographique on distingue 3 groupes parmi
toutes 1les recherches étudiant 1’influence de substances
organiques toxiques sur les lombriciens.

Le premier groupe étudie 1'impact de pesticides sur les
peuplements lombriciens. Les résultats obtenus sont surtout

destinés & établir les doses d’épandages & adopter. [Boykins 1966

Edwards 1973; Tomlin et al. 1974; Van Rhee 1977].

Le second groupe vise A réaliser des tests de toxicité de
polluants organiques sur les écosystémes terrestres. ([Edwards
1979; Neuhauser 1985].

Le troisiéme groupe de recherche est celui qui nous intéresse
tout particuliérement. Il est consacré a 1’étude plus fine de 1la
pénétration de substances organiques toxiques dans les tissus des
lombriciens. [Bevyer et al. 1980: Davis 1968 et 1971; Davis et al.
1966 et 1969; Diercxsens et al. 1985; Edwards 1973; Gish 1970;
Kreis et al. 1987; Lord 1980; Reinecke et al. 1984; Wheatley
1968; Yadav et al. 1976 etc...). Trois recherches ont retenu
notre attention. Elles soulignent le fait que 1les lombriciens
accumulent les micropolluants organiques [Kreis et al. 19871 et
les pesticides [Davis 1971, Lord 1980] de fagon différente en
fonction des catégories de vers de terre ou de leurs habitudes
alimentaires. I1 ressort de ces recherches que les catégories de
lombriciens entrant en contact avec la c¢ouche superficielle Adu
sol sont plus contaminés en micropolluants organiques que celles
vivant et se nourrissant en profondeur (principalement les vers
endogés). En effet, nous avons vu au chapitre 3,§{8, gque les
micropolluants organiques ont une forte tendance & s’accumuler
dans les premiers centimétres de la couche superficielle du sol.
Kreis et al. (1987) concluent gque ce sont les lombriciens de 1la
classe anécique, tel que les Nicodrilus sp. adulte qui sont les
plus & méme de servir d’'indicateurs de la pollution des sols par
les PCB. Cette classe de lombriciens vit en profondeur mais se
nourrit de débris organiques qui s’accumulent en surface du sol.
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3. LE BUT DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE.

Le but de ce chapitre sera de démontrer au moyen de
données de la littérature et de recoupements expérimentaux que
les 1lombriciens ont un comportement dynamique face aux
micropolluants organiques présents dans les sols. Nous essayerons
de montrer que les tissus des lombriciens peuvent contenir des
proportions de polluants différentes de celles détectées dans le
sol dans lequel ils vivent.

4. L°'ACCUMULATION DE MICROPOLLUANTS ORGANIQUES DANS LES TISSUS
DES LOMBRICIENS.

Nous savons & ce stade-ci que certaines catégories de
lombriciens seraient susceptibles d’accumuler des substances
organiques toxiques dans leur tissus. Est-ce réellement le cas ?
Nous allons essayer d’'y voir plus clair dans ce chapitre.

4.1. Difficultés de comparaison de différentes recherches.

Le probléeme de 1l 'accumulation des substances organiques
toxiques dans les tissus de lombriciens est un sujet controversé
et qui n'est pas encore résolu a ce jour.

Ce probléme résulte principalement dans le manque de valeurs de
comparaison entre les différentes recherches traitant ce sujet.
Trois raisons y contribuent:

La premiere, principalement discutée par Davis (1971), est que
les caractéristiques du sol affectent grandement la disponibilité
des pesticides et des micropolluants organiques dans les sols.
Pour des sols différents mais présentant un méme taux de
contamination en substance organique toxique, on risque
d’'observer un comportement accumulatif différent de cette
substance dans les tissus des lombriciens.

La seconde est liée aux unités dans lesquelles sont exprimés les
résultats analytiques. La plupart des recherches étudiant 1la
pénétration de micropolluants organiques dans 1les tissus des
lombriciens cherchent & établir un facteur de concentration FC:

Concentration du polluant dans les lombriciens

FC =
Concentration du polluant dans le sol

Toutes les recherches expriment 1la concentration du polluant dans
le sol par rapport au poids sec de sol. Certaines recherches
expriment aussi la concentration du polluant dans les lombriciens
par rapport au poids sec [Beyer et al. 1980; Gish 1970; Kreis et
al. 1987; Marquenie 19841; d 'autres par contre 1’expriment par
rapport au poids frais de lombriciens [Boykins 1966, Davis 1968,
Diercxsens et al. 1985. Hunt et al. 1969; Reinecke et al. 1984;
Stringer et al. 1964; Wheatley et al. 1968]. Le seul & discuter
de ce probléme est Davis (1971). 11 affirme, et c’est aussi notre
opinion, que l’option "poids sec/poids sec"” est plus exacte
lorsqu’‘on désire effectuer des comparaisons entre différentes
espéces de lombriciens, car chaque espéce posséde son propre taux
d'humidité. En revanche, cette option exprime souvent un facteur
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de concentration supérieur & 1 ou proche de cette valeur, ce qui
fausse certainement 1°'idée d’'accumulation. Cette constatation est
clairement visualisée sur la figure 57.

A ces commentaires nous ajouterons qu’‘une autre fa¢on de voir si
localement une biocaccumulation d'un polluant a lieu dans les
tissus des lombriciens, est de calculer le facteur de
concentration FC en exprimant les concentrations par rapport au
volume frais de lombriciens et au volume frais de sol.

La troisiéme raison est que d’‘une recherche & une autre les
conditions dans lesquelles sont analysés 1les sols et les
lombriciens varient fortement. Par exemple, si on réunit dans un
méme tableau les facteurs de concentration obtenus et les
principales conditions expérimentales pour la présente recherche
(chapitre 5.2.), les recherches d'Edwards et al. (1985), et
Marquenie et al. (1984), nous obtenons les valeurs du tableau 22:

Tableau 22: Comparaison des facteurs de concentration vers/sol
(P.S./P.S.) de 3 recherches.

i 1 i I L
0 PAH | La présente |Edwards et al. |Marquenie et al |
I | recherche { 1985 | 1984 (*) |
- % + 1 —|
i Phé }] 0,34 a 0,60 | 19 & 65 | - I
{ An { 0,30 a 0,63 | - | 0,10 a 0,25 I
I Ft | 0,37 a 0,54 | 6,4 & 34 | - |
I Pyr | 0,43 a 1,23 | - { 0,05 & 0,10 I
i B(a)A | 0,77 a 1,45 | - | 0,02 &a 1,00 1
{ B(k)F | 0,25 a 0,45 | 0,341,5 | - I
I B(a)P | 0,41 & 0,48 | 0,3 & 3,0 | 0,20 &4 1,00 i
I BP | 0,40 & 0,44 | 0,6 &4 4,0 | - I
1, 1 1 {
| Conditions |lyophilisation |séchage & 105° C|pas de séchage |
|expérimentales|vers vidés |vers videés |vers pleins I
| |vers non triés |vers triés |vers triés I

* : Le poids sec des lombriciens concernant cette recherche a
été déterminé au moyen d‘un lot qui ne fat pas pris en
compte pour 1l analyse.

On observe des facteurs de concentration trés variables entre les
3 recherches.

La trés grande variabilité dans les types de sol, les unités dans
lesquelles sont exprimés les résultats, ainsi que les conditions
expérimentales qui différent d'une recherche &8 une autre, sont
trois facteurs qui empéchent de dire si globalement les
lombriciens bicaccumulent les micropolluants organiques dans leur
tissus.
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4.2. La théorie statique et 1a théorie dynamique.

Malgré les 3 difficultés mentionnées dans le chapitre
précédent, nous allons tout de méme essayer de voir Qquelle
relation il y a entre les micropolluants organiques contenus dans
les tissus des lombriciens et dans le sol dans lequel ils vivent.
En examinant la littérature on remarque qu’a ce sujet deux écoles
s’affrontent:

La premiére école préconise une théorie statique.

Elle affirme que les teneurs en pesticides ou en micropolluants
des tissus des lombriciens augmente linéairement en fonction de
la teneur de ces produits dans le sol. L’ensemble des résultats
soutenant cette théorie a été rapporté sous forme de figure par
Edwards et al.(1973). Nous avons repris cette figure telle quelle
(Figure 57). Aprés avoir examiné une par une les différentes
recherches considérées par Edwards et al. (1973), nous avons
remargué qu’aucune d‘elle ne séparait les tissus des vers du
contenu de leur tube digestif. Il parait logique qu’a ce moment-
13 une tendance linéaire entre les concentrations des polluants
des sols et des vers puisse é&tre observée.

A la décharge de la théorie statique, 11 faut souligner qu’elle
est composée de recherches déja assez anciennes qui ne
disposaient pas & 1’épogque de la fiabilité et de 1la précision
analytique actuelle.

No concentration
100-0 (
5X Concentration
o 10X Concentration
100~
. s .
. //’,
7/
3
a
S wob
8 .
< °
8 / O & GIsH (1970}
Z iah
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3 . ° soil) (1969)
g SV X WHEATLEY & HARDMAN
3 . (1968)
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Figure 57: Transfert de résidus organochlorés
des sols vers les lombriciens. Théorie stati-
que proposée par Edwards (1973).
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La seconde école soutient une théorie dynamique.

Elle a été soutenue pour la premiére fois par Wheatley et al.
(1968). Ils établirent une équation de type logarithmique entre
la concentration des résidus organochlorés dans 1le sol (S) et
dans les vers (W) : log(W) = 0,268+(0,79820,072)10g(S). De cette
équation il ressort qu’il y a proportionnellement moins de
pesticides concentrés dans les vers provenant de sols fortement
chargés en pesticides que dans ceux provenant de sols qui en sont
faiblement chargés.

Quelques recherches plus récentes [De Weck et al. 1981,
Diercxsens et al. 1985, Reinecke et al. 1984] wvont dans cette
méme direction. Nous avions observé une nette augmentation de
l1’accumulation de TPCB dans les tissus des vers en fonction de
1l’augmentation de la contamination du sol (Barres A et C sur la
figure 58). Nous avions & ce moment-1l3a postulé que les
lombriciens accumuleraient les PCB 4 partir d’un certain niveau
de contamination du sol. La contamination du sol la plus élevée
en PCB que nous avons eu a étudier était de 110 ug/Kg P.S.. C’est
4 peu prés a ce méme niveau de contamination du sol (50 pg/Kg
P.S.) que Reinecke et al. (1984) observent 1le plus fort taux
d’accumulation de 2,3,7,8 TCDD (Dioxine) dans les tissus des
lombriciens. Une diminution du taux d"accumulation de la dioxine
est observée au fur et & mesure que la teneur en dioxine augmente
au-dela de 50 ug/Kg P.S..
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Figure 58 : Courbe d’accumulation dynamique de micro-
polluants organiques dans les tissus des lombriciens.
A : De Weck et al. (1981), B : Reinecke et al. (1984),
C : Diercxsens et al. (1985).
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Nous nous sommes permis de grouper nos reésultats avec ceux de
Reinecke et al. (1984) et de les illustrer sur la figure 58; ceci
pour trois raisons

Premiérement, les propriétés physico-chimiques et le comportement
dans les sols du PCB et du 2,3,7,8 TCDD sont voisins. Ce sont
tous les deux des hydrocarbures chlorés a deux cycles
benzéniques, trés hydrophobes.

Deuxiémement, les troils recherches expriment les résultats en
terme de poids sec de sol et de poids frais de vers.
Troisiémement, les troils recherches vident 1le contenu du tube
digestif des vers avant 1l analyse des tissus. Ce dernier point
est une innovation par rapport a toutes les recherches
précédentes. Une technique de nettoyage du tube digestif des
lombriciens a été mise au point dans notre laboratoire au moyen
de poudre de silice afin 4"étudier le comportement des PCB dans
leurs tissus [Tarradellas et al., 19821].

Tout en sachant bien que de tels rapprochements entre deux
recherches sont dangereux (polluants, sols, conditions
expérimentales et techniques analytiques différents), le peu de
résultats disponibles sur 1’accumulation de polluants dans les
tissus des lombriciens nous y incite.

La figure 58 nous montre une courbe d’accumulation fictive des
micropolluants dans les tissus des lombriciens. Elle est
subdivisée en 3 parties

1) Zone "non-accumulative" due aux trop faibles c¢oncen-
trations en micropolluants organiques dans les sols.

2) Zone "accumulative", les lombriciens accumuleraient les
micropolluants dans leurs tissus & partir d‘un certain
seuil de contamination des sols (¢ 5 ug/Kg P.S.)

3) Zone de "régulation active” du lombricien, ou celui-gi
empécheralit une pénétration de substance organique toxique
dans ses tissus au dessus d’un certain seuil.

