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Introduction

Cadre du projet

Ce projet de recherche a été mené dans le cadre d'un contrat CIFRE entre le LGIT (Labora-
toire de Géophysique Interne et Tectonophysique), le LGCA (Laboratoire de Géodynamique des
Chaines Alpines) et la société Phytorestore. L’objectif de ce projet a été de réunir les compétences
scientifiques de ces centres de recherche et de cette société afin de comprendre les mécanismes de
rétention du cuivre sur de la tourbe végétalisée via 1’étude d’un procédé de traitement des eaux usées
développé par la société Phytorestore.

Les activités humaines liées aux évolutions industrielles du XIX® et XX° siécle ont déversé des
quantités importantes d’¢léments traces (ET) dans les compartiments liquides, solides et gazeux
de la terre augmentant ainsi leur concentration dans le milieu naturel. Les ET sont définis comme
I’ensemble des éléments présents dans I'un de ces compartiments au niveau du ppm. Lorsque cette
concentration excéde le seuil de toxicité, des effets nocifs pour les étres vivants, comme par exemple
la mort de poissons dans les riviéres, ou encore le jaunissement de la flore, sont observés. Il est donc
indispensable d’épurer les eaux usées avant leurs rejets dans le milieu naturel.

De nos jours la précipitation est la technique la plus employée pour purifier les eaux usées.
Cependant, avec cette technique il n’est pas possible d’obtenir des concentrations en E'T inférieures
a leur produit de solubilité. Or, ces valeurs sont le plus souvent supérieures aux normes en vigueur.
Fort de ce constat, des techniques alternatives ont été mises au point. Cependant, ces nouvelles
techniques sont souvent chéres (extraction liquide-liquide, électrodyalysis) et certaines difficiles a
mettre en oeuvre (osmose inverse). D’autres, comme I’adsorption et/ou I’échange d’ion sur une sur-
face sont peu onéreuses et efficaces. C’est notamment le cas de la complexation des ET sur de la
tourbe (Brown et al., 2000).

Le procédé étudié au cours de ce projet de recherche est celui des Jardins Filtrants™  alternative
écologique et économique & ’enfouissement et a l'incinération, développé par la société Phytores-
tore (http ://www.phytorestore.com/). Le traitement des sols pollués s’effectue selon deux étapes
successives :

1. Les sols contaminés sont mis en dépot dans des casiers rhizofiltrants ol sont appliqués des trai-
tements physico-chimiques. La végétalisation des casiers assure l’action combinée des plantes
et des microorganismes présents dans la rhizosphere, ce qui améliore la lixiviation des métaux,
transforme la fraction résiduelle sous des formes peu solubles et maintient la fertilité du sol.

2. Les filtrats, chargés en métaux lourds et issus de ces premiers casiers, sont récupérés par des
drains et alimentent un casier central (Figure 1) planté généralement de roseaux (Phragmites
australis, P.a.) et rempli d’'un mélange de tourbe noire (CP), de tourbe blonde (SP) et de
limon. Les ET contenus dans le filtrat sont fixés sur les particules de tourbe et & l'interface
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tourbe/racine par phytoséquestration.

Un site pilote a été mis en place en 2002 & Avrigny dans 1’Oise par la société Phytorestore. 11
comporte 5 casiers expérimentaux creusés dans le sol : quatre casiers rhizofiltrants traitent chacun
environ 3 tonnes de sol contaminé et un casier central phytoséquestrant assure en permanence la
collecte des eaux de drainage sur un lit de tourbe/limon (Figure 1). Le sol contaminé est issu de la
zone maraichére de la plaine de Pierrelaye. Ce périmétre de terre agricole d’environ 100 km? a été
pollué par des ET (principalement Cu, Zn et Pb) suite a lirrigation par des eaux usées non clarifiées
de la ville de Paris pendant prés d’un siécle.

Une premiére étude, réalisée dans le cadre de la thése de Tatiana Kirpichtchikova, visait & opti-
miser les traitements physico-chimiques dans les casiers rhizofiltrants du site pilote et & améliorer la
lixiviation des ET. Notre étude s’intéresse au traitement des filtrats issus des casiers rhizofiltrants,
& travers la compréhension des mécanismes de rétention des ET, et plus particuliérement du cuivre
et du zinc, dans le casier central (appelé par la suite filtre & tourbe ou casier a tourbe) et plus
particuliérement par les particules de tourbe et a 'interface tourbe/racines des roseaux.

FIGURE 1 Casier a tourbe de la station d’épura- |,
tion de Honfleur (France, 2005).

Objectifs du projet de recherche
Ce projet de recherche a trois objectifs principaux.

1. Le premier objectif est commercial. Il s’agit d’améliorer 'efficacité et la longévité du traitement
des filtrats dans le casier central en mesurant la capacité de rétention du cuivre des deux
tourbes. Il est alors possible de déterminer le taux de renouvellement de la tourbe afin que le
procédé conserve son efficacité au fil du temps.

2. Le deuxiéme objectif reléve d’un caractére plus fondamental. En effet, aujourd’hui il y a un
large consensus parmi la communauté scientifique pour croire que le risque pour les organismes
vivants associé & la présence d’ET est déterminé en large partie par la nature du complexe
ET-phase porteuse et non par la concentration de 'ET. Il est donc important de déterminer
la nature du complexe ET - phase porteuse afin d’évaluer 'impact du déversement d’ET vers
I’écosystéme. Parmi toutes les phases porteuses connues et identifiées, les substances humiques
(SH), présents en large quantité dans la tourbe, jouent un role prépondérant dans la mobilité
et la toxicité des ET dans le sol. Ces polymeéres naturels issus de ’activité biologique portent de
nombreux groupements fonctionnels capables de fixer les ET'. Il est donc essentiel de déterminer
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en particulier la nature du complexes ET - SH afin d’évaluer la biotoxicité et la mobilité des
ET dans les sols organiques.

3. Le troisiéme objectif de ce projet est d’estimer le potentiel de valorisation du cuivre et du zinc
retenus par la tourbe dans le casier en déterminant la nature des complexes d’adsorption. En
effet, si un de ces éléments est accumulé de fagon quantitative sous une forme exploitable dans
le casier central, il serait récupérable. C’est le principe du " biomining ", qui consiste & extraire
la fraction exploitable bioaccumulée, et de I'utiliser comme matiére premiére.

Moyens mis en oeuvre

Le caractére novateur de notre étude tient en la mise en oeuvre de techniques physico-chimiques
et de la spectroscopie X d’absorption sur rayonnement synchrotron.

La technique physico-chimique utilisée mesure les isothermes d’adsorption. Cette mesure carac-
térise macroscopiquement Daffinté et la capacité de rétention des deux tourbes vis-a-vis du cuivre
et du zinc.

La spectroscopie des rayons X détermine microscopiquement la nature des complexes d’ad-
sorption. Elle nécessite 'utilisation de rayonnement synchrotron généré par des électrons accélérés
a une vitesse proche de la lumiére dans un anneau de stockage. Ces instruments de mesure sont

modernes et trés performants.

Plan

Afin d’atteindre les objectifs proposés, ce rapport de thése se divisera en 4 grandes parties. La
premiére partie de ce projet visera a faire un état des connaissances de la chimie des SH et de leur
comportement vis & vis du cuivre. La deuxiéme partie portera sur une étude chimique des méca-
nismes de rétention du cuivre par les tourbes noires et blondes via des expériences de titrage et
d’isotherme d’absorption. Ces expériences estiment in fine la quantité et les constantes d’équilibre
protonique et du cuivre pour les groupements fonctionnels des deux tourbes. La troisiéme partie
s'intéressera & ’étude spectroscopique des mécanismes de rétention du cuivre par les SH via des
expériences d’absorption des rayons X. Ces expériences permettent d’évaluer I’environnement ato-
mique immeédiat du cuivre dans des échantillons synthétisés au laboratoire. Enfin, la quatriéme et
derniére partie portera sur 1’étude de la spéciation du cuivre et du zinc dans le casier & tourbe,

c’est-a-dire dans des conditions naturelles.

13



TABLE DES MATIERES

14



Premiére partie

Concepts utilisés
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Chapitre 1

La tourbe

1.1 Définition et formation de la tourbe

La tourbe se définit comme le produit de la fossilisation de débris végétaux par des microorga-
nismes (bactéries, anthropodes, champignons, microfaune) dans des milieux humides et pauvres en
oxygeéne que l'on appelle tourbiére sur un intervalle de temps compris entre 1 000 et 7 000 ans. Si
la tourbe est soumise a des conditions particuliéres de pression et de température causées par son
enfouissement, elle se transforme, au bout d’'une période de I’ordre du million d’années, en charbon.
Habituellement, on classe la tourbe en trois grandes catégories selon le type de végétaux supérieurs
dont elle est issue.

La tourbe blonde (ou SP pour Sphagnum peat) provient de la transformation des sphaignes
(figure 1.1). Elle est riche en fibre de cellulose et en carbone. Sa texture est fibrique. Ses autres traits
essentiels sont sa faible densité, sa forte teneur en eau et sa pauvre teneur en cendre minérale car
elle est souvent jeune (2 000 ans). Cette tourbe est 'une des deux tourbes utilisées dans le procédé
des Jardins Filtrants™.

La tourbe brune provient de la transformation de débris végétaux ligneux (arbres) et d’érica-
cées. Elle est composée de fibres mélangées & des éléments plus fins, provenant d’une dégradation
plus poussée des végétaux, lui donnant une texture mésique. Elle est plus agée (5 000 ans) que la
précédente.

La toube noire (ou CP pour Carex peat) provient de la transformation des cypréracées (Ca-
rex, figure 1.2). Elle est riche en particules minérales et organiques fines. Sa texture est saprique,
c’est-a-dire que la tourbe est plastique et moins fibreuse. Visuellement, la tourbe noire se distingue
facilement de la tourbe blonde par sa couleur foncée (figure 1.3). Une tourbe blonde trés ancienne
tend a se rapprocher, par certains caractéres, de la tourbe noire. Cette tourbe est I'une des deux
tourbes utilisées dans le procédé des Jardins Filtrants™.

1.2 Caractéristiques physiques et chimiques de la tourbe

La composition physique et chimique de la tourbe dépend de nombreux facteurs comme la na-
ture de la végétation, le climat régional, ’acidité de 'eau et le degré de diagenése. La tourbe est
constituée majoritairement d’eau et de cendre (entre 80 et 90 %). La tourbe séche est constituée tres
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CHAPITRE 1. LA TOURBE

FIGURE 1.1 Sphagnum sp. FI1GURE 1.2 Carez halleriana.

FIGURE 1.3 Observation microscopique de tourbe §
blonde (gauche) et noire (droite).
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CHAPITRE 1. LA TOURBE

majoritairement de MO (tableau 1.1).

Cette MO est principalement constituée de cellulose et de lignine. Ces deux constituants sont
géneéralement considérés comme inertes aux réactions d’adsorption (Stevenson, 1994). Cette MO
contient également des SH qui ont un fort pouvoir absorbant. Ces SH portent en effet des groupe-
ments polaires comme des groupements carboxyliques, alcools, aldéhydes, cétones et éthers capables
de fixer les ET. D’ou I'idée d’utiliser la tourbe comme absorbant pour la purification des eaux usées.

Tableau 1.1 Caractéristiques physiques et chimiques des trois types de tourbes de Baupte (Manche, France)
d’aprés Manneville (1999).

Type de Végétaux cr o/ (a % % de
tourbe constitutifs texture densité % C H,0P" P cendres
Blonde Sphaignes Fibrique 0.048 58.3 95 3.8 4
Brune Ericacces — Mesiquea 4091 546 88 5.6 4

arbres divers fibrique

Cypéracées ou  Mésique a

. 0.118 55.4 87 5.0 18.5
roseaux saprique

Noire

294 par rapport a la masse séche; ® % par rapport a la masse totale

1.3 Utilisation industrielle des propriétés d’adsorption de la tourbe

Autrefois utilisée comme combustible de cheminée ou comme matiéres premiéres a la construc-
tion de logement, la tourbe est aujourd’hui utilisée comme adsorbant possible au traitement des
eaux usées. La présence des groupements polaires ayant une grande affinité vis-a-vis des ET permet
cette utilisation. Le tableau 1.2 présente une liste non exhaustive des études menées sur la capacité
de rétention des tourbes vis & vis des ET. 1l est aujourd’hui admis que la tourbe est un sorbant
capable de retenir Ag, Al, Ba, Ca, Cd, Cu, Cr, Co, Cr, Fe, Hg, La, Mn, Mg, Na, Ni, Pb, Sb et Zn,
soit la majorité des E'T rencontrés dans les sols et les eaux. C’est pour cette raison que la société
Phytorestore utilise industriellement la tourbe dans son procédé de Jardins Filtrants™.