Reinecke et al. (1984) émet 1 'hypothése qu’d partir d’un certain
niveau de contamination du sol en 2,3,7,8-TCDD (* 50 pg/Kg P.S.),
la teneur en ce polluant dans les tissus des lombriciens est
maintenue sous une limite de concentration (* 400 pg/Kg P.F) par
un mécanisme 4d’excrétion active propre aux lombriciens.

Cette hypothése nous a séduit et convaincu pour trois raisons:

La premiére est que les résultats gque nous avons obtenus sur
1’accumulation des PCB dans les tissus des lombriciens s’insérent
assez bien dans cette théorie (Figure 58).

La seconde est qu'on peut difficilement se faire une idée de
l1"accumulation des micropolluants organiques dans les tissus des
lombriciens en effectuant 1°analyse du ver avec le contenu de son
tube digestif, comme c’était le cas de toutes 1les recherches a
tendance statique d’avant 1980.

La troisiéme est qu’il ne faut Jjamais perdre de vue que les
lombriciens sont des étres vivants, possédant leur propre
dynamique et réagissant de fagon certainement active face & une
pression de polluants. La théorie statique est trop simpliste a
nos yeux, elle réduit le ver de terre & un simple "tuyau" présent
dans le sol, absorbant simplement les polluants qui s’y trouvent.
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Pour nous convaincre de cet aspect dynamique du 1lombricien,
Rouelle (1982) et Reinecke et al. (1984) nous signalent dque les
déjections des lombriciens peuvent contenir davantage de
micro-organismes que ceux contenus dans le sol environnant
(jusqu’a 60% en plus). Ils ne semblent cependant pas différer
qualitativement par rapport & ceux-ci. De plus le lombricien peut
établir un choix alimentaire dans le milieu ou il vit [Ferriére
1980; Rouelle 1982]. Ces deux aspects indigquent qu’'il est
raisonnable de penser que la théorie statique a peu de chances de
subsister.

Si les lombriciens agissaient bel et bien de maniére dynamique
face aux micropolluants organiques présent dans les sols, avons-
nous des preuves expérimentales qui tendraient & soutenir cette
théorie ?

5. TRANSFERT DES HYDROCARBURES POLYCYCLIQUES AROMATIQUES DES
SOLS DANS LES TISSUS DES LOMBRICIENS.

Nous avons effectué deux recherches, 1l'une au moyen de 1la
spectrométrie de masse et l’autre au moyen de champs de
fluorescence totaux. Les résultats vont nous aider & voir de
quelle maniére les lombriciens absorbent les hydrocarbures
polycycliques aromatiques présents dans le sol dans 1lequel 1ils
vivent.

5.1. Carence de la littérature.

Il n‘existe & notre connaissance en tout et pour tout que
3 recherches ayant étudié 1‘accumulation de PAH dans 1les tissus
des lombriciens: Edwards et al. (1985), Marquenie et al. (1984)
et Rhett et al. (1984).
Marquenie et al. (1984) met en évidence une teneur en Anthracéne
et en Benzo(a)Anthracéne égale a 0,1 fois celle détectée dans les

sols (sol = 0,1 & 4,0 mg/Kg P.S., Eisenia foetida = 0,01 & 0,5
mg/Kg P.S.). Les teneurs en Pyréne et en Benzo(a)Pyréne sont
équivalentes a celles des sols (0,1 a 8,0 mg/Kg P.S). Comme ces

chercheurs n‘ont pas vidé 1le contenu du tube digestif des
lombriciens, leur recherche ne peut étre comparée a celle
effectuée par Edwards et al. (1985) dans notre laboratoire.

Cette derniére recherche a mis en évidence une accumulation
sélective des PAH de faible poids moléculaire (Phe et Ft) dans
les tissus de 3 classes de lombriciens : les vers Nicodrilus sp.
adulte, les vers Nicodrilus sp. juvénile et les vers endogés. Les
PAH de poids moléculaire élevés (B(k)F, B(a)P, BP) ne sont par
contre pas du tout accumulés dans 1les tissus de ces trois
catégories de lombriciens. Cette observation importante milite en
faveur d’une tendance dynamique de gestion des polluants
organiques de la part des lombriciens. Ces résultats sont
malheureusement a considérer avec prudence car tous les
échantillons de sol et de lombriciens de cette recherche ont été
séchés & 105°C avant leur analyse. L’annexe No 1 de ce travail,
axé sur le probléme de la conservation des échantillons montre
que cette méthode de séchage faisait perdre de 1l°ordre de 70% du
phénanthréne présent dans un échantillon de boue d'épuration. Or
il n'est absolument pas prouvé que ces pertes se font avec la
méme importance pour un échantillon de sol et un échantillon de
lombriciens.
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5.2. Les analyses des champs expérimentaux de la station de
Liebefeld.

Les champs expérimentaux de la Station Fédérale en chimie

agricole et sur 1'hygiéne de 1l’environnement de Liebefeld ont éteé
abondamment utilisés dans 1 étude des sources de micropolluants
organiques dans les agroécosystémes (chapitre 3,§7) et dans celle
sur l’application des tests respirométriques destinés a étudier
le comportement de la microflore terrestre (chapitre 4,§2). La
description de ces champs se trouve au chapitre 3,§7.
Nous avons souhaité connaitre les taux de PAH dans les sols de
référence et les sols amendés en boue d’épuration afin de pouvoir
les comparer & c¢ceux que 1°on trouve dans les tissus des
lombriciens vivant respectivement dans ces deux sols. Cette
comparaison a été faite sur 1le site de Liebefeld uniquement
(Tableau 23).

Tableau 23: Concentration en PAH des sols et des tissus de vers
(pg/Kg P.S.) du champ expérimental de Liebefeld.

T l
SOL AMENDE EN BOUES |PLUIES |

1

| PAH | SOL DE REFERENCE |

I | DU SITE DE LIEBEFELD | DU SITE DE LIEBEFELD |EPENDES|
IL I} { { It
It t 1 1) i 1 T ! i
I | SOL | VERS | *FC | SOL | VERS | *FC |(ng/Kg)|
Ir i = =F =+ S ; ; il
| Nph | 14,59 | 54,16 | 3,71 | 13,79 | 47,55 | 3,45 |**N.D. |
| Ace | 4,46 | 3,41 ] 0,76 | 9,72 | 5,99 | 0,62 | N.D. |
| F | 2,83 | 18,60 | 6,57 | 12,62 | 21,77 | 1,72 { N.D. |
| Phe | 39,65 | 23,69 | 0,60 [120,53 | 41,56 | 0,34 | 283 |
I An | 3,08 | 1,95 | 0,63 | 23,91 | 7,16 | 0,30 | 3
| Ft | 64,74 | 35,30 | 0,54 341,43 127,82 | 0,37 | 297 |
| Pyr | 47,14 | 58,03 | 1,23 315,11 135,85 | 0,43 | 236 |
| B(a)A | 19,69 | 28,60 | 1,45 |165,87 |127,57 | 0,77 | 20 |
| B(b)F | 43,56 | 27,06 | 0,62 |321,60 |186,20 | 0,58 | 96 |
| B(k)F | 15,43 | 6,96 | 0,45 |109,90 | 28,02 | 0,25 | 33 |
| B(a)P | 25,59 | 10,50 | 0,41 [193,43 | 93,08 | 0,48 | 39 |
| DBA | 4,77 { 1,36 | 0,28 | 27,41 | 13,02 | 0,47 | 5 |
| BP | 28,38 | 11,41 | (101,32 | 0,44 | 31 |

0,40 [229,16

* FC = Facteur de Concentration.
*» N.D. = Non détecté.

Si nous essayons de replacer ces facteurs de concentration
obtenus dans notre courhe de biocaccumulation dynamigue (Figure
58), nous observons qu’‘ils ne s’adaptent pas du tout & la courbe
proposée. Il est vrai que dans 1l'ensemble le comportement
physico-chimique des PAH s’éloigne sensiblement de celui du
groupe PCB-Dioxine sur 1lequel est basée cette courbe. Nous
supposons que l‘accumulation de micropelluants organiques dans
les tissus des lombriciens dépend aussi fortement de la nature du
micropolluant.

Cette constatation nous oblige & nous garder de trop vouloir
généraliser le concept d’accumulation des micropolluants par les
lombriciens.
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5.3. Comparaison des proportions de différentes classes de PAH
dans les tissus des lombriciens par rapport a celles du sol
dans lequel ils vivent.

L’accumulation des micropolluants organiques par les
lombriciens reste trés délicate a prouver. Cependant 1 action
dynamique des lombriciens face aux micropolluants organiques du
sol peut se placer sur un tout autre plan, celui de 1la
modification des proportions de différentes classes de
micropolluants dans les tissus des 1lombriciens par rapport a
celles du sol.

Au paragraphe 5.2.4 du chapitre 4 consacré aux résultats
du second test respirométrique, nous avons expliqué qu’'il était
possible au moyen d’'un chromatographe en phase gazeuse équipé
d’'un détecteur de masse de faire ressortir de maniére comparative
les abondances absolues et relatives des divers groupes méthylés
et non méthylés appartenant & la méme structure PAH de base. Le
cas du groupe phénanthréne y est présenté. Nous allons utiliser
cette technique pour étudier 1les abondances relatives de ces
divers groupes dans un échantillon d’eau de pluie prélevé & 10 km
de Liebefeld, sur un site agricole prés d‘Ependes (Canton de
Fribourg). Ces abondances seront comparées a celles du sol amendé
en boue d’épuration de Liebefeld et a celles des tissus de
lombriciens vivant dans ce sol. L’eau de pluie, 1le sol et les
lombriciens ont été prélevés le méme jour, le 15 mai 1986. Les
PAH ont été détectés dans l‘eau de pluie d'une part et dans les
sols et les tissus des lombriciens d’autre part au moyen des
techniques analytiques indiquées respectivement aux fiches 2, 5
et 1, 5.

Trois groupes de PAH seront étudiés, ils se trouvent rassemblés
dans le tableau 24.

Il est & noter qu’aussi bien les PAH alkylés que non alkylés
peuvent étre d‘origine anthropogénique [Wakeham et al. 1980al.
Dans l1‘interprétation des résultats il ne faut pas perdre de vue
qu’‘un groupe de PAH diméthylé peut aussi contenir des isoméres
“éthyl”. De la méme maniére un groupe de PAH triméthylé peut non
seulement contenir des isoméres "propyl"” mais aussi des isoméres
"méthyl-éthyl".

Dans le groupe 1 l’anthracéne n’est présent dans les échantillons
de 1l’environnement qu’a 1l°'état de traces. I1 est fort probable
dans ce cas que les trois groupes méthylés de valeur m/e = 192,
206 et 220 sont presque exclusivement des dérivés méthylés du
phénanthréne. Cette observation est confirmée par Wakeham et al.
(19802) qui remarquent que la concentration de 1°anthracéne non
substitué est environ 10% de celle du phénanthréne non substitué
dans la couche superficielle de sédiments lacustres.

Dans le groupe 2 les dérivés méthylés seront principalement un
mélange (* 50/50) de composés du fluoranthéne et du pyréne. Nous
ne savons pas grand chose a propos du benzo(e)acénaphthyléne et
de l’aceanthryléne. Ils ne semblent pas étre des contaminants
persistants de 1l environnement.



Tableau 24: Les 3 groupes de PAH étudiés d’aprés les proportions
méthylés et non-méthylés.

|GROUPES | PAH | FORMULE | VALEUR m/e MONOMETHYLE |
|EXAMINES | POSSIBLES |  PLANE | DIMETHYLE ET TRIMETHYLE |
I i | 1 i
|GROUPE 1 | I ©® | I
Im/e = 178 PHENANTHRENE | QIO | |
i | | P 192 206 220 I
[ | | | !
I | ANTHRACENE | ! I
I | | | |
| T 1 T "
IGROUPE 2 | | 0) | I
|m/e = 202|FLUORANTHENE | @QLI0O) | I
I I I | I
I I I QIO I !
I | PYRENE | | I
I | | = | 216 230 244 I
I |BENZO(e)ACE- | ©BIO) I I
[ | NAPHTHYLENE | ® | I
| | [ I I
I | ACEANTHRYLENE | [ I I
I I | QRO | I
[ I 1 — ”
1 GROUPE23 . | [ ® | I
fm/e = 228|BENZO(a) | “ | I
I | ANTHRACENE | QIO | I
I I | | I
ﬂ { CHRYSENE : @@©© I II
| |

i I I @) | i
i | TRIPHENYLENE | ©@ | 242 256 270 I
I [ I @) | I
[ I I I I
I | BENZO(c) | Q| I
I { PHENANTHRENE | @©© | I
“ } NAPHTHACENE } : H
! | QRO | I

Dans le groupe 3, les dérivés méthylés peuvent aussi bien
provenir du benzo(a)anthracéne que du chryseéne ou du
triphényléne. Le naphthacéne est trés peu stable en général.