Comme, les SH sont les constituants réactifs de la tourbe. S’intéresser aux propriétés d’adsorption
de la tourbe passe par la connaissance approfondie des SH.
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CHAPITRE 1. LA TOURBE

Tableau 1.2 Quelques références bibliographiques sur l'adsorption des métaux par de la tourbe.

Auteur

Element étudié

Aho et Tummavori (1984)
Bencheikh-Lehocine (1989)

Bloom et McBride (1979)

Boyd et al. (1981)

Brown (1993)

Boulanger (1989)

Chen et al. (1990)

Chaney et Hundemann (1979)
Chistova et al. (1990)

Coupal et Lalancette (1976)

Crist et al. (1996)

Dissanayake et Weerasooriya (1981)
Gamble et al. (1970)

Gamble et al. (1976)
Gardea-Torresdey et al. (1996)
Gosset et al. (1986)

Ho et al. (1995)

Horacek et al. (1994)

Maslennikov et Kiselva (1989)
McKay et Porter (1997)

Sharma et Forster (1993)
Shiskowski et Viraraghavan (1993)
Spinti et al. (1995)

Trujillo et al. (1991)
Viraraghavan et Dronamraju (1993)
Wolf et al. (1977)

Cu(II)

Zn(I1)

Mn(IT), Fe(II), Co(IT), Ni(IT), Cu(IT), Zn(IT), La(III)
Cu(IT), Fe(II)

Cu, Cd, Zn, Pb, Al

Cr(VI)

Cu(II)

Cd

Fe(III), Cu(Il), Cr(II), Zn(II), Ni(II), Pb(II), Ba(II)
Hg, Cd, Zn, Cu, Fe, Ni, Cr(VI), Cr(III), Ag, Pb, Sb
Mg, Mn, Ca, Ni, Zn, Cd, Cu, Pb

Cu

Cu(IT)

Mn(IT)

Cu(II)

Cu(II), Cd(II), Zn(1I), Ni(1I)

Ni

Cu, Pb, Zn

Cu(IT), Zn(II), Fe(II), Ca(II)

Cu, Cd, Zn

Cr(IV)

Cr

Fe, Al, Pb, Cu, Cd, Zn, Ca, Mn, Mg, Na

Al, Cd, Zn, Ca, Mn, Mg

Cu, Ni, Zn

Pb, Cd, Cu, Zn
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Chapitre 2

Les substances humiques

Les substances humiques (SH) sont des amas polyélectrolytiques de structure complexe et variée.
Malgré cette complexité et cette diversité, il est possible d’obtenir des informations structurales
générales sur ce matériel grace & l'utilisation de méthodes analytiques appropriées.

2.1 De la tourbe aux substances humiques

La tourbe, et plus généralement les sols, sont un systéme complexe constitué de différents consti-
tuants, vivants ou non, qui peuvent interagir les uns avec les autres. Ces constituants se divisent
en deux grandes fractions : une fraction minérale (dont les propriétés ne seront pas exposées ici) et
une fraction organique. Comme nous ’avons vu précédemment, la distribution relative de ces deux
fractions dépend principalement du type de végétaux poussant sur la tourbe mais également des
conditions pédoclimatiques (pH, température, humidité et aération du sol) régnant lors la formation
de la tourbe.

La fraction organique se divise elle-méme en deux constituants (figure 2.1). Le premier constituant
est la matiére organique (MO) vivante qui englobe la totalité de la biomasse animale (microfaune,
organismes vivants), végétale (végétaux supérieurs et inférieurs, microflore), fongique (champignons)
et bactérienne en activité. Le deuxiéme constituant de la fraction organique est la MO morte qui
englobe la totalité de la nécromasse animale (déjections, cadavres), végétale (résidus végétaux, ex-
sudats), fongique (champignons morts) et bactérienne (bactéries morts). La nécromasse fraichement
déposée constitue la litiére de I'horizon supérieur du sol. Une fois dans le sol, cette nécromasse est
consommeée par différents organismes décomposeurs du sol (arthropodes, champignons, bactéries) qui
permettent leur fragmentation, leur digestion et leur incorporation dans le sol. Cette décomposition
se fait selon deux processus :

1. La minéralisation qui aboutit & la décomposition de la MO morte en substances non humiques
(iOIlS, COQ, HQO)

2. L’humification qui aboutit a la formation des SH.

2.2 Deéfinition des substances humiques

Les SH sont des polyméres naturels constitués principalement de C, H, O et accessoirement de
N, P et S qui proviennent de "’humification de la nécromasse. Les SH peuvent se diviser en trois
fractions en fonction de leur solubilité et de leur poids moléculaire :
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Fraction organique

T

Biomasse — Nécromasse
(Organismes vivants) [«——| (Organismes morts)

MinéralisM Nmiﬁcation

Substances non humiques Substances humiques
(ions, CO7, HyO) HA, FA,Humine

FIGURE 2.1 Devenir de la fraction organique dans les sols.

1. Les acides fulviques (FA) sont solubles pour toutes conditions de pH. De couleurs jaunes, ils
ont une masse moléculaire qui varie de 500 & 5 000 Da ou g.mol~!.

2. Les acides humiques (HA) ne sont solubles que pour un pH supérieur & 2. De couleur noire,
leur masse moléculaire varie de 10 000 & 300 000 Da ou g.mol~!.

3. L’humine est insoluble pour toute condition de pH. Sa masse moléculaire est de 100 000 & 1
000 000 Da ou g.mol~!. Sa structure est assez mal connue.

Les SH peuvent étre extraites a partir de sols, de sédiments, de tourbe, d’eau de riviére, de
mer, de lac ou méme de boue de station d’épuration. Comme les méthodes d’extraction sont innom-
brables, 'International Humic Substance Society (IHSS) a défini un protocole standard, maintenant
largement adopté, qui permet de comparer les différentes SH étudiées (Swift, 1996). Nous avons suivi
ce protocole d’extraction des HA et des FA dans ce travail.

2.3 Caractéristiques physiques et chimiques des substances humiques

Les caractéristiques physiques et chimiques moyennes des trois grandes fractions définies ci-dessus
sont données dans le tableau 2.1 et la figure 2.2. Physiquement, les SH se différencient aisément par
leur couleur sous incidence solaire. Tandis que les FA sont de couleur jaune-orangés, les HA et I’hu-
mine présentent une couleur plus foncée, proche du noir.

Chimiquement, les SH sont des macromolécules polyfonctionnelles contenant 50 & 70 % de com-
posés phénoliques et benzénes carboxyliques, et de 30 & 50% de chaines peptidiques et de polysac-
charides. Généralement, les HA ont une teneur en C plus élevée que les FA (55% vs. 45%) mais une
teneur en O plus faible (35% vs. 45%). La teneur en N décroit quand la masse moléculaire décroit.
Les teneurs en H et S sont semblables quelle que soit la fraction. Les rapports O/C, N/C et S/C
sont supérieurs pour les FA que pour les HA. Ce résultat suggére que les FA contiennent plus de
groupements fonctionnels par atome de carbone que les HA (Dudal et Gerard, 2004).

Les SH se singularisent des autres constituants organiques par leur polyfonctionnalité. Elles
contiennent en effet de nombreux groupements fonctionnels oxygénés (-COOH et -OH), et, dans une
moindre mesure, des groupements azotés (amide, NHy) et soufrés (thiol, acide sulfonique)(tableau
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Sol
y
SUBSTANCES HUMIQUES
A4
HUMINE ACIDES HUMIQUES ACIDES FULVIQUES
Insoluble a tous pH Insoluble a pH <2 Solubles a tous pH

Poids moléculaire décroissant (Da) >
1 000 000 100 000 1 000
Capacité d’échanges de cations et acidité croissante (mmol.g™) >
1 3 5 10
Teneurs en carbone (65 & 43 %) et en azote (6 a 1 %) décroissantes >
Teneurs en oxygene croissantes (30 a 50 %) >

FIGURE 2.2 Définition et propriété des substances humiques. D’aprés Stevenson (1994).

Tableau 2.1 Caractéristique physique et gammes de concentrations élémentaires (en %) des acides humiques
et fulviques, d’aprés Steelnik (1985) et Stevenson et Cole (1999).

Acide Humique

Acide Fulvique

Couleur

Degré de solubilité
Degré de polymérisation
Poids moléculaire (Da)

LRVl = O

brun

faible

élevé

10 000 - 300 000
53.8-58.7
32.8-38.2

3.2-6.2

0.8-4.3

0.1-1.5

jaune
élevé
faible

< 5 000
40.7-50.6
39.7-49.8
3.8-7.0
0.9-3.3
0.1-3.6
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2.2 et figure 2.3). La nature et la distribution de ces groupements varient selon la nature des SH.
Généralement, la densité de sites fonctionnels est plus grande chez les FA que chez les HA.

Tableau 2.2 Abondance des principauz groupements fonctionnels dans les acides humiques et fulviques
(mmol.g=1), d’aprés Steelnik (1985).
Groupement  Acide Humique Acide Fulvique

Aciditeé totale 9.6-7.7 6.4-14.2
-COOH 1.5-5.7 6.1-11.2
-OH phénolique 2.1-5.7 0.3-5.7
-OH alcool 0.2-4.9 2.6-9.5
C=0 quinonique 1.4-2.6 0.3-2.0
-C=0 cétonique 0.3-1.7 1.6-2.7
-O-CH 0.3-0.8 0.3-1.2
Groupes oxygénés Groupes oxygénés Groupes azotés Groupes soufrés et
aliphatiques aromatiques phosphatés

OH Aldéhyde -NH, Amine primairg -SH Thiol

H
. ~ . I :
Quinone | =NH Imine —$-OH  Acide sulfonique

o) 0

)k Amide
NH

O
P ”—OH Acide phosphorique

O
O
I -
© . OH
Quinone
OH 0
0}

-CH,-0-CH,  Ether
0

)K Cetone

-HC=CH-OH Enol

H

Hydroxyquinone

)ko Carboxylique ¢/

OH

Ester
OR

H
R-CH2-OH Alcool ©/ Phénol

FIGURE 2.3 Principaux groupements fonctionnels présents dans les substances humiques.

0]
@)

Ces groupements fonctionnels sont & 'origine des propriétés acides et complexantes des SH. Si
I’on compare la courbe de titrage de HA ou de FA avec celui d’'un mélange équimolaire d’acide
acetique (pK, = 4.8) et phénolique (pK, = 10), on remarque de grandes similitudes (figure 2.4).
Cependant, la courbe des HA et FA est beaucoup plus plate. En effet, comme la constante d’acidité
de chaque groupement est fonction de son environnement chimique et que celui-ci varie en raison
des substitutions chimiques et de la structure non périodique de la MO, il en résulte un continuum
de constantes d’acidités, centré sur deux valeurs (pK, = 3-5 et 8-10), qui correspondent aux grou-
pements carboxyliques et phénoliques. Ces deux types de groupements sont & ['origine de la plupart

des propriétés complexantes des SH.
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Point équivalence

10 o

Point équivaence
acide acétique

™~

L.~~~ groupement
P phénolique

I
FIGURE 2.4 Courbe de titrage d’une solution a6

équimolaire (10~* M) d’acide acétique (pK, — —— acide acétique

4.8) et de phénol (pK, = 10) et dun acide hu- 4] + phénol
mique contenant environ 10~ mol.g~! de groupe- Groupement ---- substance
ments carbozyliques (Stevenson, 1994). 2| carboxylique humique

1 1

1 2

Fraction équivalente d'une base forte
(mol base \ mol groupement fonctionnel)

2.4 Meécanisme de formation des substances humiques

La structure et la composition des SH dépend de leur condition de synthése qui est fonction de
la nature du sol (nature originelle de la MO, activité biologique de la microflore) et des conditions
environnementales (pH, température, humidité). La grande variabilité de ces deux facteurs contribue
a la diversité des mécanismes de formation des SH. La connaissance de ces mécanismes présente des
intéréts non négligeables. En effet, connaitre les mécanismes de formation des SH nous donne (i) une
indication sur leur structure et leur composition chimique, (ii) une meilleure compréhension du cycle
du carbone et (iii) une meilleure connaissance des changements qui s’opérent lors de la dégradation
de la MO par les organismes vivants. Trois grandes voies coexistent quant-a l'origine des SH (Figure
2.5).