La figure 59 montre une superposition des chromatogrammes du
"groupe phénanthréne” dans 1les 3 trois types d’échantillons
étudiés. La figure 60 montre les abondances relatives, exprimées
en %, des trois groupes de PAH étudiés dans les trois
échantillons de 1'environnement. Ces deux figures nous aménent a
faire deux constatations
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Eigure 59 : Superposition de trois chromatogrammes illustrant
les différents groupes de phénanthrénes alkylés et non alkylés
dans un échantillon d'eau de pluie et deux échantillons corrélés
de l'environnement. (Co-Phe = phénanthréne non alkyle, Cl-Phe

- monométhyl-phénanthrénes, Cp-Phe ~ diméthyl-phénanthrénes
+ éthyl-phénanthrénes, C3-Phe - triméthyl-phénanthrénes -«
méthyl-éthyl-phénanthrénes + propyl-phénanthrénes)
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GROUPE 1 :
Phénanthréne + Anthracéne
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Z
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GROUPE 3 :
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Figure 60 : Abondance relative (%) des PAH non substitués (PUR)
et des PAH ayant | substituant méthy! (1), 2 substituants méthyl
ou 1 éthyl (2) et 3 substituants méthyl, 1 éthyl et 1 méthyl ou 1
propyl (3) dans un échantillon d'cau de pluie et deux
échantillons corrélés du milieu terrestre.
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Premiérement on assiste pour les trois groupes de PAH &
une croissance de 1‘importance relative des groupes
méthylés au fur et a mesure du passage pluie-sol-vers des
échantillons. La croissance de la méthylation entre les
échantillons "pluie" et "sol" doit é&tre considérée avec
prudence car ces 2 échantillons n‘ont pas été prélevés aux
mémes endroits. La croissance entre les échantilons "sol”
et "vers" est par contre tout a fait intéressante et
milite en faveur d’une gestion dynamique des polluants par
les 1lombriciens. La méme observation est faite par
Farrington (1983 et 1986b) ainsi que par Farrington et al.
(1982, 1983 et 1986) en ce qui concerne la teneur en PAH
de moules et de vers polychétes (annélides marins) par

-

rapport & celle des sédiments marins.

Deuxiémement, la croissance de 1l ’importance relative des
groupes méthylés au fur et a mesure du passage
pluie-sol-vers des échantillons s ‘estompe avec
1"augmentation du poids moléculaire (178-202-228) des PAH
non méthylés formant la base des trois groupes étudiés.

Essayons de rassembler les hypothéses dgqui donnent une base
d‘explication aux deux points précédents. On peut invoquer 4
raisons qui favorisent la part proportionnellement plus grande de
PAH méthylés dans les tissus des lombriciens par rapport a celle
que l°on trouve dans les sols dans lequel vivent ces lombriciens.
- Le lombricien peut absorber dans ses tissus une part
plus importante de PAH méthylés que de non méthylés.
- Parmi tous les PAH qui entrent dans ses tissus, le
lombricien peut excréter préférentiellement les PAH non
méthylés.
- Le lombricien peut, grace & la microflore de son tube
digestif dégrader sélectivement 1les PAH non méthylés.
Comme cette microflore est qualitativement différente de
celle du sol dans 1lequel il vit ([Rouelle 1982], des
modifications dans les proportions PAH méthylés - PAH non
méthylés peuvent survenir. Le lombricien n’agirait plus
dans ce cas la sur les PAH que par 1l’intermédiaire des
microorganismes.
- La quatriéme raison est celle avancée par Farrington
(1986). Des PAH d’'origine pyrogénique et d‘origine
pétroliére peuvent entrer dans les écosystémes. Les PAH
d’origine pétroliére sont principalement des PAH méthylés
[Wakeham et al. 1980al contrairement aux PAH d’origine
pyrogénique. Ces derniers sont plus fortement 1liés ou
incorporés & des particules solides de 1 atmosphére. Les

PAH méthylés, d’origine pétroliere, pénétrent les
écosystemes sous une forme soluble, colloidale ou
faiblement adsorbés sur des particules solides.

L’ hypothése est que ces PAH d’origine pétroliére sont
relativement plus disponibles biologiquement que 1les PAH
d’origine pyrogéniques. Les lombriciens peuvent entrer en
contact avec ces deux types de PAH. Les preécipitations
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atmosphériques apportent principalement des PAH d’origine
pyrolitique; les boues d'épuration et les lisiers animaux
peuvent aussi apporter au sol des PAH d’origine
pétroliére.

Les deux premiéres hypothéses font appel & des mécanismes
physico-chimiques, propres aux molécules de PAH, et
physiologiques. La troisiéme et 1la quatriéme sont bien plus
d’ordre biologique. Les quatre hypothéses sont plausibles, il
s’agit peut-étre méme d une combinaison de ces quatre hypothéses
au regard des multiples voies d'entrée de substances organiques
toxiques existant chez 1le 1lombricien. Le présent travail
n’apportera pas de réponse précise aux différentes hypothéses.
Relevons simplement gu'au moins une combinaison des deux
premiéres hypothéses peut avoir lieu par le fait qu’en général
les PAH méthylés sont moins solubles dans 1’eau que leurs
homologues non-méthylés. Le tableau 25 montre quelques chiffres
illustrant ce fait.

Tableau 25: Solubilité dans 1'eau de quelques PAH méthyles et

non-méthylés en pg/litre a 25°C [Mackay 19771.

i

= T
JNaphthaléne 31700 |Anthracéne 73 |

|2-méthyl-naphthaléne 25400|2-méthyl-anthracéne 39 |
|2,3-diméthyl-naphthaléne 3000{9-méthyl-anthracéne 261 |

f2,6-diméthyl-naphthaléne 2000(9,10-diméthyl~-anthracéne 56 |

I

Les PAH méthylés auraient sans doute une plus forte tendance a
s"accumuler dans les tissus graisseux des lombriciens. Cette
hypothése est cependant fragile car on sait que 1le taux de
matieres extractibles a 1 hexane (contenant donc principalement
des graisses) est trés faible chez le ver de terre en comparaison
par exemple de celui des truites du lac Léman (Tableau 26).

Tableau 26 : Quelques taux de matiéres extractibles & 1 hexane.
(% du poids frais de 1l’échantillon)

= T T
| SOL AMENDE EN BOUE | TISSUS DES VERS | TRUITES DU LAC LEMAN |

DU SITE DE LIEBEFELD|{DU SITE DE LIEBEFELD| (*) |

It i | Il

i ¥ T L}

I 0,08 & 0,20 | 0,90 & 1,40 | 4,00 a 18,00 I
(*) : Honsberger P. & Rossel D., 1985

Une derniére observation, bien fragile elle aussi, concerne les 4
pics qui traditionnellement forment 1°ensemble des monométhyl-
phénanthrénes (1-Me-Phe sur la figure 59). Ewald et al. (1981)
ont étudié ce groupe de PAH dans des pétroles. Ils ont établi que
les 2 premiers pics correspondaient respectivement au 3- et au 2-
méthyl-phénanthréne. Le troisiéme pic est souvent le mélange non
résolu du 4- et du 9-méthyl-phénanthréne. Le dernier pic
correspond au 1-méthyl-phénanthréne (Figure 61).
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Figure 61: Chromatogramme GC/MS représentant
les monométhyl-phénanthrénes d‘une fraction
de pétrole brut [Ewald et al. 19811].

On se contentera simplement d‘observer sur la figure 59 que les
proportions de 3- et 2-méthyl-phénanthréne par rapport au 4-, 9-
et 1-méthyl-phénanthréne s’inversent dans le passage pluie-sol-
vers des échantillons é&tudiés. Nous n’osons tirer gquelque
conclusion que ce soit de cette observation. Nous rendons
simplement attentif au fait que les différents isoméres du groupe
monométhyl-phénanthréne sont assez facilement identifiables par
GC-MS et peuvent de ce fait livrer des observations intéressantes
dans des recherches "structure- comportement dans
l1’environnement” .

5.4. L’augmentation des proportions d’'homologues alkylés du
phénanthréne est elle générale dans tous les tissus des
lombriciens par rapport a celles du sol ?

La comparalison des figures 62a et 63a, 62b et 63b montre
immédiatement que cette augmentation n’est pas systématique. Dans
notre cas il est probable que la boue d’épuration ait apporté aun
sol des PAH alkylés plus biodisponibles que ceux présents dans le
sol non amendé en boue. Les lombriciens vivant dans le sol amendé
en boue on donc pu absorber sélectivement davantage de
phénanthrénes alkylés que ceux vivant dans le sol non amendé en
boue d’épuration. Mais ceci reste une hypothése.

5.5. Les diagrammes de fluorescence totale.

Le chapitre 2 a décrit la technique utilisée pour obtenir
les diagrammes de fluorescence totale. Les figures 64a, 65a et
64b, 65b montrent respectivement les diagrammes de luminescence
(N.B. @ luminescence est un synonyme de fluorescence) totale du
sol et des tissus de lombriciens du site de référence et du sol
et des tissus de lombriciens du site amendé en boue d’épuration.
Aprés examen attentif de ces figures il apparait gqu’une
différence importante existe entre les figures de 1luminescence
totale des sols et des tissus de lombriciens des deux sites
(comparaison horizontale 3 et 4 sur les diagrammes de
luminescence). A chaque fois 1le massif ayant un maximum
d'intensité de fluorescence situé a 295 nm d’'excitation et 406 nm
d’'émission, présent dans les échantillons de sol, disparait dans
les échantillons de tissus des lombriciens.
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Figure 62a Figure 63a
SOL DE REFERENCE TISSUS DE LOMBRICIENS
DU SOL DE REFERENCE

507 50

40¢ a0

30+ 30F

0!
90
20!

O,
90!
00

()
O,
50,

20

O,
O,

0,
0,
O,

2
O,
O,

&)
3
95!

O,
(2
(2

S
03
00!

10f 10

32000
090303,
03030

O,
O,
O,

hO,
hO

Figure 63b
TISSUS DE LOMBRICIENS
DU SOL AMENDE EN BOUES

Figure 62b
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et propyl-phénanthrénes (3) dans les échantilions de sol et de
tissus de lombriciens du site de Liebefeld (100% = 0+1+2+3).
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DIAGRAMMES DB LUMINESCENCE TOTALB

Figure 65a
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Conformément & 1 hypothése de Farrington (1986), mentionnée au
paragraphe 5.3., le maximum de fluorescence a 295-406 nm pourrait

étre caractéristique des PAH d’origine pyrogénique, moins
biodisponibles vis a vis des lombriciens.
La comparaison verticale sol-sol (1) et wvers-vers (2) des

diagrammes de luminescence totale (Figures 64 et 65) ne présente
aucune différence notable du point de vue de 1l’'allure générale du
champ de fluorescence. Ceci voudrait dire que les proportions des
différents groupes de substances fluorescentes sont semblables
entre les deux échantillons de sol.

Cette observation milite elle aussi en faveur d’'une gestion
dynamique des PAH par les lombriciens. Ce maximum de fluorescence
qui disparait est caractéristique des PAH & 5 «cycles. Or 1la
figure 66 montre qu’'il y a proportionellement moins de PAH a 5
cycles, que dans le cas du site de référence. La disparition du
maximum de fluorescence a cependant lieu dans les 2 sites. Nous
supposons donc qu’une série de PAH supplémentaires, que nous ne
pouvons pas analyser faute de standards, participent a cet effet
de disparition.

5.6 Diagrammes de contours et temps de rétention.

Afin de vérifier cette hypothése nous avons crée au moyen du
programme "CIP" (exposé dans le chapitre 2, §3.2) des diagrammes
de contours qui tiennent compte des temps de rétention des
différents PAH lors d’une analyse classigue par chromatographie
liquide. Le but de cette opération est d’‘observer si un
échantillon de 1’environnement contient des substances
fluorescentes supplémentaires des 15 PAH sélectionnés dans notre
standard.

Pour les réaliser nous avons couplé 1la pompe de 1°HPLC au
détecteur de fluorescence. Ensuite nous avons enregistré 40
chromatogrammes 4°'un mélange de 15 standards de PAH et d'un
extrait purifié de boue d'épuration digérée anaérobie de la
station d’'épuration de Morges (canton de vaud). La procédure de
chromatographie liquide utilisée est explicitée en annexe No 2 de
ce travail, & 1la fiche analytique No 10. Pour ces 40
chromatogrammes la longueur d’onde d'excitation & été maintenue
constante & 295 nm. La longueur d°'onde d’'émission par contre a
été augmentée de 315 & 510 nm avec entre chaque chromatogramme un
intervalle de 5 nm. Les maxima de fluorescence les plus
importants ont été enregistrés dans la mémoire de l’ordinateur et
le programme "CIP" & été appliqué pour obtenir les diagrammes de
contours.

Le diagramme de contour du mélange de standards (Fiqure 67a):
Parmis les 15 PAH de ce mélange, seul 1’anthracéne n’est Jjamais
détecté. En effet, ce produit n’est absolument pas sensible & 1la
longueur d‘onde d’excitation sélectionnée. On observera qu’a son
temps de rétention habituel de 22 minutes aucune substance n’est
détectée. On constate que la zone de détection des PAH se déplace
progressivement vers les grandes longueurs d’'ondes d'émission au
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Figure 66 : Distribution des PAH détectés
dans les tissus des lombriciens et dans le
sol dans lequel ils vivent (Liebefeld -CH)
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fur et & mesure de 1'augmentation du nombre de cycles de ces PAH.
C’est un phénoméne connu dans les systémes aromatiques conjuqués,
tel que les PAH : l1'énergie restituée par les molécules de PAH
excitées diminue en fonction de 1’augmentation de la
délocalisation des électrons de ces systémes, donc en fonction de
1’augmentation du nombre de cycles.

Le diagramme de contour de 1°extrait de boue d’épuration (Figure
67b): En plus des 14 PAH détectés dans le mélange standard, on
détecte 14 autres substances fluorescentes non identifiées. Le
couple de longueurs d’ondes qui nous intéresse (295-406 nm) est
celui dont 1la fluorescence disparait dans 1les tissus des
lombriciens (Fig. 65 a et b), alors qu’'elle présentait un maximum
dans les échantillons de sol (Fig. 64 a et b). A ces longueurs
d’'ondes 14 (indiquées par une ligne en traits sur la figure 67b)
on remargue que 6 substances fluorescentes inconnues apparaissent
dans cet échantillon de boue d’épuration. Il se peut donc trés
bien que les différences de fluorescence entre 1les échantillons
de sol et de tissus de lombriciens soient le fait de substances
fluorescentes que nous ne pouvons identifier faute de standards.

Dans tous ces types de transfert de polluants organiques d‘un
biotope vers une biocénose il ne faut jamais perdre de vue Qque
les polluants sont extraits des échantillons au moyen de
procédures chimiques qui ne reflétent pas nécessairement 1la
réalité de 1l’environnement. Ainsi une extraction chimique mise au
point en laboratoire peut ne pas extraire tous les polluants
présents dans les tissus des lombriciens, mais bien ceux présents
dans le sol. Rien ne nous prouve que les extractions de polluants
organiques se font de la méme fagon dans le biotope et dans 1la
biocénose, bien que des techniques d’extraction identiques soient
appligquées dans les deux cas. Aussi doit on signaler que les
différences de fluorescence observées entre les échantillons de
sol (Fig. 64 a et b) et les échantillons de lombriciens (Fig. 65
a et b) peuvent é&tre attribuées & une sélectivité dans
1l’extraction chimique des polluants organiques plutét gu’a une
sélectivité biologique.

Une autre observation intéressante de cette figure est que les
domaines de détection des substances correspondant au 14 PAH du
standard (en noir sur les deux figures) ont toujours des zones de
détection un peu différentes de celles enregistreées pour
l1’échantillon de boue d'épuration. Exemple, la zone de détection
du phénanthréne s’étale pour le standard entre 330 et 435 nm,
alors que pour 1l’extrait de boue d’épuration elle s’étale entre
moins de 315 et 405 nm., Les zones de détection peuvent méme
varier trés fortement entre le standard et 1l 'extrait de boue, tel
est le cas pour 1le fluoranthéne et 1le pyréne. Deux raisons
peuvent é&tre invoquées

La premiére est que dans l’extrait de boue d’épuration un bon
nombre 4°'impuretés peuvent encore étre présentes. Elles peuvent
éventuellement interférer avec la substance a analyser en
augmentant sa fluorescence totale.
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figure 67a Diagramme de contours représeatant {4
standards de PAH sur 40 chromatogrammes
eb phase liquide enregistrés au moyen d'uvn
détecteur de flverescence entre 315 et 510
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La seconde est que la technique chromatographique utilisée sépare
les PAH en fonction du nombre de cycles et de leur positions
respectives, mais pas en fonction des substituants gui peuvent
éventuellement étre greffés sur ces cycles. Le tableau 27, tiré
de Rhys Williams (1980), fait une synthése des effets gue peuvent
avoir les groupements fonctionnels les plus connus sur les maxima
de fluorescence des PAH.

Tableau 27: Effets de quelques groupements
fonctionnels sur 1'intensité et les longueurs
d’ondes de fluorescence des PAH.

H LI 1 L]
I Groupements |Effet sur|Effet sur|
I fonctionnels | A jintensité |
I — = -
j] -OH, -OCH., -NH:, | | 1
| -NHR, -NR: | Augmente | Augmente |
| -COOH, -NO:, -NO | Diminue | Diminue |
\ -F, -C1, -Br, -1I | Diminue | Diminue |
| Alkyl { Aucun | Faible f
] Aromatique | Augmente | Augmente |

Le tableau 27 nous montre aussi que 1’alkylation de substances
fluorescentes n’a pratiquement aucune influence sur la position
et sur l'intensité de leurs bandes de fluorescence. Il est donc
vraisemblable que les différences dans les fluorescences totales
des sols (Fig 64 a et b) et des lombriciens (Fig. 65 a et b) ne
sont pas attribuables & des modifications de proportions
d"homologues alkylés, tels que présentées sur les figures 62 et
63. Ces différences peuvent étre la conségquence de 1la présence
dans le sol d’autres PAH (non identifiables faute de standards)
qui sont par contre absents dans les tissus des lombriciens.

6. CONCLUSIONS DE CETTE PARTIE DE LA RECHERCHE.

Toutes les données rassemblées dans ce chapitre convergent
vers une idée maitresse : les Jlombriciens agissent de fagon
dynamique & 1°‘encontre d’une pression de micropolluants
organiques. Ce chapitre a montré que cette action dynamique des
lombriciens réside davantage dans des modifications de
proportions de micropolluants organiques dans ses tissus, par
rapport a celles du sol dans lequel 11 wvit, que par un réel
mécanisme d’accumulation qui est difficile & prouver et dont
l’existence reste hypothétique. On ne fournira de preuves solides
de la bioaccumulation de micropolluants par les lombriciens que
lorsqu‘on aura uniformisé certains parametres : le sol et les
techniques analytiques.

Finalement, il est assez surprenant de constater que 1la simple
action biologique des lombriciens semblent avoir plus d’'impact
sur les proportions de micropolluants du sol que 10 années
d’épandage intensif de boue d’épuration.
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CHAPITRE 6
CONCLUSIONS

A la fin de cette étude sur la connaissance des sources et
de 1la dynamique de quelques polluants prioritaires dans
l1’écosystéme sol, nous mettrons 1l’accent sur 1la méthodologie
d’approche d’un probléme écotoxicologique 1lié & cet écosystéme.

A 1°’opposé des 1l’écosystémes aquatiques, 1°’écosystéme sol ne peut
presque pas étre modélisé en laboratoire. Ceci implique que les
études du comportement de polluants dans 1’écosystéme sol doivent
la plupart du temps se faire "in situ" avec 1l‘inconvénient de ne
pas maltriser 1 'ensemble des paramétres.

Pour remédier & ce probléme nous proposons que la résolution d4‘un
probléme écotoxicologique 1lié & un écosystéme aussi complexe que
le sol passe par une approche systémique.

La démarche scientifique visant a approcher chagque élément du

systéme consiste & procéder le plus possible par des recoupements
d’observations.

Le systéme que nous avons élaboré dans ce travail est illustré
sur le schéma suivant

ANALYSES
FILTRE
1.]SOURCES DES
POLLUANTS

VISION

- MULTIPLE
INTERACTION :> W |
2. | POLLUANTS | RECOUPEMENTS

MICROFAUNE D'OBSERVATIONS

INTERACTION
3. |POLLUANTS
LOMBRICIENS L

Ce schéma indique que 1'étude des interactions des micropolluants
organiques avec 1l’écosystéme sol a été abordée par trois voies
d’entrée
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- les sources des micropolluants dans 1’écosystéme sol,
- les interactions des micropolluants avec la microfaune du sol,
- les interactions des micropolluants avec les lombriciens.

D’'autres entrées auraient tout aussi bien pu étre sélectionnées
tels que, par exemple, l’interaction des micropolluants avec les
éléments constitutifs du sol.

L’image gqui en fin de compte nous reste de ces intéractions des
micropolluants organiques avec 1'écosystéme sol dépend fortement
des techniques analytiques sélectionnées. Ces techniques agissent
comme autant de filtres qui & chaque fois nous donnent une
certaine image du polluant.

Ce travail aura montré que l'outil analytique n’‘est pas seulement
passif en écotoxicologie, mais gqu'il se crée en fonction d‘une
démarche scientifique pour apporter des renseignements tant
qualitatifs que quantitatifs.

Ce gqui nous parait important dans 1l utilisation de 1°analyse
chimique en écotoxicologie c’'est la complémentarité de
différentes méthodes. Ainsi nous avons démontré au moyen de deux
techniques analytiques totalement différentes que des
modifications des proportions de micropolluants se manifestent
entre celles des tissus des lombriciens et celles du sol dans
lequel ils vivent. La premiére technique est la spectrométrie de
masse couplée au chromatographe en phase gazeuse (GCMS), qui est
une technique a haute résolution de séparation et
d’identification de substances organiques. La seconde est 1la
fluorescence qui, telle que nous 1’avons utilisée, est une
technique de visualisation globale de tous les PAH présents dans
les échantillons. Nous croyons en une complémentarité de ces deux
techniques. Nous pensons que 1l’utilisation de deux techniques
analytiques treés différentes pour résoudre un probléme
ecotoxicologique peut fournir des recoupements de résultats
intéressants.

En plus des techniques analytiques différentes, nous proposons
d‘aborder un probléme écotoxicologique en intégrant 1’'étude
simultanée de plusieurs polluants qui varient par leurs
caractéristiques physico-chimiques, telles que 1la polarité, 1la
configuration stérique, l'absence ou la présence de certains
groupements fonctionnels. Dans ce cas aussi le recoupement
d’'observations permet d’en augmenter la crédibilité. Ainsi dans
1’étude des sources de micropolluants organiques dans 1les sols
agricoles, nous avons mis en évidence gque 1’apport de boue
d’épuration augmente aussi bien la teneur en PAH que celle en PCB
de faibles poids moléculaires.

Cette étude a montré qu’il ne faut pas raisonner en terme de
“"familles" de micropolluants, mais qu’il convient dans la mesure
du possible d’'étudier chaque composé séparément. Cette tendance
va dans le sens de 1la 1législation actuelle en matiére de
substances dangereuses, qui tend & traiter spécifiquement
certains isoméres ou congéneéres.
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Nous venons de voir que le role de 1’outil analytique est
déterminant dans la démarche écotoxicologique. En fonction des
outils analytiques choisis ou crées dans chacune de nos trois

entrées nous sommes amenés a formuler des conclusions spécifiques
pour celles-ci

1) LES SOURCES DE MICROPOLLUANTS ORGANIQUES DANS LES SOLS.

. Cette approche a montré 1 importance des précipitations
atmosphériques dans la contamination en PAH des sols situés a
proximité d‘une zone urbaine. Cette observation concerne
probablement de trés nombreux sols agricoles ayant cette
situation.

Les boues d’épuration viennent en seconde position parmi les
facteurs responsables de la contamination des sols agricoles,
mais elles apportent des micropolluants organiques de poids
moléculaires légers contrairement aux précipitations
atmosphériques qui en apportent de poids moléculaires lourds.

Des comparaisons quantitatives entre les diverses sources de
micropolluants organiques dans les sols sont faisables mais
ont-elles une signification écotoxicologique ?

Hormis une structure chimique de base qui se ressemble, un
trichlorobiphényle (apporté principalement par les boues) et un
hexachlorobiphényle (apporté principalement par les précipita-
tions) sont deux substances qui peuvent avoir des comportements
différents dans les sols récepteurs et leurs biocénoses.

Est-il nécessaire de proposer des valeurs limites en ce qui
concerne la concentration dans les boues d’épuration des deux
familles de polluants organiques (PAH et PCB) étudiées dans ce
travail ?

Nous venons de voir que les boues d’épuration n’étaient qu’une
source parmi d'autres de la contamination des sols par ces
produits et qu’en fait on se trouve face & une contamination
globale. Plutdét que de proposer des valeurs limites de
concentration en polluants organiques dans les boues destinées A
1’agriculture, il faut développer les actions tendant & diminuer
la contamination générale de l’environnement par les PCB et les
PAH, et tout particuliérement la forte émission de ces derniers
par les agglomérations urbaines.