Résidus de plantes

|

Transformation par les microorganismes

— 1 ! T~

Sucres Polyphénols  Composés aminés Produits de la Lignines

décomposition modifiées
de la lignine
nes Quinones
2
1

Substances humiques

Quin

0
3

FIGURE 2.5 Les trois voies de synthése hypothétiques des substances humiques (Stevenson, 1994). Les voies
1, 2 (et 2°) et 3 conrrespondent respectivement aux voies ligneuses, phénoliques et de condensation amino-
sacchareuse.
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2.4.1 La voie ligneuse (voie 1)

Au début du siécle, de nombreux auteurs (Fischer et Schrader, 1921; Waksman, 1938) ont po-
pularisé I'idée que les SH se forment & partir de lignine modifiée. La lignine (figure 2.6) est, avec la
cellulose, un des principaux composants des végétaux. Chimiquement, elle est représentée sous forme
d’une macromolécule constituée d’un assemblage de trois monomeéres : I'alcool coniferylique, I'alcool
p-coumarylique et ’alcool sinapylique reliés entre eux par des liaisons C-C et ether-oxydes (figure
2.7). La proportion relative de chacun de ces trois monoméres dans la composition de la lignine
dépend de la nature de la plante dont elle est issue. Par exemple, tandis que la lignine des plantes
herbeuses contient autant des trois alcools, celle des coniféres renferme une quantité relativement
plus importante d’alcool sinapylique.

Dans la voie ligneuse, la lignine est dans un premier temps dégradée par les microorganismes.
Au cours de sa dégradation, elle subit des transformations incluant (i) la perte de ses groupements
méthoxy (-OCHs) au profit de groupements -COOH et (ii) I'oxydation de chaines aliphatiques ter-
minaux au profit de groupement -COOH et -CHO. Les fonctions -CHO formées réagissent ensuite
avec des composés azotés de type protéique (composés aminés) synthétisés par les microorganismes
selon une réaction du type :

(Lignine modifiée)-CHO + NHjy <> (Lignine modifiée)-CH=NR + H50

Les produits obtenus sont des molécules enrichies en groupement -COOH et en groupement -OH
et présentant un haut poids moléculaire : ce sont des humines (Felbeck, 1971). Leur oxydation et
leur fragmentation produira par la suite des HA puis des FA.

2.4.2 La voie polyphénolique (voies 2 et 2)

Depuis les années 80, une autre voie de synthése des SH a été proposée : la voie polyphénolique. A
la différence de la voie ligneuse ot la lignine n’est que partiellement dégradée, dans la voie polyphéno-
lique la lignine (voie 2), ou/et les autres résidus non ligneux issus des végétaux supérieurs, comme par
exemple la cellulose (voie 27), sont totalement dégradés par les microorganismes et les champignons
pour former une unité structurale monomeérique : les o-polyphenols. Cette attaque microbienne est
suivie d’une oxydation des groupements -OH, -COOH, -OCH3s et -CHO par des enzymes spécifiques
comme la polyphénoloxydase. Il se forme alors des quinones. Ces quinones s’autopolymeérisent ou se
recombinent avec des composés azotés pour former des FA. Si cette polymérisation se poursuit, les
HA puis I’humine se forment.

La différence fondamentale entre ces deux voies provient dans la chronologie de formation des
SH. Tandis que la voie ligneuse forme dans un premier temps ’humine, puis les HA puis les FA, la
voie polyphénolique forme dans un premier temps les FA puis les HA et enfin 'humine.

2.4.3 La voie de condensation amino-sacchareuse (voie 3)

Au début du siécle, une autre voie a été proposée pour expliquer la formation des SH : la voie
de condensation amino-sacchareuse. A la différence des deux précedentes voies, celle-ci ne fait pas
intervenir la lignine. Pour Maillard (1913), ce sont les polysaccharides et les acides aminés qui sont
convertis en SH. Ces sucres réducteurs et ces acides aminés issus du métabolisme microbien et/ou de
la dégradation des MO se polymérisent par condensation abiotique et subissent une polymeérisation
non enzymatique pour former des polyméres azotés bruns (Jokic et al., 2001). Il se forme alors des
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Alcool p-coumarylique  Alcool sinapylique

H
HOH,C—C OMe
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OH OH
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Alcool coniferylique
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FIGURE 2.6 Représentation schématique de la lignine (Merdy et al., 2002).

OH

FIGURE 2.7 Les trois molécules
constitutives de la lignine. MeO
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SH aliphatiques. Cette voie de synthése est intéressante puisqu’elle permet d’expliquer la formation
des SH dans les environnements ot la lignine et ses produits de dégradation ne sont disponibles
qu’en quantité limitée.

Ces trois voies de synthése peuvent étre considérées comme des voies probables de formation
des SH. Ces mécanismes interviennent & des degrés divers dans les sols. Aussi, Schnitzer et Khan
(1978) soulignent la difficulté de privilégier une voie plutét qu'une autre. Par exemple, la voie li-
gneuse est trés prépondérante dans les sols humides (type marais ou tourbiére) alors que la voie
polyphénolique est facilitée dans les sols forestiers aérés. Au contraire, les fluctuations fréquentes de
température et d’humidité facilitent la condensation amino-sacchareuse. Aucune de ces voies n’est
complétement satisfaisante et la synthése des SH résulte trés probablement de ’action conjointe de
ces trois voies. En définitive, les mécanismes de formation des SH sont relativement peu connus au
méme titre que la structure précise des molécules qui les composent (MacCarthy et al., 1990).

2.5 Modéles structuraux des substances humiques

Au cours du XXeéme siécle, de nombreux chercheurs ont tenté de percer le mystére de la structure
des SH. L’apparition de nouvelles techniques analytiques dans les années 80 comme la spectrosco-
pie de masse, la résonance magnétique nucléaire, la pyrolyse a ionisation de champ et I'infra-rouge,
a amélioré la connaissance sur la structure chimique des SIH et a abouti & l’émergence de nom-
breux modéles structuraux. Tous ces modéles aident a la représentation conceptuelle des SH mais
aucun d’entre eux n’est définitif. Ils constituent une représentation hypothétique simplifiée de ma-
cromolécules possédant une structure tridimensionnelle et fournissent une bonne représentation des
propriétés chimiques moyennes des SH.

Dans cette partie, on se propose de faire la liste non exhaustive des principaux modéles proposés
au cours des 100 derniéres années. Tous ces modéles tiennent compte de la nature hétéropolycon-
densée, aromatique et phénolique des SH. Ces modéles différent principalement par la distribution
et I'arrangement des groupements fonctionnels. Les caractéristiques chimiques sont comparés dans
le tableau 2.3.

2.5.1 Modéles structuraux de I’acide humique

Fuchs (1931) propose un modéle de HA dans lequel onze cycles & 6 carbones sont reliés entre
eux par des arétes (figure 2.8). Les carbones sont majoritairement aliphatiques (% = 0.15). Tous
les groupements carboxyliques (-COOH) et la majorité des groupements phénoliques sont fixés sur
des carbones aliphatiques (%HT:‘;:O.QO).

Le modele de HA de Dragunov et al. (1948) est constitué des noyaux aliphatiques cycliques
et aromatiques reliés entre eux par des ponts -C-O-C-, -C-N-C- et -C-C- (figure 2.9). Le seul groupe-
ment carboxylique et la majorité des groupements phénoliques sont liés a des carbones aliphatiques

OHaro
(mfo.s?,).

Le modele de HA de Flaig (1960) présente de noyaux aliphatiques cycliques (6 carbones) et
aromatiques reliés entre eux par des ponts -C-O-C-, -C-N-C- et -C-C- (figure 2.10). Comme pour
Dragunov et al. (1948) les deux seuls groupements -COOH sont reliés a des carbones aliphatiques.
Cependant, la plupart des groupements -OH est liée & des carbones aromatiques (%HTMI‘?:ZL).
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Tableau 2.3 Caractéristiques chimiques des modéles d’acides humiques de Fuchs (1931) (HA-F'), de Dragu-
nov et al. (1948) (HA-D), de Flaig (1960) (HA-FL), de Stevenson (1994) (HA-S) et de Schulten et Schnitzer
(1993) (HA-SS) et des modéles d’acides fulviques de Buffle (1977) (FA-B), de Leenheer et Rostad (2004)
(FA-L) et d’Alvarez-Puebla et al. (2006) (FA-A).

O Cao  COOHy,  OHuo ~ COOHyo  OHuyo  COOHi  OHi

C Caii COOHy; OH,; Caro Caro Ciot Ciot
HA-F
CacH3:010 0.41 0.15 - 0.2 - 0.17 0.11 0.13
HA-D
CssHesN3O16 0.29 0.28 - 0.33 - 0.08 0.018 0.19
HA-FL
CarHysNOos 0.31 0.8 - 1.75 0.095 0.17 0.068 0.15
HA-S
CsHaoN305 0.44 1.36 4.0 - 0.095 0.19 0.068 0.11
HA-SS
CesH 501N 2080 0.24 0.57 4.8 1.14 0.078 0.06 0.078 0.021
FA-B
CyHyOre 0.66 0.59 2.0 1.0 0.40 0.20 0.22 0.074
FA-L
CaoH2O016 0.55 0.71 - 2.0 - 0.69 0.14 0.10
FA-A
C3H3sNO5S 0.86 0.32 0.2 0.50 0.083 0.33 0.16 0.11

FIGURE 2.8 Modéle de HA de Fuchs (1931).
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FIGURE 2.9 Modéle de HA de Dragunov et al. (1948).
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FIGURE 2.10 Modele de HA de Flaig (1960).
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FIGURE 2.11 Modéle de HA de Orlov (1985). A :Noyau; B : partie périphérique.
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FIGURE 2.12 Modéle de HA de Steelnik (1985).

O
=z

COOH COOH

COOH (CH- OH)4
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O

FIGURE 2.13 Modéle de HA de Stevenson (1994).

Le modele de HA de Orlov (1985) est une structure polymérique ou chaque monomeére pos-
séde une partie centrale identique & tous les HA (figure 2.11, partie A) et une partie périphérique
différente selon les HA (figure 2.11, partie B). La partie centrale est composée de noyaux alipha-
tiques (5 ou 6 atomes) et aromatiques reliés entre eux soit par des arétes soit par des ponts -C-O-C-,
-C-N-C- et -C-C-. La majorité des groupements fonctionnels est située a la périphérie, et donc le
coeur est relativement inerte.

Steelnik (1985) propose un modéle de HA divisé en deux parties : la partie centrale est composée
de cycles aromatiques reliés entre eux par des chaines aliphatiques et la partie polymérique est com-
posée d’un monomeére constitué exclusivement de carbones aliphatiques (figure 2.12). La totalité des
groupements -COOH et la majorité des groupements -OH sont placés sur les carbones aliphatiques.
Comme le modéle précédent, cet auteur met en avant le caractére polymérique des HA.

Schulten et Schnitzer (1993) ont développé une macromolécule contenant 368 carbones. Elle
comprend des noyaux aromatiques et naphtaléniques reliés entre eux par de longues chaines car-

bonées (figure 2.15). Les carbones sont majoritairement aliphatiques (%afl? =0.57). Les groupements

COOHaro
COOI,;

groupements -OH sont liés aussi bien & des carbones aromatiques qu’a des carbones aliphatiques

(Qze=1.14).

carboxyliques sont majoritairement liés a ces carbones aromatiques ( =4.8) tandis que les
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FIGURE 2.14 Modéle de HA et de FA de Andreuz et Munier-Lamy (1994).
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FIGURE 2.15 Modeéle de HA de Schulten et Schnitzer (1993).
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FIGURE 2.16 Modéle de SH de Hay et Myneni (2007) et de Deshmukh et al. (2007).

Le modele de HA proposé par Stevenson (1994) est un modeéle basé sur la voie ligneuse (figure
2.13). Les cycles aliphatiques (constitués de 5 ou 6 atomes) et aromatiques sont soit reliés par des
arétes communes, soit par des ponts -C-O-C-, -C-N-C- et -C-C-. Contrairement aux autres modéles,

les carbones sont majoritairement aromatiques (%"“0*1.36). La majorité des groupements carboxy-

ali
: T a . COOHaro OHaro
liques et phénoliques est associée a des carbones aromatiques ( COOM =4 et o =1.75).

La représentation de Andreux et Munier-Lamy (1994) des HA et FA comporte un noyau aro-
matique central sur lequel sont fixées des chaines latérales aliphatiques ramifiées. La globalité de la
réactivité se trouve dans les chaines aliphatiques ramifiées et non dans le noyau aromatique (figure
2.14)

Dans tous les modeéles précédents, les HA étaient décrits comme des macromolécules constituées
principalement de groupements -COOH et -OH. A contrario, Piccolo et al. (1993) estiment que la
structure des HA n’est pas polymérique mais supramoléculaire, et qu’elle correspond a ’assemblage
de petites molécules associées par des liaisons faibles (Van der Waals, m — 7).