En ce qui concerne l‘épandage de boues 4’'épuration, nous avons vu
que la persistance de micropolluants organiques dans les sols
serait la conséquence d4d°’épandages fréquents de boues modérément
contaminées, plutdt que d’'épandages isolés de Dboues fortement
contaminées en PAH et en PCB. L‘instauration de valeurs limites
n‘aurait probablement qu’un faible effet sur 1la diminution des
teneurs en micropolluants organiques des sols. L’application des
normes 4’épandages existantes (7,5 T m.s. par hectare et sur
trois années ([D.F.I. 1984]1) doit étre plus scrupuleusement
respectée. Les figqures 27 et 28 montrent que souvent ce n’est pas
le cas.
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2) L°INTERACTION DES MICROPOLLUANTS AVEC LA MICROFAUNE DU SOL.

Le but de ce chapitre était de voir pourquoi dans certains
sols, fortement amendés en boue d’épuration, les PAH s’étaient
accumulés, contrairement aux observations faites pour la majoriteé
des sols agricoles que nous avons étudié.

Les deux tests respirométrigues n’'ont pas pu mettre en évidence
que de grandes quantités de boues d’épuration perturbent 1la
microflore du sol dans un sens néfaste & la dégradation des PAH.
En revanche, les tests ont montré que des apports de PAH purs aux
' sols se traduisent par des inhibitions de 1la respiration des
micro-organismes dont 1’importance varie en fonction de la nature
du sol.

A notre avis 1°’Ordonnance Fédérale sur 1les boues d’épuration
devrait prendre en compte les différents types de sols existants.
Des études plus approfondies, réunissant des écotoxicologues et
des pédologues, devraient dans les années a venir définir les
types de sol les plus aptes & recevoir des boues d’'épuration sans
risquer de trop perturber leurs biocénoses. Elles devraient tenir
compte de trois facteurs étroitement liés, & savoir : le taux de
matiéres organiques du sol, 1le degré de persistance des
micropolluants organiques et la fréguence des épandages de boues
d’'épuration. Ce dernier point influence sensiblement 1les deux
premiers.

3) L’INTERACTION DES MICROPOLLUANTS AVEC LES LOMBRICIENS.

On n’'insistera jamais assez sur le rdle fondamental qu’ont
les lombriciens dans les sols. Ils ont une fonction essentielle
d'aération et de structuration des sols et contribuent fortement
& leur fertilité. D’éventuelles contaminations des sols par des
polluants organiques et métalliques peuvent avoir des
conséquences dgraves sur les lombriciens, telles que des
mortalités ou des pénétrations de polluants dans leurs tissus. Ce
dernier point est particulieérement important & étudier car on
sait que les vers de terre constituent la base de 1l alimentation
de certains oiseaux et mammiféres.

Dans ce chapitre nous avons montré que les 1lombriciens agissent
de fagon dynamique face aux micropolluants organiques présents
dans le sol. Cette action réside davantage dans des modifications
de proportions de micropolluants organiques dans leurs tissus par
rapport a celles du sol dans lequel ils vivent, que dans un réel
mécanisme d’accumulation qui est difficile & prouver et dont
l’existence reste hypothétique : il est difficile de comparer des
concentrations de polluants dans le sol, exprimées par rapport au
poids sec de celui-ci, avec celles détectées dans les tissus des
lombriciens et exprimées par rapport & 1leur poids frais (leur
poids sec n’ayant que peu de signification biologique).

Dans notre publication sur les méthodes d’extraction et d’analyse
des PCB des tissus des lombriciens (Annexe 4), nous avions émis
1"hypothése que les lombriciens puissent constituer un excellent
indicateur de la pollution des sols par les micropolluants.
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Actuellement nous devons nuancer cette supposition par le fait
que les micropolluants organiques contenus dans les tissus des
lombriciens varient souvent gqualitativement et quantitativement
de ceux contenus dans le sol.

Pour ce qui est de la contamination du sol proprement dit, ce
travail n‘a pas permi de montrer 1la valeur bioindicatrice des
lombriciens. Par contre nous avons montré qu‘en opérant une
sélection parmi les polluants qu’ils accumulent, les lombriciens
fournissent des renseignements intéressants sur les types de
polluants que les animaux, faisant partie des échelons supérieurs
du réseau trophique, risquent 4 ’accumuler.

Duvigneaud (1974) indique dans son 1livre "la synthése
écologique” que 1’écosystéme sol est l’entité biologigue
illustrant le mieux la complexité d’un écosystéme. Cette phrase
devralit étre inscrite a cété de chaque résultat obtenu dans ce
travail afin de ne pas trop vouloir les généraliser.

A partir du moment ou les micropolluants organiques sont mélangés
et souvent étroitement 1liés aux constituants du sol, leur
dégradation chimique, physique ou biologique ainsi que leur
Impact sur la biocénose dépendront fortement de ces liens.

Chagque sol étudié nous montrera sans doute un comportement
particulier des micropolluants. Cependant certaines grandes
tendances de comportement, probablement valables pour de nombreux
types de sol, se dégagent. La plupart d’entre elles ont été
discutées dans ce travail :

- Les micropolluants peu dégradables tels que les PCB et
les PAH sont principalement apportés dans les sols
agricoles par les précipitations atmosphériques.

- Ils s’ accumulent dans les premiers centimétres de 1la
couche superficielle du sol.

- Leur persistance est étroitement liée & 1la teneur en
matiére organique du sol.

- Ils influencent l’activité des micro-organismes du sol a
des degrés divers, dépendants principalement de la nature
du sol.

- Ils sont absorbés sélectivement dans les tissus des
lombriciens sans y étre systématiquement bio-accumulés.
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ANNEXE |

La conservation des échantillons.

Le but de ce court chapitre est de montrer 1’importance
d’‘une conservation adéquate des échantillons desquels on devra
extraire et analyser les micropolluants organiques, en
particulier les PAH.

1) INTRODUCTION.

Lorsqu‘un chercheur doit effectuer une étude sur 1la
contamination d’un sol par des micropolluants organiques il doit
souvent, a4 un moment précis de sa recherche , prélever plusieurs
dizaines d'échantillons de sol pendant la méme journée. Dans le
cas des PAH les procédures d’extraction et de purification des
échantillons prennent deux journées pour 6 échantillons. 8Si une
technique de conservation adéquate des échantillons n’est pas
adoptée, les derniers échantillons analysés auront eu tout le
temps de voir se dégrader une partie des PAH qu’ils contiennent.
La littérature scientifique est en général trés peu claire sur
les techniques de conservation des échantillons et en particulier
en ce qui concerne celles qui visent & conserver convenablement
les PAH. Nous avons donc décidé d'effectuer un test de
conservation d’'échantillons sur une période de 8 mois.

2) LA CONCEPTION DU TEST.

En premier lieu il nous a fallu choisir 1le substrat sur

lequel appliquer notre test de conservation. Deux types
d’échantillons étaient tout indiqués : un échantillon de sol ou
un échantillon de boue d’'épuration. En effet, c’étaient de 1loin
les deux types d’échantillons sur lesquels nous étions amenés a
effectuer le plus d’'analyses de PAH. Finalement notre choix s’est
porté vers un échantillon de boue d‘’épuration car souvent les
concentrations en PAH que 1l‘on y détecte sont bien plus
importantes que celles des sols. Le test y gagnerait certainement
en précision analytique.
Nous avons prélevé un échantillon assez important de boue
d’épuration auquel nous avons appliqué les techniques habituelles
d’extraction et de purification afin d’analyser les PAH. Mais a
chaque étape de l’analyse nous avons conservé une partie de
l’échantillon traité tel quel. Le restant de 1la procédure
analytique serait effectué lors de la quantification finale en
PAH de 1l’échantillon. Nous disposions ainsi d‘'une série
d’échantillons plus ou moins évolués dans la procédure
analytique. Nous espérions ainsi pouvoir déterminer sous quelle
forme les échantillons conservent le mieux leurs PAH durant une
longue période. Les échantillons furent conservés sous 6 formes.
Leurs dénominations ainsi qu‘une échelle d’évolution analytique
sont représentées sur la figure 68.
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Bowe d'épuration
brute (nop traitée)
d'épurstion
_agghimee
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Figure 68: Les 6 formes de conservation des échantillons et leur
degré 4’avancement dans la procédure analytique.

Quelques détails au sujet des six formes de conservation suivent

4 présent

La boue brute: C’est une boue digérée primaire de la station
d’épuration de Morges. Elle est déshydratée par pression pour
contenir * 40% de matiéres séches. Ce type de boue a été choisi
car des quantités assez importantes de matiéres séches sont
nécessaires pour les analyses. Six portions de boue ont été
réparties dans des béchers et pesées avec précision car 1le taux
d'humidité de ces boues peut varier durant les 8 mois que dure le
test. Les portions sont conservées au frigo a 4°C et a 1'abri de
toute lumiére.

La boue lyophilisée: Dés son arrivée au laboratoire une partie de
la boue brute est 1lyophilisée. Le 1lyophilisat est recueilli,
tamisé 3 1 mm et homogénéisé par agitation mécanique durant 1
heure. La poudre est ensuite stockée au frigo a 49°C et a 1l'abri
de toute lumiére.

La boue séchée A& 105°C: De méme que pour la lyophilisation, une
partie de la boue brute est séchée a 105°C et tamisée a4 1 mm. La
poudre obtenue est aussi conservée au frigo a 4°C et a 1’abri de
toute lumiére.

L’extrait non purifié de boue: On extrait 1les polluants d‘une
portion de 1la boue brute selon 1la procédure de 1la fiche
analytique No 1 en annexe de ce travail. L‘extrait hexane est
conservé tel quel au frigo 4 4°C et & 1’abri de toute lumiére. A
chaque stade dQu test de conservation et aprés une agitation
magnétique de 1 heure, une aliquote de cette phase hexane est
prélevée en vue de poursuivre l’analyse et de quantifier les PAH.
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Les extraits purifiés de boue: Pour le dernier lot de boue brute,
les procédures d’extraction et de purification sont menées a leur
terme selon les fiches analytiques 1 et 4. Un extrait purifié est
conservé 4 4°C et un autre A& température ambiante. Les deux
extraits sont conditionnés dans du diméthylsulfoxide (DMSO) et
sont conservés 4 1‘abri de la lumiére.

CONCENTRATION EN PHENANTHRENE (mg/Kg ps.)

0,2 ®—@ Boue brute O—0 Extrait non purifié
0---® Lyophilisation =@ Exirait puritié (4°)
01} ©-O Séchage & 105° O--<0 Extrait purifié (25°)

- | 1

o0 3'0 GJO Sb 150 12.30 180 210 240
temps (jours)

Figure 69: comportement du phénanthréne d’un
échantillon de boue d'épuration soumis & 6
méthodes de conservation différentes.

Les dates des analyses des six types d‘échantillons sont les
suivantes

- Prélévement de la boue et premiére analyse : 09/07/1985

- Seconde analyse : 14/08/71985
- Troisiéme analyse : 26/09/1985
- Quatriéme analyse : 0971071985
- Cinquiéme analyse : 09/12/1985

- Sixiéme analyse : 08/704/1986
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3) RESULTATS ET DISCUSSION.

La figure 69 montre 1les résultats obtenus pour le
phénanthréne. Elle montre que deux méthodes de conservation des
échantillons sont & rejeter d’'emblée : la conservation de la boue
sous forme brute et celle aprés un séchage a 105°C. La boue brute
perd plus de la moitié de son phénanthréne en un mois de temps:;
ceci est vraisemblablement dG aux activités bactériennes de 1la
boue. Le séchage de la boue & 105°C est désastreux car il diminue
de plus de 70% la teneur en phénanthréne de la boue brute de
départ. Cette perte se crée probablement par volatilisation pure
et simple du PAH. Ces deux observations sont valables également
pour les autres PAH étudiés dans ce travail, tout en remarquant
cependant une atténuation des deux phénoménes en fontion de
l1"augmentation du nombre de cycles des PAH.

Trois méthodes de conservation des échantillons semblent assez
bonnes : la conservation aprés lyophilisation, celle sous forme
d’extrait hexane non purifié et celle sous forme d’extrait DMSO
purifié. Dans ce dernier cas la température ne semble pas Jjouer
de rb6le important dans la conservation des PAH, du moins en ce
qui concerne les deux températures testées : 4 et 25 °C.

Nous observons tout de méme qu'aucune des trois méthodes
précédentes n‘atteint la concentration maximale de 1,1 mg/kg P.S.
de phénanthréne obtenue lors d"une analyse effectuée
immédiatement aprés le prélévement de la boue.

Suite a ce test de conservation nous avons conclu gque la
lyophilisation était une des meilleures méthodes de préparation
des échantillons avant leur conservation pour une période plus ou
moins longue. Les autres méthodes prennent soit trop de temps,
soit détruisent les PAH des échantillons.
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ANNEXE 2

Les techniques analytiques.

Les technigques analytiques utilisées durant ce travail de
recherche sont rassemblées dans le présent chapitre. Une
attention toute particuliére est portée aux techniques
analytiques concernant les PAH car c’‘est la premiére fois
gu’elles ont été utilisées au laboratoire d’écotoxicologie de
1’EPFL. Ces techniques sont établies sous forme de fiches
numérotées auxquelles ce travail de recherche fait souvent
référence. Ces fiches analytiques sont subdivisées en 4 groupes
que voicli

1) Les techniques d’extraction des micropolluants,
2) Les techniques de purification des extraits,

3) La réalisation des standards,

4) Les techniques instrumentales d’analyse.

1) LES TECHNIQUES D’'EXTRACTION DES MICROPOLLUANTS ORGANIQUES.

I

|Fiche analytique No 1 : Extraction simultanée des hydrocarbures
|  polycycliques aromatiques (PAH) et des polychlorobiphényles

| (PCB) de tous les types d’échantillons de 1'écosystéme

I

terrestre, a4 l'exception des échantillons d’eau de pluie.
-

Références principales : Grimmer et al. 1975 et 1978, Hanus et
al. 1979, Hilpert et al. 1978, Knutzen et al. 1982.

Matériel

- 1 lyophilisateur (Secfroid, Minilyo I, 3002).

systéme de chauffage & reflux avec un condenseur Liebig.
ballons rodés de 250 ml.

cylindre gradué de 100 ml.

béchers de 400 ml.

N =N -

Réactifs
(Quantités nécessaires par échantillon & extraire)

~ méthanol (CHs OH, Merck) : 100 cm®
- hydroxyde de potassium (KOH, Merck) : 1lig
- n-hexane (CsH:., Malinckrodt) : 90-150 cmw’

Procédure

Les échantillons de sol et de boues sont 1lyophilisés dans 1la
mesure 4u possible. Environ 10g d’échantillon sec sont introduits
dans un ballon de 250 ml. On y ajoute 100 cm* de méthanol dans
lequel on a préalablement dissous 2N de KOH. On fait bouillir
légérement ce mélange a reflux pendant deux heures. On laisse
refroidir le tout. On rince les parois internes du refroidisseur
avec un peu de méthanol pur. On introduit la partie 1liquide de
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1’échantillon dans le ballon a décanter. On introduit ensuite 30
4 50 ml d hexane dans le ballon de 250 ml ou par agitation on
extrait les polluants de la partie solide de 1’échantillon. On
transvase ensuite 1'hexane dans 1le ballon a décanter pour
extraire cette fois 1les polluants de 1la partie liquide de
1‘échantillon. On répéte la procédure a 3 reprises.

Critique de la méthode

Cette méthode posséde deux avantages importants

Premiérement, par saponification 1les graisses contenues dans
1’échantillon acquiérent des groupements fonctionnels hydrophiles
qui rendent ces molécules solubles dans une phase aqueuse. Cette
sorte de premiére purification empéche ces graisses de passer
dans la phase organique lors de 1l’extraction des micropolluants
organiques en ampoule & décanter.

Deuxiémement, cette méthode d 'extraction ne forme presque Jamais
d'émulsions, ce qui évite une étape supplémentaire de
centrifugation.

Le désavantage de cette méthode réside dans un taux de
récupération moyen pour ces deux familles de micropolluants
organiques : * 80 %.
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iFiche analytique No 2 : Extraction simultanée des PAH, PCB et

| phtalates d’échantillons d'eau de pluie.
|

Références principales : Acheson et al. (1976), Caragay et al.
(1979), De Alencastro et al. (1983)

Matériel

ballon & fond plat de 2 litres,
agitateur magnétique,

barreau aimanté,

ballon rodé de 250 ml,

ampoule a décanter de 2 litres,
cylindre gradué de 100 ml,
bécher de 1 litre.

t
P prand fd  pd omd pd  fmad

Réactifs
{(Quantités nécessaires pour 1 échantillon & extraire)

- n-hexane (Cs H:«, Malinckrodt) : 150-200 cm’
- dichlorométhane (CH:Cl: , Merck) : 20-30 cm’

Procédure

L’échantillon d‘eau de pluie n’est pas filtré mais soumis & une
agitation vigoureuse avant 1’extraction. Un litre d’'eau est placé
dans un ballon de deux litres avec 60 ml d’un mélange d’'hexane et
de dichlorométhane (85/15 v/v). Le tout est mélangé par agitation
magnétique pendant 15 minutes. Le dichlorométhane renforce les
propriétés de dissolution de 1 'hexane, solvant de base pour Iles
PCB et les organo-chlorés [Rodriguez et al. 1980]. Le mélange est
transféré dans une ampoule a décanter. On laisse séparer les deux
phases durant 30 minutes. La phase organique est recueillie.
L’extraction de la phase aqueuse est répétée deux fois.

Critique de la méthode

Le dichlorométhane renforce les propriétés de dissolution de
1’hexane, solvant de base pour 1les PCB et 1les organo-chlorés
[Rodriguez et al., 1980]1. Cette propriété confére & cette méthode
d’extraction 1’avantage d’étre trés performante. Le désavantage
de la méthode réside dans le fait qu'on manipule des quantités
relativement importantes de dichlorométhane, solvant toxique. Un
travail permanent sous une hotte aspirante est indispensable.
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f

| Fiche analytique No 3 : Extraction des esters phtaliques Ades
| échantillons de boue d’épuration et de sols.

L

- — —J

Référence principale : Russel & Mc Duffie (1983)

Matériel

- 1 lyophilisateur (Secfroid, Minilyo I, 3002)

- 1 extracteur Ultra-Turrax (Janke & Kunkel - IKA WERK)
- 1 bécher 400 ml

- 1 ballon rodé de 250 ml

- 1 tube a centrifuger en quartz

- 1 centrifugeuse (MSE, 0-10.000 tours/min.)

Réactifs
(Quantité nécessaire pour 1 échantillon & extraire)

- n-hexane (Cs H:i« , Malinckrodt) : 30-60 cm’

Procédure

La fragilité des phtalates empéche une digestion préalable des
échantillons, qu‘elle soit basique ou acide. L‘échantillon de
boue ou de sol lyophilisé est pesé dans une éprouvette en quartz
pour la centrifugation. On y introduit 10 & 20 ocm® - d’hexane,
ensuite on introduit la téte de 1’extracteur et on soumet le
mélange & une agitation énergique durant 10 minutes. L’ensemble
est centrifugé & 2000 tours/min. durant 10 minutes. La phase
organique surnageante est recueillie dans un ballon propre. On

reprend la procédure d’extraction a deux reprises.
Critique de la méthode

Des émulsions trés tenaces se forment souvent avec les boues
d"épuration. Dans ce cas les procédures de centrifugation
prennent beaucoup de temps.
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2) LES TECHNIQUES DE PURIFICATION DES EXTRAITS.

Fiche analytique No 4 : Purification des extraits hexane
de tous les types d’échantillons de l’environnement contenant
des PAH: la partition liquide-liquide

I

=

Référence principale : Dunn et al., 1980
Matériel

- 3 ballons & décanter gradués de 100 ml
- 1 erlenmeyer de 400 ml
- 1 ballon poire de 250 ml

Réactifs
(Quantités nécessaires pour 1 échantillon & purifier)

- n-pentane (CsH:z2, Merck) : 60-80 ml

DMSO (CHs -SO-CH» , Fluka) : 20 ml

eau bidistillée, lavée & 1'hexane : 40 ml
sulfate de sodium anhydre : 10 g

Procédure

Cette technique de purification est destinée & séparer les PAH
des autres composés organiques. Elle fait suite aux fiches
analytiques 1 et 2. L’extrait hexane contenant 1les PAH est
transféré dans 5 ml de DMSO. Le solvant restant est évaporé.

T.es hydrocarbures alyphatiques sont éliminés en lavant le DMSO au
moyen de 10 ml de n-pentane . Les traces de PAH dissous par le
n-pentane sont extraites au moyen de 10 ml de DMSO frais.

Les alcools, 1les acides carboxyliques et les phénols sont
éliminés de la fagon suivante : on réunit les deux extraits de
DMSO, on ajoute 20 ml de pentane pur et 40 ml d’‘eau. L’eau qui
est en excés va chasser les PAH dans la phase pentane en prenant
leur place sur les sites nucléophiles du DMSO, sous forme de
liaisons hydrogénes. Les alcools, acides et phénols restent dans
la phase DMSO car leur liaisons par pont hydrogéne sont plus
stables que celles de 1’eau. Finalement on lave une derniére fois
la phase eau-DMSO avec une portion de 20 ml de pentane pur et on
réunit les phases pentanes dans un erlenmeyer contenant un peu de
Na: SO« anhydre. Cette étape sert & sécher convenablement
l"échantillon.

Critique de la méthode

Cette méthode de purification comporte un grand inconvénient
les multiples manipulations, en particulier les transvasements,
font que cette technique est trés imprécise quantitativement.
Elle est remplacée par la méthode de purification sur colonne
"alumine-silice" (Fiche analytique No 5).
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polycycliques aromatiques (PAH) et des polychlorobiphényles

—
| Fiche analytique No 5 : Séparation des hydrocarbures
I

| (PCB) par chromatographie sur colonne.

L

—_—_— . J

Référence principale : Albaigés et al., 1982.
Matériel

- 1 colonne en verre avec robinet en téflon, longueur : 30-40 cm,
diamétre : 1 cm.

béchers de 50 cm’

petits entonnoirs en verre

baguette de verre de 50 cm

creusets en porcelaine de 150 cm’

dessicateur

pipette graducée de 5 ml

bouteilles en verre brun de 100 ml avec capsule & vis

|
(SR S AN S 6

Réactifs
(Quantités nécessaires pour 1 échantillon & purifier).

- Oxide d’aluminium actif 90 (Merck), Al:0:, 0,063-0,2 mm : 8g
- Gel de silice 40 (Merck), Si0:, 0,063-0,2 mm : 8g

- Eau bidistillée, lavée a 1 'hexane : 0,8 cm’

- N-hexane (Mallinckrodt), CsHia, 90 cm’

- Dichlorométhane (Merck), CH:Cl:, 10 cw’

- Laine de verre

Procédure

Cette méthode de purification sert a séparer les PCB d’une part
et 1les PAH d’autre part des autres substances organigques
présentes dans les échantillons. Elle fait suite aux fiches
analytiques 1 et 2.

a. Préparation des poudres : 1l‘'oxyde d'aluminium et 1le gel de
silice sont activés respectivement & 110 °C et a 300 °C durant 12
heures dans les creusets en porcelaine. Aprés refroidissement des
poudres & température ambiante dans un dessicateur, on transfere
les quantités nécessaires d'oxyde d’aluminium et de gel de silice
dans des bouteilles en verre brun. On ajuste ensuite 1leur taux
d’humidité en ajoutant avec précision 5% (poids/poids) d’eau
bidistilée. On ferme les bouteilles et on les agite
vigoureusement durant 2 minutes. On laisse reposer 1les poudres
durant 12 heures en dessicateur avant leur utilisation. A partir
de ce moment les poudres humidifiées sont valables durant 24
heures.

b. Remplissage de la colonne (figure 70) : on introduit dans 1la
colonne un manchon de laine de verre au moyen d‘'une baguette de
verre. Le manchon ne doit pas étre +trop épais pour éviter 1le
colmatage de la colonne. On remplit ensuite la colonne d’hexane
jusqu’au 3/4 de sa hauteur. On pése 8g de gel de silice dans un
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petit bécher et on introduit la poudre dans la colonne au moyen
d'un petit entonnoir. On procéde ensuite de la méme fagon pour
1’oxyde d’aluminium. Finalement on laisse s’écouler 1 hexane
jusqu’a 1/2 cm au dessus de la surface de la poudre.

c. Elution : l’échantillon & traiter est concentré Jjusqu'a 2-3
cm’ . On l1'introduit en téte de colonne au moyen d’une pipette
pasteur. On en incorpore un maximum dans la poudre par une bréve
ouverture du robinet en teflon. On procéde ensuite aux élutions
suivantes

- 20 ml d'hexane : entraine les hydrocarbures saturés et
les oléfines.

- 20 ml d°’un mélange d'hexane et de dichlorométhane
(90/10) : entraine les hydrocarbures monoaromatiques et les PCB.

- 40 ml d’un mélange d'hexane et de dichlorométhane
(80/20) : entraine les hydrocarbures polycycliques aromatiques.