Hay et Myneni (2007) et Deshmukh et al. (2007) ont montré par des techniques spectroscopiques,
comme la spectroscopie infra-rouge et la résonance magnétique nucléaire, que les SH contiennent des
acides aliphatiques a faible poids moléculaire substitués en a par des groupements hydroxyles (si-
milaired au D-Lactate, gluconate et malonate), ester/ether (e.g. methoxyacétate et acétoxyacétate)
ou carboxylates (malonate), des acides aromatiques (acide salicylique) et des acides hétérocycliques
(furancarboxylate) (figure 2.16).

2.5.2 Modéles structuraux de I’acide fulvique

FIGURE 2.17 Modéle de FA de Buffle (1977).
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FIGURE 2.19 Modele de FA de Alvarez-Puebla et al. (2006).

Buffle (1977) propose une structure de FA composée de noyaux naphthalénes totalement
substitués par des groupements -COOH et -OH (figure 2.17) et par deux chaines aliphatiques ter-
minées par des groupements -COOH.

Leenheer et Rostad (2004) proposent une structure de FA composée de deux ensembles de trois
noyaux hétérocycliques (5 et 6 atomes) (figure 2.18). Ces deux ensembles sont reliés entre eux par un
pont -C-C-. Les trois noyaux hétérocycliques sont substitués par des groupements -COOH et -OH
et reliés entre eux par des arétes.

Alvarez-Puebla et al. (2006) proposent un modéle de FA basé sur le modele TNB de Sein et al.
(1999) et sur la composition chimique élémentaire des FA (figure 2.19). La principale originalité dans
ce modele est la présence de groupements -NHy et -SH sur les groupements aromatiques. De plus,

ce modele est caractérisé par une large proportion de chaines aliphatiques (%aa“’ =0.32) sur lesquelles

la majorité des groupements fonctionnels sont liés (%:0.2 et %&;;:0.3{4).

Tous les modéles de HA et de HA prennent en compte la densité des sites réactifs. Les mo-
déles de FA sont ainsi globalement plus riches en groupements -COOH et -OH que les modéles HA.
Ce résulat est en accord avec la littérature (Stevenson, 1994; Milne et al., 2001; Ritchie et Perdue,
2003). De plus, les modéles de FA sont plus riches en O que les modéles de HA. Ce résultat est
également en accord avec la composition chimique moyenne des HA et des FA (tableau 2.1).
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Comme cette section le montre, la recherche sur la structure des HA et des FA est un do-

maine de recherche riche et encore ouvert. Le vieux réve d’une structure unique des HA et FA qui

expliquerait I’ensemble des propriétés physiques et chimiques a été abandonné.

2.6 Définition de la matiére organique dissoute

Soluté Colloides ou macromolécules Particules
-1|0 -9 -T -|7 - _T log (taille.m™)
" Acides aminés Débris cellulaires
[}
% Polysaccharides
=
<
en
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§ Protéines
&
g Agrégats fulviques et humiques
Q .
Virus bactéries algues
Composés organiques adsorbés
sur des particules inorganiques
k)
3 . L
.g Tons hydratés Argiles (aluminpsilicates)
o (e.g. OH, HY,
'E CI, SO, HS" Oxyhydroxydes Fe
B Cu?* etc...
z u etc...) Oxydes Mn
£
3 Carbonates, phosphates
Technique de Ultrafiltration Filtration
séparation

FIGURE 2.20 Distribution en taille des colloides et des particules organiques et inorganiques en milieu
aqueux. D’apres Lead et Wilkinson (2006).

En milieu aqueux, une partie de la MO et des SH peut passer en solution. La figure 2.20 présente
la distribution en taille des particules, des colloides et des solutés organiques ou inorganiques (Lead
et Wilkinson, 2006). Selon cette figure, la limite en taille séparant le dissout (soluté) du non-dissout
(colloides et macromolécules) est de 1 nm. Or, la limite utilisée par Karlsson et al. (2006) et par
nous a été fixée a 10 ym. Le terme "dissout" utilisé au cours de ce projet de recherche est donc un
abus de langage. Il désigne les particules de tailles inférieures & 10 ym c’est-a-dire les particules de
petites tailles, les colloides et les solutés.

La matiére organique dissoute (DOM) joue un grand role dans la mobilité et la biodisponi-
bilité des ET (Citeau, 2004; Cabaniss et al., 2000). C’est pour cette raison qu’une partie de notre
étude a porté sur cette fraction.
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Chapitre 3

Mécanisme de rétention des éléments
traces sur les substances humiques en
milieu aqueux

3.1 Généralités

Les mécanismes de rétention des ET sur les surfaces solides sont nombreux et inclus la complexa-
tion, la substitution, la précipitation, ’adsorption de surface et 'inclusion (Manceau et al., 2002).
L’existence d’un débat au sein de la communauté scientifique sur la nature du mécanisme mis en jeu
dans le cas des SH montre la difficulté et la complexité du phénoméne. Les recherches faites dans ce
domaine aboutissent assez souvent & des contradictions. De plus, comme le type de SH utilisé (HA,
FA, tourbe), leur mode de préparation, et la nature de I'ET complexé different d’une étude a l'autre,
la comparaison entre les résultats est difficile.

L’émergence de nouvelles techniques de spectroscopie dans les années 80, comme la spectro-
métrie infra-rouge et la spectrométrie de résonance de spin électronique ont permis de montrer que
se sont majoritairement les groupements -COOH et ph-OH qui sont impliqués dans la fixation des
ET (Schulten et Leinweber, 1996; Piccolo et Stevenson, 1982). Dans une moindre mesure, certains
auteurs (Guiné et al., 2006) ont mis en évidence 'importance des groupements thiols (-SH) dans la
rétention de ces ET dont 1’électronégativité est faible & moyenne (Zn?*, Hg™, Pb2+...).

3.1.1 Définition du point isoélectrique

Les groupements fonctionnels de type -COOH, -OH, -NHy et -SH présents dans la MO et les
SH peuvent entrer en réaction avec les ions OH™ et les ions H™ de I'eau selon les deux réactions
suivantes :

MO —-H + OH < MO~ + HyO (3.1)
MO-H + HY & MO - Hf (3.2)

Il se forme alors une charge surfacique négative ou positive selon le pH. Cette charge de surface
est accessible expérimentalement par des titrages potentiométriques ou par la mesure de la mobilité
électrophorétique (vitesse des particules dans un champ électrique). Le pH pour lequel la somme des
charges négatives compense la somme des charges positives est appelé le point de charge nulle et
est noté pHpen. Ce pH est d’un intérét tout particulier, car il situe la limite entre la charge nette
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positive et la charge nette négative d’une surface.

La figure 3.1 présente la charge de surface de quelques colloides en fonction du pH. Leur pHpcen
est toujours supérieur a 2. Au contraire, les SH ont toujours un pHpcy inférieur a 2 (Gjessing, 1976).
Comme nos conditions expérimentales ne descendent jamais en dessous de pH 2, sous peine de dé-
naturer les SH, la charge nette des SH est toujours négative. L’existence de cette charge implique
donc l'existence d’un effet électrostatique entre les ET, chargés positivement ou négativement, et les
SH. Cet effet sera d’autant plus grand que la différence de charge entre 'ET et la surface est élevée.

o
[N

o
—

Charge de surface C.m™
)
—_ o

O
A

FIGURE 3.1 Influence du pH sur la charge de surface de quelques colloides représentatifs. D’aprés Sigg et al.
(2000).

3.1.2 Définition de la sphére d’hydratation

" ot
o1

FIGURE 3.2 Sphére d’hydration de Cu(1I).

L’oxygeéne d’une molécule d’eau posséde deux doublets non-liants d’électrons qu’il partage avec
les ET pour former une liaison faible. Par ce mécanisme, chaque ET monoatomique en milieux
aqueux se trouve entouré de plusieurs molécules d’eau dont les atomes d’oxygéne sont orientés vers
lui : c’est la sphére d’hydratation (figure 3.2). Elle est formée généralement de six molécules d’eau
pour les ET monovalents et divalents, et de huit molécules d’eau pour les cations trivalents (Limou-
sin et al., 2007). La figure 3.2 présente la sphére d’hydratation de Cu?". Cette sphére est composée
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de 4 molécules d’eau a courte distance formant un plan carré, et de 2 molécules d’eau & plus grande
distance et situées de part et d’autre de ce plan. Cette asymétrie provient de Ueffet Jahn-Teller 1ié
4 la configuration électronique de I’ion Cu?™.

3.2 Les trois grands mécanismes de rétention des éléments traces
sur les substances humiques

Si on exclut les mécanismes d’incorporation des ions a l'intérieur de la phase solide (inclusion
et diffusion dans le solide), la complexation en sphére interne, I’échange d’ions en sphére externe et
la précipitation de surface sont les trois principaux mécanismes de rétention surfacique des cations
inorganiques.

3.2.1 La complexation en sphére interne

Dans ce mécanisme, 'ET adhére a la surface des SH par des liaisons iono-covalentes. La complexa-
tion en spheére interne (ou chimisorption) s’accompagne d’une profonde modification de la répartition
des charges électroniques des molécules adsorbées et par la perte d’au moins une molécule d’eau de
la sphére d’hydratation. Des électrons sont échangés entre les ions de la surface et 'ET adsorbé.
Les forces mises en jeu sont du méme type que celles qui sont impliquées lors de la formation des
liaisons chimiques. Cette liaison est forte c’est-a-dire qu’elle est difficilement réversible. Cette liaison
est également spécifique, c’est-a-dire qu’elle n’est possible qu’entre éléments ayant une configuration
électronique adaptée (Sigg et al., 2000). Sharma et Forster (1993), en étudiant la sorption de Cr%*"
sur de la tourbe, ont montré que, méme en présence de base forte (1M de NaOH), moins de 50
% de Cr®t peut étre désorbé. Il en conclut donc que les liaisons intervenant sont fortes et que le
mécanisme mis en jeu est de la chimisorption.

Il a été montré que le mécanisme de complexation en sphére interne s’accompagne quasiment
toujours d’un échange d’ions. Dans ce cas, 'ET réagit avec les groupements carboxyliques et/ou
phénoliques présents a la surface des SH qui en échange libérent un proton H' ou, a haut pH, un
meétal préalablement fixé sur la MO (Crist et al., 1996). L’équation bilan de ce mécanisme peut alors
d’écrire :

=S—-M, + MjT = =8—My + M{", avec M = H, Cu*t, Zn*t, ete...

Ce processus a été mis en évidence par Ho et al. (1995). Il a montré, en étudiant le nickel, que
plus la concentration en Ni augmente plus le pH d’équilibre de la réaction d’adsorption diminue. I1
en conclut donc que la fixation de Ni s’accompagne de la libération d’un ou plusieurs protons. Ce
mécanisme est donc dépendant du pH. Sa durée est trés variable (de quelques minutes a quelques
jours) et la désorption est généralement nettement plus lente que l'adsorption.

3.2.2 L’échange d’ions en sphére externe

L’échange d’ions en sphére externe (ou physisorption) est attribuable a Veffet électrostatique qui
attire les charges positives (i.e. ET) a la surface des SH chargés négativement. Dans ce processus
les électrons restent sur leurs atomes respectifs. Les E'T adsorbés conservent totalement leur sphére
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d’hydratation, on parle alors de complexation de sphére externe. Plusieurs couches d’atomes ou de
molécules peuvent étre nécessaires pour écranter la charge de surface.

Chen et al. (1990) ont observé, en étudiant P'adsorption et la désorption de CuNOs sur les
SH, que la quantité de cuivre fixée est plus importante que la quantité de cuivre relarguée. Il a
également observé qu’une quantité non négligeable de NO§_ se fixe sur les SH. L’excés de charge
négative est alors contrebalancé par la fixation réversible d'une fraction des ions Cu?* a la surface
des SH. Il attribue ce phénomeéne a de la physisorption de surface.

3.2.3 La précipitation de surface

L’attraction d’un ion vers les SH entraine une augmentation locale de sa concentration. Si cette
concentration locale dépasse le produit d’activité ionique de précipitation, une nouvelle phase préci-
pite & la surface du solide, alors méme que le produit d’activité ionique de précipitation en solution
(loin de la phase solide) n’est pas atteint. Ce processus s’appelle la précipitation de surface. C’est un
mécanisme lent, d’une durée comprise entre quelques heures a plusieurs mois. Il n’est souvent pas
pris en compte dans les modeéles géochimiques, et en particulier dans le modéle NICA-Donnan.
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Le modéle NICA-Donnan

4.1 Généralités

L’amélioration des connaissances sur la structure et la composition chimique des SH et les méca-
nismes de rétention intervenant dans la fixation d’un ET sur les SH a abouti & I’émergence de modéles
géochimiques permettant de décrire et de prévoir la fixation d’un cation sur des SH. Habituellement,
les modéles géochimiques se divisent en deux grandes catégories :

1. les modéles discrets : les sites réactifs sont distribués discrétement autour de deux valeurs
log Kp; moyennes oul i représente les sites carboxyliques et les sites phénoliques (Tipping,
1998).