Extrait hexane de f'échantilion

Solvant de Evaporé 3 0,5 ml
départ:

/___ n-hexane Colonne alumine

40 m| hexane suivi de
20 mi benzéne

on ¢limine les 35 premiers ml
i »

fraction :?-SS ml

Al: 0 (8g) l(lolonne de gel de siha

;: ' 'o on ajoute 20 ml d'un mélange
0 °° benzéne-acétone (90:10 v/v)
¢ o1 .
o %o &—— SiC: (8g) on élimine les 20 premiers ml
o0 d i
"\_ fraction 2f-35 ml
Laine de verre Esters phialiques
dimethy!  butyl benzyl
diethyl di-2-ethylheryl
dialiyl diphenyl
Figure : remplissage di-o-butyl ~ di-g-octyl
de la colonne. di-n-hexyl
Figure 70: remplissage de 1la Figure 71: schéma d'élution
colonne en vue de la sépara- pour séparer les esters phta-
tion des PAH et des PCB. liques de tous types d’échan-
(Fiche analytique No 5) tillons (Fiche analytique No 6)

Critique de la méthode

Cette méthode permet de traiter simultanément PAH et PCB, ce qui
représente un gain de temps important. La méthode est trés
précise, les taux de récupération d’échantillons dopés sont
compris entre 92 et 96%.
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'
|Fiche analytique No 6 : Purification des extraits de phtalates
|de tous les types d‘échantillons de 1’environnement par double

| colonne "alumine-silice".
L

I

Référence principale : Russel & Mc Duffie, 1983
Matériel

- 2 colonnes en verre avec robinet en teflon, longueur 40 cm,
diamétre 1 cm.

béchers de 50 cm’

petits entonnoirs en verre

baguette en verre de 50 cm

creusets en porcelaine de 150 cmw’

dessicateur

pipette graduée de S ml.

bouteilles en verre brun de 100 ml avec capsule & vis.

|
N === NN

Réactifs
(gquantités nécessaires pour 1 échantillon & purifier)

- oxide d’aluminium actif 90 (Al:0., 0,063-0,2 mm, Merck): 8g
- gel de silice 40 (Si0G:, 0,063-0,2 mm, Merck): 8g

- sulfate de sodium anhydre (Na: SO« , Merck) : 5g

- eau bidistillée : 1 cm’

- n-hexane (CsHi+, Mallinckrodt): 40 ml

- benzéne (CeHe , Merck) : 20 ml

Procédure

Cette méthode de purification est destinée a séparer
quantitativement les esters phtaliques d’un maximum de substances
organiques interférentes. Elle fait suite &4 la fiche analytique
No 3.

a. La préparation des poudres : elle se fait de la méme fagon que
celle de la fiche analytique No 5, sauf que les deux poudres sont
activées & 210 °C et qu’on 1les désactive au moyen d’eau
bidistillée & raison de 9% (poids/poids) pour 1l 'alumine et 0,3%
(poids/poids) pour le gel de silice.

b. Le remplissage des colonnes : La maniére de procéder est 1la
méme que celle de la fiche analytique No 5, sauf que dans ce cas
on introduit les deux poudres dans deux colonnes différentes, qui
chacune sont ensuite additionnées d’1g de Na: SO+ anhydre.

¢. Elution: Elle s'effectue selon le schéma de la figure 71.
Critique de la méthode
Cette méthode de purification a le désavantage d’étre treés

longue, mais 1le résultat est concluant. Peu de pertes
d'échantillon et excellent taux de récupération (% 95%).
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3). LES STANDARDS DE MICROPOLLUANTS ORGANIQUES.

1

Fiche analytique No 7 : Les standards de PAH |

N

Les 15 PAH sélectionnés en vue de la constitution d’un standard
ont été tous obtenus & l1’'état de cristaux. Le tableau 29 cite le
nom des firmes auprés desquelles les PAH ont été achetés, ainsi
que leur degré de pureté. Les cristaux de PAH ont été dissous
dans du 2-propanocl pour le naphthaléne, 1’acenaphthéne, le
fluoréne et le phénanthrene et dans du chloroforme pour tous les
autres PAH. Le chloroforme a été évaporé au moyen d‘'un léger
courant d'azote. Aprés quelques dilutions en jaugé de précision,
les PAH ont été finalement conservés dans du 2-propancl. Tomingas
(1979) affirme que la stabilité des standards dépend fortement du
solvant utilisé. Le méthanol serait un trés mauvais solvant de
conservation. Par contre des fractions de PAH dissoutes dans du
2-propanol et stockées pendant 1 an &4 4 °C dans 1°obscurité ne
montrent pas de modifications de concentration. Nous pouvons
confirmer cette constatation étant donné que notre standard a été
conservé dans les mémes conditions que celui de Tomingas (1979).
Un nouveau standard a été constitué 16 mois aprés le premier. Les
hauteurs des pics des 2 standards de dibenz(a,h)anthracéne ont
été comparées (Tableau 28).

Tableau 28: Comparaison de 2 standards de dibenz(a,h)anthracéne
constitués & 16 mois d’'intervale 1'un de 1l’autre.

T ]!

W
| STANDARDS

' T {

| HAUTEURS DES PICS (mm) | X | X | © I
I (mgs/1l) | Injection 1 Injection 2 | jcorrigé| I
| = — - + a:
| A (0,86)| 92,0 107.0 | 99,5 | 99,5 | 10,6 |
| B (0,90)] 98,5 104,7 | 101,2 | 96,7 | 3,9 |

Les hauteurs moyennes corrigées en fonction des concentrations de
départ sont statistiquement égales (a=0,05).

Deux mélanges de standards ont finalement é&té préparés. Le
standard 1 est 25 X plus concentré que le standard 2. Il est
utile de travailler avec 2 standards de concentrations treés
différentes de fagon & pouvoir réaliser pour chaque échantillon
une adéquation en termes de concentration avec le standard le
plus proche. La précision analytique s’en trouve améliorée.

On remarque que les concentrations des différents PAH varient
fortement dans un méme standard. Ces variations proviennent du
fait que chaque PAH a une réponse trés différente au détecteur de
fluorescence.

Lors de la quantification des PAH dans les échantillons destinés
aux tests respirométriques, nous avons utilisé une méthode par
chromatographie en phase gazeuse (Fiche analytique No 11). Le
standard utilisé (standard 3) était un mélange de 3,87 mg/1l de
phénanthréne, 3,98 mg/l de fluoranthéne, 3,74 mg/l de pyréne et
7,37 mg/l de benzo(a)pyréne. Le mélange était constitué dans du
2- propanol.
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Tableau 29: Les concentrations des 2 mélanges de standards de PAH

F — T T Bl N
i PAH | Firme | Pureté | Standard 1 | Standard 2|
| | (*) ] (%) | (mg/1 DMSO) | (pg/1 DMSO)|
- —+ - | +- |
|Naphthaléne | 1 | 99 [ 4,66 | 185 i
| Acenaphthéne ] 2 | 99 | 2,49 | 99 I
Fluoréne | 2 | 98 I 2,35 | 93 I
[Phénanthréne | 2 | 98 t 10,72 | 426 I
|Anthracéne | 2 | 99 | 0,34 | 13 I
|Fluoranthéne | 2 { 99 | 7,31 | 290 i
|Pyréne | 2 | 99 | 1,29 | 51 I
[Benzo(a)Anthracéne | 2 | 99 | 0,68 { 27 i
IChryséne l 2 | 98 | 8,60 | 342 I
|Benzo(e)Pyréne ! 2 | 99 ! 3,83 | 152 1
[Benzo(b)Fluoranthéne | 3 [ 99 | 2,55 [ 101 0
[Benzo(k)Fluoranthéne | 3 | 99 [ 0,25 | 10 0
[Benzo(a)Pyréne | 2 ! 98 | 0,28 i 11 I
IDibenz(a,h)Anthraceéne| 2 | 98 | 0,86 | 34 I
[Benzo(g,h,i)Peryléne | 2 { 98 l 0,96 | 38 i

(*)

w =
won

Analabs,

Fluka, CH-9470 Buchs
Janssen Chimica,

B-2340 Beerse

U.S.A-06473 North Haven
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Fiche analytique No 8 : Les standards de PCB

Deux mélanges de standards ont été utilisés pour quantifier les
PCB dans les échantillons de 1l environnement. Deux mélanges de
PCB commerciaux et un mélange de 35 congénéres purs de PCB.

- les mélanges commerciaux:
.mélange JT2 : 0,059 pg/ml d'Aroclor 1242
0,068 pug/ml d'Aroclor 1254 dans 1 'hexane
0,060 pug/ml d’'Aroclor 1260
.mélange JT3 ¢ 0,180 pg/ml 4'Aroclor 1242
0,200 pg/ml d'Aroclor 1254 dans h hexane
0,180 pg/ml 4 Aroclor 1260

- le mélange de congénéres purs (Tableau 30) :
Les congénéres assortis d'une étoile (*) ont été obtenus sous
forme de cristaux purs auprés de la firme Promochem (D-4230
Wesel). Les autres nous ont été fournis en solution par le
laboratoire de Wallenberg (S-10405 Stockholm).

Tableau 30: 1e mélange des 35 congénéres- purs de PCB

== N T I
] NUMERO { CONCENTRATION | SITES DE SUBSTITUTION ]
1 IUPAC | EN SOLUTION | 3122 % 1
} (Ballschmiter | (ng/g iso-octane) | 40_0‘. i
I 1980) | | -/ . i
H y - i 68 4
] 8 * o | 12,34 | 2-4" 1
i 28 » ¢+ | 15,64 ] 2.4-4" !
] 44 + | 12,54 | 2,3-2°,5" i
] 52 + | 12,53 | 2,5-2°,5" 1
[} 64 + 1 12,56 | 2,3,6-4" ]
| 70 I 12,59 | 2,5-3%,4" [}
! 84 | 12,79 | 2,3,6-2",3" {
] 87 | 11,92 | 2,3,4-2",5" ]
] 92 | 25,12 | 2,3,5-2",5" ]
] 9s + | 24,62 { 2,3,6-2°,5" 1
] 99 | 25,82 | 2,4,5-2" .4 ]
] 101 + | 25,18 | 2,4,5-2",5" |
] 108 | 12,24 ! 2,3,4-3" .4 ]
] 110 + | 25,43 | 2,3,6-3",4" i
| 118 | 25,18 i 2,4,5-3",4 ]
i 128 1 12,84 | 2,3,4-2",3",4° I
] 135 | 25,12 | 2,3,5-2',3",6° 1
1 138+ | 25,62 ] 2,3,4-2°,4",5" )
] 141 ¢ | 24,69 { 2,3,4,5-2",5" ]
1 149 + | 12,68 | 2,4,5-2',3",6"° §
] 151 » | 24,69 ] 2,3,5,6-2,5" I
i 153 + | 24,99 i 2,4,5-2",4",5" ]
] 156 ) 24,43 | 2,3.4,5-3',4" [}
] 167 | 13,03 | 2,4,5-3",4",5" ]
I 170+ | 24,56 | 2,3,4,5-2°,3",4° i
1 171 | 13,04 | 2,3,4,6-2",3",4" 1
] 172 | 25,32 | 2,3,4,5-2°.,3",5" ]
[} 177 | 25,07 1 2,3,5,6-2%,3" 4" ]
1 180 + | 12,81 !  2,3,4,5-2",4".,5° 1
1 183 | 25,82 | 2,3,4,6-2",4",5" ]
(] 187 + { 24,93 | 2,3,5,6-2",4",5" [}
[ 194 » + i 24,69 | 2,3,4,5-2",3*,4',5" ]
] 196 | 25,07 ] 2,3,4,5-2",3",4",6" ]
] 201 | 25,32 | 2,3,4,5-2°,3",5",6" ]
] 209 | 26,07 |1 2,3,4,5,6-2",3",4°,5",6" |

* : congénéres pures achetés chez Promochem
: congénéres purs illustrés sur la figure 4.

*




-174 A-

l 1
| Fiche analytique No 9 : Le standard d’esters phtaliques. !

L )

Les 6 phtalates sélectionnés en vue de la constituer un stan-
dard ont été obtenus auprés de la firme Supelco (CH-1196 Gland).
Les concentrations désirées, obtenues par dilutions successives
dans du DMSO, sont mentionnées dans le tableau 31.

Tableau 31: le standard d’esters phtaliques

I= T T ! —
I Phtalates |Abrev. |Pureté|Concentration (pg/ml DMSO) |
L 1 4 | Il
L | | i L
|Diméthyl-phtalate | DMP | 99% | 24,16 I
[Diéthyl-phtalate | DEP | 97% | 29,25 I
IDibutyl-phtalate | DBP | 97% | 30,86 i
|Butyl-benzyl-phtalate | BBP | 95% | 60,07 I
|Diéthyl-hexyl-phtalate| DEHP | 98% | 84,82 1
|Pioctyl-phtalate | DOP | 98% | 61,01 I
I T L . |
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4). LES SYSTEMES D’'ANALYSE ET DE DETECTION DES MICROPOLLUANTS.

| 1
| Fiche analytigque No 10 : La chromatographie liquide & haute |
| pression pour l’analyse des PAH. }
L J

Référence principale : Ogan et al., 1979

o
P 5 ‘f\‘%ﬁ
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Figure 72: Chromatogrammes en phase liquide représentant
un mélange standard de 15 PAH (a) ainsi que la fraction
aromatique d‘un extrait d’échantillon de sol. (Perkin-
Elmer série 4, colonne HC ODS-C18, dét. de fluorescence)
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Un chromatographe en phase liquide -Perkin-Elmer serie 4-, couplé
& un détecteur de fluorescence -Perkin-Elmer LS 5- a été wutilisé
afin de quantifier les PAH dans les échantillons. La séparation
des PAH a été effectuée au moyen d'une colonne ‘"phase inversée"
HC ODS/Sil-X de Perkin-Elmer. Le diamétre interne de la colonne
est de 0,26cm et le diamétre des particules est de 10p. La
colonne est égquipée d'une précolonne Supelco LC-18 servant a
retenir les impuretés qui subsistent éventuellement aprés 1la
phase de purification des échantillons.