2. les modéles continus : les sites réactifs sont distribués de facon continue autour de deux
valeurs log Ky moyennes ou i représente les sites carboxyliques et les sites phénoliques (Be-
nedetti et al., 1996; De Wit et al., 1993)

Actuellement, deux grands modéles tiennent le haut de 'affiche pour la qualité de leurs résul-
tats. Le modeéle discret WHAM (Windemere humic aquous acid model IV-VI) décrit par Tipping
(1998) et le modéle continu NICA-Donnan défini par Benedetti et al. (1996). Une comparaison entre
les deux modéles a montré que les modéles continus donnent moins d’erreurs systématiques que le
modeéle discontinu (Hering et Morel, 1988). Pour cette raison, seul le modéle NICA-Donnan a été
utilisé au cours de ce projet. Dans ces deux modéles, I’adsorption des ET sur les SH est décrite par
deux termes : un terme intrinséque et un terme électrostatique. Le terme intrinséque (interaction
non coulombienne) prend en compte le mécanisme de chimisorption de surface (ou complexation
en sphére interne). Elle décrit le comportement spécifique d’un ion a se fixer sur la MO. Afin de
mieux expliquer ce concept, considérons les ions Cu?" et Zn?'. Ces deux ions possédent la méme
charge (i.e. +1I) mais des études ont montré que Cu?" a une plus grande affinité pour la MO que
Zn?t (Brown et al., 2000). Cet exemple illustre le comportement spécifique d'un ET vis-a-vis des SH.

Le terme électrostatique prend en compte la physisorption de surface (ou I’échange d’ion en
sphere externe). Il traduit Pinteraction coulombienne qu’il existe entre la surface d’une SH, chargée
négativement, et d’'un ET, chargé positivement. Cependant, comme le potentiel électrostatique qui
contréle cette interaction n’est pas accessible & la mesure, il est nécessaire de le modéliser par des
hypotheses de calcul.
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4.2 Présentation du modéle NICA-Donnan

Le modéle NICA-Donnan est la combinaison de deux modéles : le modéle de NICA, qui modélise
la complexation de surface en sphére interne (terme intrinséque) et le modéle de Donnan, qui modélise
I’échange d’ions en sphére externe (terme électrostatique).

4.2.1 Présentation du modéle de NICA

Le modeéle de NICA, dans sa forme non consistente, décrit I’affinité spécifique d’un cation sur les
SH. Ce modéle est basé sur une distribution quasi-Gaussienne de Paffinité intrinséque d’un cation
sur les sites carboxyliques (COOH) et phénoliques (ph-OH). Mathématiquement, cela se traduit par
I’équation de Henderson-Hasselbalch (equation 4.1) qui décrit la fixation locale d’un cation j dans le
volume de Donnan.

n; COOH ;( I COOHCD

PcooH
) j,COOH

PCOOH
) nj COOH

(Kj,coouCpj)
Qjtot = Qcoon % :
j,tot Z(Kj,COOHCDj) 1+

J

Nj,ph—OH

> (Kj,coonChpj
J

Pph—OH
_ > (Kjph—onCp;)"ieh=oH
(Kjph—ouCpj)"7cooH j

j X
Z (szph—OHCDj)anphfoH
j L

+ Qph—oH X

Pph—OH
> (Kjpn-onCpj) “’hOH]
J

(4.1)

avec j le type de cation (Cu?" ou HT); COOH et ph-OH respectivement les sites carboxyliques
et phénoliques; Kjcoon et Kjpn-on les constantes d’équilibre intrinseque médianes de I'atome j;
Qcoon et Qpn-on la densité des sites; Qjor la quantité totale de cations j liée & la SH; pcoon et
pph-on (1 > p > 0) I hétérogenéité intrinséque des sites ; nj,coon et njpn-on le comportement non
idéal (n# 1) de l'atome j sur le site carboxylique et phenolique; Cjp la concentration de I'atome j
dans le volume de Donnan.

Il est important de noter que les sites carboxyliques et les sites phénoliques ne sont pas les
seuls sites réactifs. Les SH contiennent également des autres sites, comme par exemple des sites
amines (-NHj) ou des sites soufrés (-SH), capables de fixer également des cations. Comme ces autres
sites réactifs ne sont présents qu’en faible quantité dans les SH, et interviennent peu dans la com-
plexation des ions Cu?" et Zn?*, par abus de langage, nous utiliserons indistinctement les termes
"site acide" ou "site carboxylique" pour décrire les sites dont les log Ky ; sont inférieurs a 6.5 et les
termes "site basique" ou "site phénolique" pour décrire des sites de log Ky ; supérieur & 7.5

4.2.2 Présentation du modéle de Donnan

Au début des années 1990, les SH étaient percues comme des sphéres rigides et compactes
(Tipping et al., 1990; Bartschat et al., 1992; De Wit et al., 1993). La charge négative induite par
les groupements carboxyliques et phénoliques était alors localisée a la surface de la particule tandis
que les ions neutralisant cette charge négative étaient situés sur la couche de diffusion a 'extérieur
de la particule (figure 4.1). Le potentiel électrique a la surface s’obtenait en résolvant I’équation de
Poisson-Boltzmann pour cette géométrie. Cependant, considérer les SH comime des sphéres rigides

42



CHAPITRE 4. LE MODELE NICA-DONNAN

et imperméables n’est pas une approche physiquement correcte, puisque les SH sont des structures
tridimensionnelles nanoporeuses ayant des propriétés comparables a celles des gels spongieux et
polyfonctionnels (Chen et Schnitzer, 1989). D’ou I'idée de décrire les particules de SH en solution
comme des gels perméables.

~ phase liquide du

Phase gel: modélisation |
volume de Donnan

des substances humiques

Sphere imperméable

Vol D
de potentiel ¥|s olume de Donnan

de potentiel électrique WD

FIGURE 4.1 Représentation schéma-

FIGURE 4.2 Représentation schématique du modéle de Don-
tique du modéle de sphére imperméable.

nan.

Le modele de Donnan considére qu'une particule de SH, baignant dans un électrolyte, a un
volume Vp, appelé volume de Donnan (figure 4.2). Ce volume contient deux phases : une phase gel,
qui modélise la SH et une phase liquide possédant des propriétés chimiques différentes de I’électrolyte.

Benedetti et al. (1996) ont montré que le volume de Donnan Vpy suit une loi empirique donnée
par ’équation :

log (Vp)=0b(1—1logI)—1 (4.2)

ol b est le paramétre de Donnan qui dépend du type de SH, et I la force ionique.

La phase gel dans le volume de Donnan contient les sites carboxyliques et phénoliques. La
présence de ces sites induit 'existence d'un potentiel de surface négatif. La phase liquide dans le
volume de Donnan, qui contient les ions j & une concentration cpj, est chargée positivement, puisque
le potentiel négatif du gel attire, par effet électrostatique, préférentiellement des cations. Comme
le volume de Donnan baigne dans un électrolyte dont les ions ont une concentration cj, le bilan
électrique de ce systéme est donné par ’équation d’électroneutralité :

q
V7D + ; ZjCpj — ; zjcj = 0 (4.3)

ou ¢j est la concentration molaire de l'ion j dans l’électrolyte, ¢ la charge nette de la substance
humique (exprimée en meq.kg™1), Vp le volume de Donnan (L.kg™1!), 2; le nombre de charge de I'ion
J, et cpj la concentration molaire de I'ion j dans le volume de Donnan.

Comme le potentiel électrique ¥p a 'intérieur du volume de Donnan peut étre considéré comme
constant , il est possible de relier cp; et ¢j par le facteur de Boltzmann selon 1’équation :
—Z,‘F g D >

(4.4)

Cpj = Cj X €xXp < RT

oil le terme exponentiel est le facteur de Boltzmann, F la constante de Faraday (C.mol™!), R la
constante des gaz parfaits (J.mol~t.kg™!) et T la température (K).
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En combinant les équations 4.3 et 4.4, il est alors possible de calculer le potentiel ¥ de Donnan
si la charge nette ¢ et le volume Vp sont connus. La charge nette peut étre mesurée par titrage
potentiométrique tandis que le volume Vp peut étre estimé expérimentalement par chromatographie
d’exclusion stérique.

4.3 Paramétres d’ajustement du modéle NICA-Donnan

Dans le cas o1 il n’y a pas de compétition entre les ions comme dans le cas des titrages potentio-
métriques ot seuls les ions HT se fixent aux SH, Benedetti et al. (1995) ont montré qu’il est possible
de réduire le nombre de paramétres ajustables en posant :

MH; = Pi * NH (4.5)

ou 7 représente les sites carboxyliques ou phénoliques.

Gréace a ’équation 4.5, il est possible de réduire le nombre de paramétres ajustables & huit.
Six paramétres décrivent le terme intrinseque (Qcoon, mu,coon, Ku,coon, Qph-0H, MH,ph-OH,
K ph-on) et un paramétre décrit le terme électrostatique (b). A ces sept paramétres s’ajoute un
paramétre offset (g, représentant la charge des SH a I’état initial. Ce dernier terme peut étre arti-
ficiellement omis en normalisant toutes les courbes de titrage.

Dans le cas ou il y a compétition entre deux cations, cas de la plupart des isothermes d’ad-
sorption, ou Cu?’ entre en compétion avec H', il n’est plus possible de considérer I’équation 4.5.
Dans ce cas le nombre de parameétres ajustables est de 12 : 10 parameétres pour le terme intrinséque

(Qcoon, nu,coon, Kn,coon, Qph-0H, MH,ph-0H, K, ph-0H, PCOOH, Pph-oH, Kcu,coon et Kcu,ph-oH ),
un parameétre pour le terme électrostatique (b) et un autre pour Q.
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Deuxiéme partie

Mécanisme de rétention du cuivre sur de
la tourbe : approche chimique
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Chapitre 5

Titrage potentiométrique

5.1 Introduction

Le but de cette partie est (i) de quantifier les sites réactifs acides et basiques et (ii) de déterminer
les constantes d’équilibre de H" pour les tourbes blondes (SP) et noires (CP) et pour leurs fractions
humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM).

Il existe une littérature abondante sur la quantification des sites réactifs et la détermination
des constantes d’équilibre acide-base. Les méthodes analytiques utilisées sont soit séparatives (chro-
matographie, ultrafiltration, échange ionique sur résine, dialyse) ou soit non-séparatives (électrode
sélective voltamétrie, fluorescence, résonance magnétique). Toutes ces méthodes ne sont pas équiva-
lentes et des écarts importants entre les résultats peuvent étre observés (Saar et Weber, 1980).

Actuellement, I'outil analytique le plus répandu utilise une électrode pH qui mesure la concen-
tration libre des protons en solution et qui permet d’obtenir des courbes de titrage. Jusqu’a trés
récemment, les constantes d’équilibre potentiométrique étaient conditionnelles, c’est-a-dire valables
pour une force ionique donnée. Benedetti et al. (1996) ont combiné le modéle de distribution conti-
nue d’affinité protonique NICA (Non-Ideal Competitive Adsorption) de De Wit et al. (1993) avec
le modéle électrostatique de Donnan au cas des protons. Ce modéle NICA-Donnan, applicable dans
une gamme de pH bien définie (généralement entre pH 3 et 10), permet d’estimer les constantes
intrinséques recherchées. Il est actuellement largement utilisé pour modéliser les courbes de titrage.

Parmi tous les sites présents dans la MO, il est aujourd’hui admis, de part leur forte densité,
que les sites carboxyliques (-COOH) d’un coté, et phénoliques de 'autre (ph-OH), participent acti-
vement a la fixation des ET, et notamment du cuivre (Brown et al., 2000). Les autres sites réactifs,
comme par exemple les sites thiols (-SH) et amines (-NHz), bien que possédant une forte affinité pour
certains ET ne concourent globalement que faiblement a la rétention des ET (hormis dans le cas de
Hg ou -SH concoure & 100 % de sa rétention dans environnement) puisqu’ils ne sont présents qu’en
faible quantité. Dans ce chapitre, on propose de déterminer par titrage potentiométrique suivi de
leur modélisation les densités de site et les constantes d’équilibre acide-base des sites carboxyliques
et phénoliques en utilisant le modéle NICA-Donnan et un modéle non électrostatique simple .
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5.2 Matériel et méthode

Le sol contenu dans le casier central d’Avrigny est un mélange & 50 % de limon et d’écorce et &
50 % de tourbe. Il provient de I'entreprise "Tourbiéres de France". La composition physique fournie
par le fabricant indique que ce sol est composé a 25 % de tourbe blonde (SP pour Sphagnum peat),
a 30 % de tourbe noire (CP pour Carex peat), & 35 % d’écorces (de 0 & 5 mm) et de limon et enfin &
10 % de fibres de bois. Etant donné que 1’écorce, la fibre de bois et le limon sont quasiment inertes
vis-a-vis des réactions d’adsorption, seules les propriétés complexantes des particules de tourbe ont
été étudiées. Le producteur nous a fourni sur demande SP et CP non mélangés.

5.2.1 Extraction des fractions humiques, fulviques, dissoutes et inorganiques
des tourbes

Comme cela a été mentionné dans la partie précédente, les fractions humiques (HA), fulviques
(FA) et dissoutes (DOM) sont les trois principales fractions réactives de la MO. La compréhension du
mécanisme de rétention des ET sur la tourbe passe obligatoire par la compréhension du mécanisme
de rétention des ET sur ces trois fractions. Il faut donc les extraire afin de les étudier.

5.2.1.1 Extraction des acides humiques et fulviques

1) Ajouter HC1 IM
Tamiser a 2 mm ’ ‘ ‘ jusqu’apH =1

> Surnageant
' 12\/)1 Ajouter HCI0.1 (FA,)
jusqu’a 10 mL/g
3) Agiter une nuit g
Précipité (HA +

FA + humine +
matiere minérale)

1) Ajouter NaOH IM

1) Ajouter HC1 3 M jusqu’a pH 7 sous
Surnageant jusqua pH 1 Surnageant (HA + | 2rgon.
(FA, et FA,) 2) Agiter 16h | FA résiduel) 2) Agiter une nuit
A 4
Recommencer ce Précipité (humine,
cycle une fois + matiere minérale
a retirer)

Précipité (HA, et
HA,)

=| HA (HA,, HA,)) ‘

Dialyser dans eau jusqu’a ce que le

test avec AgNO; devienne négatif |
;| FA (FA|,FA,, FA)) }‘—

FIGURE 5.1 Protocole d’extraction des acides humiques (HA) et des acides fulviques (FA) (Swift, 1996).

Les HA et les FA ont été extraits de SP et CP en suivant le protocole d’extraction proposé
par Swift (1996) (figure 5.1). Briévement, une masse connue de CP ou de SP bruts préalablement
lyophilisés et tamisés & 2 mm, a été acidifiée jusqu’a pH=1 gréace & une solution de HCI & 1 M puis
avec une solution HCl & 0.1 M jusqu’a ce que le rapport HXO% soit égal & 10. Cette attaque acide

irbe
a abouti a la formation de deux phases. La phase liquide (surnageant), qui contient FA (FA;), a
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été récupérée. La phase solide (précipité), qui contient HA, FA résiduel et 'humine, a été attaquée
par une solution basique de NaOH a 1 M sous atmosphére inerte (argon) jusqu’a un pH de 7. Cette
attaque basique a abouti & la formation de deux phases : une phase solide, qui contient I’humine
et une phase liquide, qui contient HA et FA. Cette phase liquide a alors subi une nouvelle attaque
acide (HCI & 3 M) jusqu’a pH=1. Cette attaque a abouti & la formation d’une phase liquide (FAs) et
d’une phase solide (HA1). Le précipité obtenu a été une nouvelle fois attaqué par une solution acide
(HCL & 3 M) qui donne les fractions FAz et HA5. L’ensemble des fractions FA (FA; + FAy + FA3)
d’un coté, et des fractions HA (HA; + HAjg) de lautre coté, ont été regroupées, dialysées a 3500
daltons afin d’éliminer C1~ et Na™, lyophilisées et stockées a I’abri de la lumiére. Les séparations des
phases liquides et solides durant cette extraction ont toutes été réalisées par centrifugation a 4500
tours.min~! pendant 30 min (Beckman, JA-14). En fin d’extraction, nous avons pesé les fractions
HA et FA pour obtenir la distribution en substance humique (SH) des deux tourbes.

5.2.1.2 Extraction de la matiére organique dissoute

La DOM, définie ici comme les particules de HA et FA de taille inférieure & 10 ym, a été extraite
en suivant le protocole proposé par Karlsson et al. (2006). 85 g de tourbe, préalablement lyophilisés
et tamisés & 2 mm, 12 g de résine échangeuse d’ions (Chelex 100, Biorad) et 200 mL d’eau milli-Q
ont été mélangés dans un bécher de 250 mL. Aprés 24h d’équilibre, la solution a été centrifugée a
11 000 tours.min~! pendant 5 min. Le surnageant a été ainsi séparé du précipité. Ce surnageant a
été ensuite filtré a 10.0 ym. La phase liquide, qui correspond a la DOM, a été récupérée, lyophilisée
et stockée & I’abri de la lumiére.

5.2.1.3 Extraction de la matiére inorganique

Afin de quantifier I'influence de la matiére inorganique (MI) dans la rétention des ET, nous avons
extrait la matiére inorganique (MI) de CP en suivant le protocole d’extraction de Agbenin et Olojo
(2004). Comme CP doit contenir plus de MI, cette tourbe a tout naturellement été choisie pour cette
extraction. 100 g de CP, préalablement lyophilisés et tamisés & 2 mm, ont été agités pendant 30 jours
dans 1 L de peroxyde d’hydrogéne (HoO2) & 40 °C dans un bécher fermé afin d’éviter 1’évaporation
du peroxyde d’hydrogéne. Au bout des 30 jours, la solution obtenue a été filtrée & 10 ym. La phase
solide, qui correspond & la MI, a enfin été récupérée, lyophilisée et stockée & ’abri de la lumiére.

5.2.2 Caractérisation physique et chimique des deux tourbes et de leurs frac-
tions

5.2.2.1 Composition élémentaire

La composition élémentaire de CP et SP et de leurs fractions HA, FA et DOM a été mesurée par

le Service Central d’Analyse de Vernaisson (SCA, USR-59/CNRS, France) :

e La détermination de C, H, N et S a été réalisée par combustion totale de I’échantillon a 1050
°C (pour C, H et N) ou a 1350 °C (pour S) sous flux d’oxygéne ou d’hélium/oxygene. C, H,
N et S sont respectivement transformés en dioxyde de carbone, en eau, en oxyde d’azote et
en oxyde d’azote. Toutes ces molécules sont ensuite quantifiées par des détecteurs spécifiques
infrarouges et /ou cellule thermoélectrique (catharométrie).

e La détermination du résidu a sec a été réalisée par combustion totale de I’échantillon & 900 °C
sous courant gazeux. La quantification des cendres s’effectue par différence de pesées.

e La détermination de Cu, Zn, Pb et Hg a été effectuée par minéralisation des échantillons grace
a un mélange HySO4 / HNO3. Cu et Zn d’un coté et Hg et Pb de lautre ont été quantifiés
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respectivement par ICP-AES et ICP-MS.

5.2.2.2 Mesure de la distribution granulométique

La distribution granulométrique des particules de CP et SP a été mesurée par deux méthodes :

e La premiére méthode utilise un granulomeétre laser gracieusement prété par le LTHE (CNRS,
France). Le protocole d’analyse consiste en la mise en solution d’'une masse m de CP et SP,
préalablement lyophilisée et tamisée &4 2 mm, et & son analyse par granulométre laser.

e La deuxiéme méthode utilise une juxtaposition de tamis. Une masse connue de tourbe, préa-
lablement lyophilisée et tamisée 2 mm, a été placée durant 4h sous agitation dans un bécher
contenant de 'eau distillée & une concentration de 10 g.L.~!. La solution a ensuite été versée
sur un empilement de tamis de maille de libération décroissante (2 mm, 1 mm, 600 pm, 300
pm, 100 pm et 50 pm). La masse de tourbe dans les différents tamis a été récupérée, lyophilisée
et puis pesée. La distribution granulométrique a été calculée en divisant la masse récupérée
dans les tamis par la masse initiale.

5.2.2.3 Résonance magnétique nucléaire du 3C

La résonance magnétique nucléaire du '3C (RMN 3C) a I’état solide de CP et SP et de leurs
fractions HA, FA et DOM a été enregistrée par le Service Central d’Analyse de Vernaisson (SCA,
USR-59/CNRS, France). Cette analyse utilise le Bruker AMX 300 & 75.5 Mhz. Ce spectrophoto-
meétre utilise la technique du cross-polarization magic angle spinning polarisation avec une vitesse
de rotation de 5 kHz. Le contact time et le pulse delay sont de 1 ms et 3 s, respectivement. Au
moins 12 000 scans ont été enregistrés pour chaque échantillon. La référence utilisée pour calculer le
déplacement chimique est la glycine.

En suivant les recommandations de 'Internationnal Humic Substances Society (Thorn et al.,
1989), les spectres obtenus ont été divisés en plusieurs régions correspondant & différents types de
carbone : C-alkyl (0-45 ppm), C-Oalkyl (45-110 ppm), C-aromatique (110-160 ppm), C-ph-OH (140-
160 ppm), C-COOH(160-185 ppm), C-carbonyle (185-220 ppm). L’intensité relative de ces régions
est déterminée en divisant l’aire de la région correspondante par ’aire totale du spectre. La concen-
tration des groupements carboxyliques et phénoliques a été estimée en utilisant 1’équation suivante
(Ritchie et Perdue, 2008) :

1 Aire des sites ¢

e
Qui =% Cx Mo C * Aire totale

%1000 (5.1)

ol Qu; est la densité protonique des sites i en mol.kg™!, % C la teneur en carbone dans le matériau,
Muor C est la masse molaire du carbone (12 g.mol~1), i le type de site (COOH ou ph-OH).

5.2.3 Titrage potentiométrique

Les densités et les constantes acide-base des sites carboxyliques (ou acides) et phénoliques (ou ba-
siques) ont été estimées par titrage potentiométrique. Dans la pratique, il existe deux approches pour
titrer la MO. L’approche indirecte (Brooks et Sternhell, 1957; Schnitzer, 1965) présente avantage
d’étre simple & mettre en oeuvre. Elle consiste en un titrage en retour avec Ba(OH)y ou Ca{OAC)s,
a pH fixé, aprés une période d’équilibre de 24h. Cependant, cette méthode comporte certaines li-
mites (Perdue et al., 1984). Le titrage directe (Ritchie et Perdue, 2003; Drexel, 2002; Guiné et al.,
2006), ou le pH est suivi continuellement tout au long du dosage, donne plus d’informations sur
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la thermodynamique des liaisons entre les protons et la MO. Cette deuxiéme méthode a donc tout
naturellement été retenue dans le cadre de notre étude.

5.2.3.1 Protocole expérimental

Electrode pH ——

Gaz inerte

(bullage N, ou Ar) Arrivée

base

Burette automatique
programmable

*ﬁ ;f | (liaison PC)
o . B
» v

Voltmeétre

Agitateur magnétique | | Batch avec mélange réactionnel
+ barreau aimanté

FIGURE 5.2 Montage expérimental pour la mesure des courbes de titrage (Causse et al., 2008).

0.1 + 0.0001 g de matériel (CP, SP, HA, FA, DOM, MI et humine), préalablement lyophilisé et
tamisé & 2 mm, a été agité pendant trois heures dans 50 mL d’une solution de HNO3 & 0.001 M
(ou de NaOH a 0.001 M pour les "titrages retour") dans NaNOs a 0.1 M. Cette durée correspond
au temps d’hydratation de la MO (Flogeac et al., 2004). NaNOs permet de garder la force ionique
constante pendant tout le titrage & 0.1 M. Durant tout le titrage, la température a été maintenue
a 25 £ 0.1 °C et un flux continu d’argon évite la réaction de dissolution du COz (CO2 + Hy0 =
H™ + HCO3). NaOH a 0.005 M (ou HNO3 a 0.005 M pour les "titrages retour") dans 0.1 M de
NaNOs, placé dans une burette (Metrohm, titrino 665), a été ensuite ajouté successivement a la
solution initiale avec des pas de 0.1 mL. L’ajout suivant d’un volume de 0.1 ml est conditionné par

L avec une durée

une dérive du potentiel de 1’électrode pH qui doit étre inférieure & 4 0.1 mV.min~
maximale de 15 min. Avant chaque ajout, nous avons enregistré le potentiel E de la solution grace
a une électrode pH. Ce potentiel E est relié a la concentration des protons libres en solution (|[H™|)
par I’équation de Nernst ([H|= 10E_TEO). Les valeurs de E° et k ont été préalablement estimées
avant chaque titrage par une calibration de 1’électrode pH sur au moins 10 points de mesure. Dans
ces conditions, la durée moyenne de chaque expérience est de 12h. Selon le type matériel, 5, 4, 2 ou

1 titrages ont été effectués.
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5.2.3.2 Traitement des résultats

La concentration des protons relachés par la surface vers la solution est donnée par la concen-
tration |[Hg| définie par ’équation (Guiné et al., 2006) :

v X [HO] + v X [OH_]burette v X [HS] kw + [HS]

H| =
[ ] v + v vy + v v + v [Ht]

initial (5.2)
ott [HT] est la concentration libre de protons dans la solution en mol.L ™! mesurée expérimentale-
ment par Pélectrode pH; [Hg| la concentration initiale de protons Ht ajoutée au réacteur avant le
titrage (i.e. 0.001 M pour les titrages aller et -0.001 M pour les titrages retour); [OH ™ |purette 1a
concentration en ions hydroxyl dans la burette (i.e. 0.005 M pour les titrages aller et -0.005 pour les
titrages retour) ; [Hg| la concentration de protons relachés par la MO vers la solution (i.e. grandeur
cherchée) ; k,, la constante d’autoprotolyse de I'eau (k,=1071%7 mol2.L=2); [Hg|initiale représente
la concentration de sites protonés initialement sur la surface, malheureusement, cette concentration
n’est pas accessible; vy le volume initial dans le réacteur en L (i.e. 50 mL); v le volume de titrant
ajouté dans le réacteur.