La figure 72 montre un exemple de chromatogramme obtenu, d’une
part pour le standard 1 (a) et d’autre part pour un extrait de
sol (b). Ces chromatogrammes sont assortis d’une échelle de
temps, d°une courbe de programmation du mélange de solvants
"eau-acétonitrile” pour la séparation des PAH et des couples de
longueurs d’ondes d’excitation et d'émission sélectionnés pour la
détection des PAH. I1 est & noter qu’aprés chaque chromatogramme
obtenu, un lavage de la colonne avec de 1'acétonitrile pur est
effectué durant 30 minutes afin d’éliminer toute trace de PAH
pouvant subsister dans la colonne.

Le calcul de la concentration des PAH:
Ce calcul s’est fait selon la formule suivante

H: X Vol.1 X std.

Concentration =
H: X Vol.2

H. Hauteur dqu pic de PAH de concentration inconnue (mm)

H: Hauteur dqu pic de PAH du standard (mm)

Vol. 1 = volume de 1l ’extrait final purifié (ml)

Vol. 2 = volume de 1 'échantillon liquide & analyser (ml)
ou poids sec¢ de 1 échantillon solide (g)

concentration du standard (pg.g' ' ou pug.ml ')

sta.

Tous les volumes d'injection dans 1°HPLC sont fixés a 6pl par 1la
boucle d‘injection.
Le poids sec¢ des échantillons & analyser est obtenu par un séjour
de 24 heures minimum dans un lyophilisateur Secfroid (Minilyo I,
3002) dans lequel une pression égale ou inférieure a 0,1 mbar
doit étre obtenue.

La reproductibilité des réponses et des temps de rétention par
le détecteur de fluorescence.

Le standard 1 a été injecté & 5 reprises dans 1la colonne
analytique selon 1les conditions spécifiées en début de
paragraphe. La premiére injection est prise comme référence a
laquelle 1les 4 autres sont comparées. Les résultats des
reproductibilités des réponses du détecteur et des temps de
rétention sont indiquées respectivement sur les tableaux 32 et 33.
En ce qui concerne les déviations standards relatives (o:.) des
réponses du détecteur, elles varient entre 9.10°°% et 7,5% et
entre 0,1% et 1,8% pour les temps de rétention. Comparons ces
résultats avec ceux obtenus par Bulman et al. (1985).
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Tableau 32 Reproductibilité des réponses du détecteur de
fluorescence pour les 15 PAH du standards 1

T T L]
MOYENNE |VARIANCE|VARIANCE]

L L Ll

| PAH | CONCENTRATIONS (mg/1) 1

1 ! { { |RELATIVE]
1 | Cal. 2 3 4 S X } ° | % 1
[} I l — ;) v
L 4 L T L] . 4
I Nph | 4,66 4,66 4,53 4,66 4,66) 4,63 | 6.10° 1,2 [}
§ Ace | 2,49 2,46 2,37 2,67 2,52y 2,50 | 1.10°* | 4,7 |
I F | 2,35 2,35 2,27 2,58 2,43| 2.40 | 1.10°* | 5,0 |
I Phe {10,72 10,72 10,41 11,33 10,57) 10.75 | 3.10-*' | 3,3
P An | 0,34 0,34 0,33 0,33 0,35, 0,34 | 1.10°7 | 2,5 |
J F ) 7,31 7,31 6,81 6,81 7,06 7,06 | 2.10°* | 3.10°7 |
) Pyr 1,29 1,24 1,29 1,09 1,34} 1,25 | 1.10°" | 7,5 []
jB(a)A} 0,68 0,67 0,66 0,67 0,66] 0,67 | 1.100% | 1,2 ]
{ Chy | 8,60 8,33 8,06 8,33 8,60] 8,38 [ 2.10°' | 3.10°7 |
{B(e)P] 3,83 3,66 3,61 3,66 3,774 3,71 | 9.10°* | 2.10°* |
IB(b)F| 2,55 2,37 2,55 2,55 2,73 2,55 | 1.10°* | S.10°* }
IB(K)F{ 0,25 0,24 0,24 0,25 0,25( 0,25 | S.10°* | 2.10°* |
|B(a)p} 0,28 0,28 0,27 0,28 0,28/ 0,28 | 4.10°* | 2.10°* }
| DBA | 0,86 0,84 0,83 0,81 0,84; 0,84 | 2.10°7 | 2.10°? |{
§BP | 0,96 0,98 0,98 0,98 0,97| 0,97 | 9.10°* | 9.10°2 |

Par rapport aux chiffres donnés dans cette recherche, les
déviations standard relatives en ce qui concerne les réponses du
détecteur, sont équivalentes, mais elles sont moins bonnes pour
les temps de rétention par rapport aux chiffres donnés dans cette
recherche. La meilleure reproductibilité des temps de rétention
obtenue par Bulman et al. (1985), provient du fait que ces
chercheurs laissent couler nuit et jour du solvant & travers la
colonne analytique. Cette mesure n’a Jjamais été adoptée dans
notre laboratoire par souci d’'économie. De plus nous avons
remarqué durant toute 1la durée de cette recherche que la
fiabilité des temps de rétention n‘était pas le point fort de la
pompe HPLC Sigma 4 de Perkin-Elmer. Cette constatation est
principalement vérifiée pour les temps de rétention intervenant
lors des modifications des proportions des solvants.

Tableau 33: Reproductibilité des temps de rétention des 15 PAH.

o T L L
§PAH | TEMPS DE RETENTIONS (min.) |MOYENNE |VARIANCE|VARIANCE]
! |1 f ] |RELATIVE]
1 | Cal. 2 3 4 S | x i [ | ] 1
[ i Il -4 3 |
| H N H
iNph | 8,7 89 8,6 8,8 8,8 | 8,78 | 0,11 { 1,3 |
{ Ace (13,5 14,0 13,7 13,9 13,8 | 13,78 | 0,19 | 1,4 ]
| F 115, 15,7 15,2 15,5 15,0 { 15,38 | 0,28 | 1,8 [
] Phe (18,9 19,6 19,0 19,3 19,0 ) 19,16 | 0,29 | 1,5 i
I An (25,2 25,3 25,7 25.1 25,0 | 25,26 | 0,27 | 1.1 |
] Ft 32,0 31,5 31,9 31,8 32,0 | 31,84 | 0,21 | 0,6 |
f Pyr |35,7 35,6 35,4 35,6 35,51 35,56 | 0.11 | 0.3 ]
§B(a)A|41,5 41,4 41,3 41,4 41,4 | 41,40 | 0,07 | 0,2 1
I Chy 42,5 42,4 42,4 42,3 42,4 | 42,40 | 0,07 | 0,2 ]
{B(e)P(44.6 44,6 44,5 44,6 44,6 | 55,58 | 0,04 | 0.1 ]
IB(D)F|45,8 45,8 45,7 45,8 45,8 | 45,78 | 0,04 | 0,1 ]
IB(K)F|47,.5 47,6 47,5 47,6 47,6 | 47,56 | 0,05 { 0,1 1
iB(a)P|48,9 49,0 49,0 49,1 49,0 | 49,00 | 0,07 | 0,1 ]
| DBA 54,3 54,2 54,3 54,3 54,3 | 54,28 { 0,04 | 0,1 1
! BP !55,2 55,4 55,3 55,2 55,3 | 55,28 | 0,08 | 0,2 ]
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1

| Fiche analytique No 11 : La chromatographie en phase gazeuse
| pour la détection des PAH.
L

Les échantillons purifiés sont injectés dans un
chromatographe Dany équipé d ‘une unité de vaporisation
thermiquement contrdélée (PTV). Ce systéme permet d’injecter a
froid 1’échantillon sur une précolonne. En 15 secondes
l1’échantillon est porté a 300°C. Cette technique permet d’une
part une meilleure élimination du solvant et d autre part empéche
que des résidus non volatils n’entrent dans la colonne
capillaire. La colonne capillaire utilisée est en silice fondue
revétue d’une phase mobile réticulée Supelco SPB-5 (SE-54), de
diamétre interne de 0,25 pm et de longueur de 50m. La température
de 1l'injecteur PTV est programmée afin qu’elle reste pendant 1
seconde a 50°C, qu’elle monte ensuite en 5 secondes a 300°C pour
rester & cette température durant 55 secondes. Le programme des
conditions de température du four est le suivant

480 sec. a 270°C

3,5%C/min.

60 sec. a 120°¢C

Le détecteur est & une température de 290°C. Le gaz vecteur est
de l1’azote 50 passant & travers un purificateur de gaz & charbon
actif Supelco. La flamme du détecteur est formée par la
combustion d4’un mélange d hydrogéne et d’air dans les proportions
2/1.

La quantification des PAH se fait par comparaison des hauteurs
des pics de l’échantillon par rapport & celles du standard 3
(Fiche analytique No 7) injecté le méme jour.
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Fiche analytique No 12 : La chromatographie en phase gazeuse
pour la détection des PCB.

- — ——

—J

Les échantillons purifiés sont injectés en mode "split" (1/12)
dans un chromatographe Perkin-Elmer Sigma 2 muni d’une colonne
capillaire en silice fondue revétue d'une phase mobile réticuée
Supelco SPB- 5 (diamétre interne = 0,25 pm, longueur = 30 m).

La température de 1l injecteur est de 275°C et celle du détecteur
de 350°C. Le programme des conditions établit une variation de la
température du four en deux paliers :
5 min a 285°C
2 min. a 265°C_~5%/min.

1 sec. a 130°¢_773,5%C/min.

Le second palier 4 285°C est un processus de nettoyage rapide de
la colonne.

La quantification des PCB a été faite par comparaison des
surfaces de 33 pics d'un des deux standards JT2 ou JT3 (Fiche
analytique No 8) avec celles des pics correspondants dans le
chromatogramme de 1’échantillon. Cette méthode nécessite un
programme de calcul installé sur un ordinateur personnel Hewlett-
Packard 9845 B. L°intégration des pics a été effectuée au moyen
d’un appareil de traitement des données Perkin-Elmer Sigma 10.
Dans le cas des congénéres purs de PCB une simple comparaison
entre la surface du congénére & quantifier dans 1°échantillon et
celle du standard a été effectuée. Un exemple de chromatogramme
est illustré & la figure 73.

Mélange d'Aroclors 1242 + 1254 + 1260

Colonne en silice fondue SPB-5, 30m S
Le chromatogramme est achevé en 42 min.

e &
Ik
¢ 1l

f {
| | JMM“M LL

Figure 73: Chromatogramme d‘un standard de PCB du commerce.
Indication de la position de 15 congénéres de PCB importants.
(numéros encadrés = congénéres sélectionnés dans 1°étude des
voies de pénétration des PCB dans les sols agricoles, chapitre 3)

é.
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1
Fiche analytique No 13 : La quantification des esters |
|

phtaliques par chromatographie liquide & haute pression.
|

Le méme type d’ appareillage et de colonne
chromatographique a été utilisé pour 1°analyse des esters
phtaliques que dans 1le cas de l’analyse d’"'hydrocarbures
polycycliques aromatiques décrite & la fiche analytique No 10.
Une seule exception cependant : la détection des phtalates a été
effectuée au moyen d’un détecteur ultra-violet Coleman 55 dont la
longueur d°'onde de détection était fixée & 233 vm.

La durée chromatographique ainsi que 1la programmation des
solvants est illustrée par un exemple & la figure 74.

DBP\ DEHP
1007 N [ ankats EETTEETE 100
y
, 8o omp) )0 oop 180
t eof 160 =
c R c
(=}
g 40f | _ 140 3
< E «
" 20----_,«——) {20 .
d J
0_ L 1 1 1 I A i 1 [ 2 1 1 1 1 P

g O 4 8 12 16 20 24 28 30
100% H,0
2 temps (min.)

Figure 74: Chromatogramme en phase liquide d'un mélange de 6
standards de phtalates (a) et de 1la fraction phtalate d’un

échantillon de boue d’épuration (b).
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