A partir de I’équation 5.2, il est possible d’obtenir point par point les valeurs de [Hg| en fonction
du pH.

Comme [ est gardé & 0.1 M durant tout le titrage, le coefficient d’activité -~y + est constant.
De ce fait, I’équation de Nernst donne :

E=E"+kxlog(H") = E* +k x log(yg+) + k x log([H"]) = E° + k x log([H"]) (5.3)
avec (HT) = yg+ x [HT]

Tous les pH reportés dans cette étude référent donc a la concentration de protons (log [H]) et non
a lactivité de protons (log (HT)).

Toutes les courbes de titrage des tourbes brutes ont été normalisées par rapport & la proportion

HS mesure

15— Cela revient

de MO. Autrement dit, si = est la proportion de MI de la tourbe, alors [Hg|=
a considérer la MI comme inerte. Les densités [Hg| seront donc données en mmol par gramme de
matiére organique et non par gramme de matiére totale. Cette normalisation affecte faiblement la
courbe de titrage de SP brut mais plus fortement celle de CP brut, qui est connue pour étre riche
en MI. Enfin, afin de s’affranchir de [Hglinitian non mesurable, nous avons fixé arbitrairement [Hg|=0
M a pH 3.5 pour toutes les fractions. Cela permet de comparer plus facilement la réactivité des

différentes fractions.

5.2.3.3 Détermination de I’incertitude de nos mesures

Les incertitudes d'un résultat expérimental, pouvant étre liées aux instruments de mesure et/ou
a Pexpérimentateur, doivent étre estimées afin d’évaluer la précision de ce résultat. En pratique, il
existe deux facons pour évaluer l'incertitude d’un résultat liée & des mesures. La premiére méthode
utilise le calcul différentiel et nécessite une connaissance de 'erreur A = de chaque grandeur x me-
surée. La deuxiéme méthode consiste & enregistrer un nombre important de mesures et & calculer la
valeur moyenne des mesures ainsi que leur écart-type. Comme l'estimation des A x est trés difficile
dans notre cas, nous avons opté pour la deuxiéme méthode.

o4



CHAPITRE 5. TITRAGE POTENTIOMETRIQUE

Pour minimiser les repliquats, cinq expériences de titrage de CP et quatre de SP ont tout d’abord
été effectuées. A partir de ces réplicats, il a été possible de déterminer une valeur moyenne et une
erreur expérimentale § & certains pH. Sur les courbes ot un seul titrage est disponible (HA, FA et
DOM), lerreur expérimentale est alors posée égale a 20.

5.2.3.4 Analyse de sensibilité de I’électrode pH

Le calcul de |[Hg| nécessite la mesure de la concentration [HT| des protons libres en solution
(équation 5.2). Or, [H'] est relié au potentiel E par I'équation de Nernst ([HT] = 1OE7TEO). Cette
fonction puissance implique qu’une petite erreur de E donnera une erreur beaucoup plus importante
sur [Hg]. Cette situation risque de restreindre le domaine de validité de nos mesures.

Afin d’estimer ce domaine, nous avons imposé trois couples (k; E°) dans la fourchette de erreur
expérimentale de la calibration. Nous avons ensuite calculé les valeurs de [Hg| pour ces trois couples.
Les trois courbes obtenues ont ensuite été comparées.

5.2.4 Modélisation des titrages potentiométriques

La détermination des constantes d’équilibre acide-base et des densités de sites acides et basiques
a été réalisée en utilisant la modélisation des courbes de titrage grace a deux modéles : un modéle
non électrostatique simple et le modéle NICA-Donnan.

5.2.4.1 Modélisation avec le modéle DNEM

Afin de bien comprendre le principe des modélisations, nous avons mis au point un modeéle
chimique simple. Le modéle congu est appelé Discret Non-Electrostatic Model (DNEM). Ce modéle
est une version simplifiée du modeéle discret de Tipping (1998). Cependant, notre modéle ne tient pas
compte de l'effet électrostatique. Dans notre modéle, les sites réactifs sont définis par la réaction :

Ji—H « 7~ + H'; log Kn; (5.4)

ol 4 représente le groupement fonctionnel, j l'indice du groupement fonctionnel et log Ky ; la
constante de dissociation intrinséque de H' sur le groupement i.

Dans le DNEM, la distribution des sites d’affinité est représentée par trois sites acides (i="COOH,
2COO0H, 3COON) et trois sites basiques (i=*ph-OH, 5ph-OH, ®ph-OH). Les sites acides sont consi-
dérés comme essentiellement composés de groupements carboxyliques tandis que les sites basiques
sont essentiellement constitués de groupements phénoliques (d’ou leur notation). Les deux valeurs
log Ky 2coon et log Ky sph-on sont les valeurs moyennes des affinités des groupements acides et ba-
siques et seront notées log Ky, coon et log Ky ph-on - Les deux autres log Ky 1coon et 1og Ky scoon
d’un coté, et log Ky apn-on €t log Ky spn-on de 'autre, entourent symétriquement les deux valeurs
moyennes. Cela revient & poser les équations suivantes :

Pour i = 1-3: log Ky icoon = log Kicoon + (i —2) x Alog Ku,coon (5.5)

Pour i1 =4-6: log KH,iph—OH = log KH,ph—OH + (Z — 5) X Alog KH’ph_OH (5.6)

La formulation de ces deux équations permettent de réduire la complexité de la distribution des
sites acides et basiques a quatre parametres : log Ku,coon , 1og Kuph-on , A log Kucoon et A
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log Ku,ph-on -

La densité des sites carboxyliques (Qu,coon) et phénoliques (Qu,ph-on) sont définies par les

équations suivantes :

Pour i = 1-3: Qucoon :WH:&—HH—ZJW (5.7)
Pour i = 4-6: Qppn_on: :WHG—MM—M%# (5.8)

ol Qu,coon et Qmph-om sont les densités de site totales des sites acides et basiques exprimées en

mmol.g L.

L’ensemble des considérations précédentes est résumé dans la figure 5.3.

QHJ log Ky, coom log Ky, oh-on
2
Alog K,_Lph_OH
Quij [ 209 weoon | 209 Suooon |\ |20 anon
4
<> >

0 2 4 6 8 10 12
pH

FIGURE 5.3 Schématisation du modéle DNEM.

Au final, sept paramétres sont nécessaires pour modéliser les courbes de titrage : log Ky .coon,
log Ky ph-on, A log Ku,coon, A log Kpn-on, Qu,coon, Quph-on et loffset Qp. Qo est un offset
constant exprimé mol.g~! qui permet de faire coincider les valeurs de [Hg] du modéle avec les valeurs
[Hg| expérimentales.

La modélisation de I’équilibre acide-base a été réalisée par le logiciel de modélisation GRFIT
(Ludwig, 1992).

5.2.4.2 Modélisation avec le modéle NICA-Donnan

Rappel sur le modéle NICA-Donnan

Pour rappel, dans le modéle NICA-Donnan les distributions des sites acides et basiques sont mo-
délisées par deux fonctions quasi-Gaussienne continues auxquelles s’ajoute un terme électrostatique.
Au final, huit paramétres sont nécessaires pour modéliser les courbes de titrage : les deux paramétres
de densité de sites carboxyliques (Qu,coomn) et phénoliques (Qu ph-on), les deux parameétres d’affini-
tés intrinseques (log Ky .coon et log K ph-om) qui représente les constantes d’équilibre acide-base,
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les deux parameétres d’hétérogénéité spécifiques des sites (mu,coon et mu,coon), offset (Qo) et
enfin le terme électrostatique (b).

La qualité des ajustements a été numériquement évaluée par le calcul du coefficient de corrélation
donné par I’équation :

S (9 — i)’

R*=1- 27_2 (5.9)
> (¥ — i)
7
ol y; est la valeur calculée par ajustement, y; la valeur expérimentale et y; sa valeur moyenne.
Pour de plus amples informations sur le modéle NICA-Donnan, le lecteur pourra se reporter au

chapitre 4.

Protocole de la modélisation

Le protocole de modélisation des courbes de titrage est décrit dans ’article Matynia et al. (2009).
Briévement, la premiére étape de la modélisation a été de déterminer les log Ky coon et log Ky ph-on
théoriques de quatre modéles structuraux de HA et FA présentés dans le chapitre 2. Pour cela, nous
avons divisé chacune de ces quatre macromolécules en sous-unités structurales appelées "reactive
structural unit" (RSU). Chacune de ces RSU contient au moins un groupement COOH ou ph-OH.
Les constantes d’équilibre acide-bases moyennes de chaque RSU ont ensuite été, soit estimées grace
a la base de données de NIST (Martell et Smith, 2004), soit calculées a partir d’hypothéses chi-
miques simples. En calculant la moyenne des log Ky ; de 'ensemble des RSU d’un méme modéle
structural, il est possible d’accéder aux valeurs numériques théoriques des constantes log Ky coon
et log Ky ph-on de ce modele structural.

Dans une deuxiéme étape, nous avons modélisé les courbes de titrage de deux facons. La pre-
miere facon a été de fixer les parametres log Ky coon et log Ky ph-on aux deux valeurs numériques
théoriques déterminées précédemment. La deuxiéme facon a été de fixer les parameétres log Ky coon
et log Ky ph-on aux valeurs recommandées par Milne et al. (2001) dans son modele générique (log
Ku,coon = 2.34 pour FA et 2.93 pour HA et log Ky pnh-on = 8.60 pour FA et 8.00 pour HA). Dans
les deux approches, le paramétre b a été fixé aux valeurs proposées par Milne et al. (2001) (b = 0.57
pour FA et 0.49 pour HA). Tous les autres paramétres ont été ajustés. Dans les deux cas, le degré
de liberté est le méme (5).

5.3 Résultats

5.3.1 Caractérisation des deux tourbes et de leurs fractions
5.3.1.1 Distribution fractale et composition chimique des deux tourbes

La figure 5.4 présente la composition massique des tourbes blondes et noires en HA, en FA, en
humine et en MI. Le tableau 5.1 présente la composition chimique élémentaire de CP et SP, et de
leurs fractions fulviques (FA), humiques (HA) et dissoutes (DOM).

SP est composé de 26.4 % de HA, de 2.9 % de FA, de 1.5 % de MI et donc, par différence,
de 69.2 % d’humine. Les teneurs en MI et en FA sont trés faibles dans cette tourbe. CP est composé
de 33.1 % de HA, de 2.2 % de FA, de 34.5 % de MI et de 30.2 % d’humine. Comme ce qui est
attendu, cette tourbe est riche en MI. Dans les deux cas, la teneur en FA est trés faible alors que
cette fraction est souvent considérée comme la fraction la plus réactive de la tourbe.
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B Acide humique
Acide fulvique

B Matiére inorganique
humine

FIGURE 5.4 Proportions massiques en acide humique, en acide fulvique, en matiére inorganique et en humine
des tourbes blondes (SP) et brunes (CP).

Tableau 5.1 Composition élémentaire des tourbes noires (CP) et blondes (SP), et de leurs fractions humiques
(HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM).

Cp Sp HACP HASP FACP FASP DOMCP DOMSP
Couleur Noire  Blonde Noire Noire Marron Marron Noire Noire
pH 4.4 4.1 3.5 3.5 34 29
oM!2 65.5 98.5
C? 472 48.0 44.6 50.7 45.6 48.6 29.6 43.59
H? 6.21 6.0 4.5 5.36 2.92 4.41 4.0 5.16
N? 2.18 0.94 2.86 1.7 1.01 4.21 2.0 2.5
S? 1.78 0.62 1.37 0.63 0.64 0.48 1.5 1.13
p3 590 160
Zn? 47 10 27 14 43 19 31 78
Cu? 37 7 79 <20 40 <20 36 25
Pb3 16 13 12 9 115 11 10 7
Hg* 90 20
HA? 33.1 26.4
FA? 2.2 2.9
RES?5 34.5 1.5

! Matiére organique, 2 %, 3 ppm, 4 ppb, 3 Résidu a sec
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La concentration en C, H, N et S organique est, dans quasiment tous les échantillons, en ac-
cord avec la gamme préconisée par Steelnik (1985) (tableau 2.1). Seul DOMCP présente une teneur
faible en C (29.6 %). DOMCP contiendrait donc de nombreux colloides non organiques. La teneur en
soufre dans chaque fraction de CP est toujours supérieure & celle de la fraction SP correspondante.
CP posséde donc plus de sites thiols (-SH). Cependant, leur faible concentration devrait les rendre
invisibles lors des titrages.

La concentration en ET de toutes les fractions est conforme & la gamme de concentration du
fond géologique : 1-100 ppm pour Cu, Zn, Pb et de 1-100 ppb pour Hg (Darmentail et al., 2000;
Kabata-Pendias, 2000). Les teneurs en ET sont toujours supérieures dans les fractions CP que dans
les fractions SP correspondantes. Ces dissimilitudes sont attribuées & la différence de conditions de
formation de ces deux types de tourbes (Bohlin et al., 1989). Ainsi, les CP se forment essentielle-
ment dans des fens. Les fens sont des tourbiéres alimentées par des eaux de surface et/ou des nappes
phréatiques souterraines riches en éléments nutritifs. Ce type de tourbe est donc riche en ET, en MI
et en soufre. Au contraire, les SP se forment essentiellement dans des tourbiéres alimentées par des
eaux de pluie pauvre en nutriments. Elles sont donc plus pauvre en ET, en MI et en soufre.

5.3.1.2 Distribution granulométrique des deux tourbes

25
X
o 20+
=)
- i)
‘© S
= O 10+
5 &
8 s
S 5 - sp
1 1 1 1 L DO_ 1 CIDI 1 1 1 1 1
0 400 800 1200 1600 00 400 800 1200 1600
Rayon de la particule (um) Rayon de la particule (um)
FIGURE 5.5 Distribution granulométriqgue des FIGURE 5.6 Distribution granulométrique des
particules de tourbe par granulométrie laser. particules de tourbe par tamisage.

La figure 5.5 donne la distribution granulométique mesurée par granulométrie laser tandis que
la figure 5.6 celle mesurée par tamisage. Dans les deux méthodes utilisées, on observe que CP est
constituée de particules plus fines que SP et qu’il posséde une distribution en taille moins importante.
Si on considére que la réactivité est en relation avec la surface spécifique accessible aux E'T, ce résultat
implique que CP est plus réactive que SP. On peut donc supposer que la densité de site totale Qtot
de CP sera supérieure a la densité de SP.

5.3.1.3 Résultat de la résonance magnétique nucléaire du '3C

La figure 5.7 et le tableau 5.2 présentent respectivement la proportion des atomes de carbone et
la densité de sites carboxyliques, phénoliques et totaux dans les tourbes noires et blondes et dans
leurs fractions humiques, fulviques et dissoutes mesurées par RMN 13C a 'état solide.
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FIGURE 5.7 Proportion relative des carbones dans les tourbes noires (CP) et blondes (SP), et dans leurs

fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) mesurées par RMN 3C a U'état solide.
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Tableau 5.2 Densité des sites (mmol.g~') carbozyliques (Qcoon ), phénoliques (Qph—coon) et totauz (Qror)
des tourbes noires (CP) et blondes (SP), et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes
(DOM) mesurées par RMN '3C a I’état solide.

Nom de I’échantillon Q*n.coon Q*yy,ph-on Q* o
Ccp 1.65 1.48 3.12
SP 1.45 1.39 2.84
HACP 2.97 1.40 4.37
HASP 1.81 1.73 3.54

FACP / / /
FASP 1.53 2.38 3.91
DOMCP 1.96 1.00 2.96
DOMSP 2.27 0.76 3.03

* mmol.g!

Comme ce qui est habituellement observé (Stevenson, 1994), les deux principaux types de car-
bone dans tous les échantillons sont les carbones C-alkyl (0 - 45 ppm) et les carbones C-Oalkyl (45
- 110 ppm). La teneur en carbone aliphatique (C-alkyl + C-Oalkyl) est donc supérieure a la teneur
en carbone aromatique. Les données obtenues montrent également des proportions en types de car-
bone trés différentes selon les fractions. Cela renforce 1’idée selon laquelle les SH sont des matériaux
hétérogénes.

En entrant dans le détail, on remarque que les fractions CP ont une proportion supérieure en
C-aromatique (& l'exception des DOM), en C-COOH et en C-ph-OH (& I'exception des HA) que les
fractions SP correspondantes. Les fractions CP ont cependant une proportion inférieure en C-alkyl
+ O-alkyl, a 'exception des DOM. Autrement dit, les fractions CP sont relativement plus riches
en carbone aromatique que les fractions SP, et inversement pour les carbones aliphatiques. A titre
individuel, on remarque que la fraction CP contient plus de C alkyl (36.6 % vs. 20.2 %) et moins
de O alkyl (42.4 % vs. 54.2 %). Ceci suggére que SP est plus riche en humine que CP puisque
I’humine est connue pour contenir une majorité de carbone O-alkyl (Stevenson, 1994). Ce résultat
est en accord avec les proportions d’humine calculées a partir des extractions des fractions HA et
FA (figure 5.4). On notera enfin que les HA sont plus riches en carbone aromatique que les FA pour
une méme tourbe. Ce résultat est conforme aux précédentes études (Stevenson, 1994). A noter que
pour des raisons indépendantes de notre volonté, le spectre de RMN 3C de FACP n’a pas pu étre
obtenu.

A fraction semblable, la densité totale des sites dans CP est soit semblable (2.96 pour DOMCP
vs. 3.03 mmol.g”' pour DOMSP) soit supérieure (3.12 pour CP vs. 2.83 mmol.g”' pour SP; 4.37
pour HACP vs. 3.53 mmol.g™! pour HASP) & la densité totale des sites des SP. Autrement dit, CP
et ses fractions sont plus réactives que SP et ses fractions correspondantes. Ce résultat conforte
le résultat trouvé par granulométrie ot CP possédait plus de sites que SP. La densité totale des
fractions HA et FA est supérieure & la densité des sites des fractions brutes et DOM. HA et FA
sont bien les fractions les plus réactives dans les tourbes. FASP posséde plus de sites réactifs que la
fraction HASP. Ce résultat est en accord avec la littérature qui considére que FA posséde plus de
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sites que HA (Milne et al., 2001). Hormis FASP, tous les autres échantillons ont une densité de sites
carboxyliques supérieure a la densité de sites phénoliques. Ce résultat est également en accord avec
la littérature (Milne et al., 2001), qui considére que les sites carboxyliques sont plus nombreux que
les sites phénoliques.

Si on compare les densités mesurées par RMN 3C avec des données utilisant une technique
similaire (Gondar et al., 2005), on remarque que nos densités de sites sont plus faibles. Tandis que
Gondar et al. (2005) proposent une valeur minimale de Qo; de 7.18 mmol.g™t pour FA, la valeur
trouvée pour FASP est de 3.91 mmol.g''. De méme, la valeur minimale trouvée par Gondar et al.
(2005) est 4.71 mmol.g™t pour les HA alors que notre valeur maximale, obtenu pour HACP, est de
4.37 mmol.g™'. Nos densités de sites sont également inférieures aux valeurs issues des titrages (7.74
mmol.g~! pour FA et 5.70 mmol.g™t pour HA ; Milne et al., 2001). Cette différence est d’autant
plus surprenante que la RMN !3C ne différencie pas les carbones esters (R-COO-R) des carbones
carboxyliques. Les carbones de type esters sont ainsi comptabilisés avec les carbones carboxyliques
ce qui augmente artificiellement le nombre de carbone carboxyliques et donc Qyot. On devrait s’at-
tendre & comptabiliser plus de sites avec la RMN '3C. Nos résultats s’interprétent donc soit comme
une démonstration de la grande hétérogénieté des SH, soit comme une trés grande incertitude dans
les résultats donnés par la RMN 2C. En effet, en plus du probléme des carbones esters, la présence
de MI, présente en plus ou moins grande quantité selon les fractions, implique la présence possible
d’espéces inorganiques paramagnétiques, comme Fe3t. Ces espéces peuvent masquer la réponse des
carbones '3C. Il est résulte donc une erreur dans la quantification des groupes carbonés.

5.3.1.4 Conclusion

La caractérisation des tourbes noires et blondes et de leurs fractions humiques, fulviques et
dissoutes, par ’analyse chimique élémentaire, par distribution granulométrique et par résonance
magnétique nucléaire donne des informations précieuses sur la réactivité de ces matériaux :

1. D’aprés I’étude par granulométrie et par RMN 13C, la densité de sites réactifs de CP est
supérieure & la densité de sites de SP.

2. D’aprés I'étude par RMN 13C, toutes les fractions sont plus riches en carbone aliphatique qu’en
carbone aromatique.

3. D’aprés I'étude par RMN 3C, la densité de sites réactifs des fractions HA et FA est supérieure
a la densité de sites des fractions brutes et dissoute.

5.3.2 Titrage potentiométrique
5.3.2.1 Analyse de sensibilité de nos mesures

La figure 5.8 présente trois droites de régression associées a trois couples (E° , k) déterminés lors
du calibrage de ’électrode pH. Ces trois droites de régression linéaire se situent dans la fourchette de
lerreur expérimentale et ne sont pas discernables a 1'oeil. L’impact des trois couples (E°, k) sur [Hg|
dans le cas de SP est donné par la figure 5.9. Comme attendu, la quantité [Hg| de protons relargués
de SP vers la solution augmente quand le pH augmente. Quelles que soient les valeurs (E°, k), les
trois courbes de titrage [Hg] = f(pH) présentent trois zones :

1. entre pH 3 et 5 : Augmentation forte de [Hg| correspondant a la déprotonation des groupements
COOH présents en forte quantité a la surface de la tourbe.
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FI1GURE 5.8 Points expérimentaur du calibrage
de Uélectrode pH (symbole) et trois régressions li-
néaires (ligne continue) pour trois couples (E°, k)
dans la fourchette de l'incertitude expérimentale de
ses points.

FIGURE 5.9 Titrage unique de SP pour les trois
couples (E°, k) dans la fourchette de Uincertitude
expérimentale.

2. entre pH 5 et 8 : Augmentation faible de [Hg| correspondant & la déprotonation des grou-
pements neutres (comme par exemple les groupements ph-NHy ou ph-SH) présents en faible
quantité a la surface de la tourbe.

3. entre pH 8 et 11 : Augmentation forte de |[Hg| correspondant a la déprotonation des groupe-
ments ph-OH présents en forte quantité a la surface de la tourbe.

Comme les constantes d’acidité de chaque groupement sont fonction de son environnement chi-
mique, et que celui-ci varie en raison des substitutions chimiques et de la structure non-périodique de
la MO, les différents groupements carboxyliques d’un coté, et phénoliques de 'autre, ne déprotonent
pas tous au méme pH. Il n’y a donc pas de saut marqué de [Hg] & un pH donné; les courbes sont
lissées (figure 2.4).

Entre pH 3.5 & 10, les trois titrages sont quasiment superposés. En revanche, a pH < 3.5 et
a pH > 10, les mesures sont significativement différentes. A pH 2.5, les deux courbes les plus éloi-

1. ce qui représente une variation de 20 % du

gnées (courbe rouge et verte) difféerent de 0.5 mmol.g~
A[Hg| entre pH 2.5 et 10. Ce A[Hg| s’obtient en calculant la valeur absolue de la différence entre
[Hg] & pH 2.5 et [Hg| & pH 10 et donne, en premiére approche, une bonne estimation de la densité

totale Qo -

La variation de courbure & haut et & bas pH nécessite de réduire le domaine d’étude en pH
des courbes de titrage afin de minimiser ’erreur induite par 1’électrode pH. Si on considére que les
deux courbes les plus éloignées ne doivent pas différer de plus de 5 %, il est nécessaire de réduire
Iintervalle d’étude en pll des courbes de titrage entre 3.5 et 10. Toutes les mesures effectuées en
dehors de ce domaine pH seront par la suite considérées comme imprécises.

5.3.2.2 Mise en évidence du phénoméne d’hystéresis

Les réactions d’échange de protons en solution entre un acide et une base de Bronsted sont
en principe des réactions extrémement rapides, s’approchant du controle par diffusion (Bell, 1973).
Cependant, lors des titrages, il est apparu clairement une dérive du potentiel E (et donc du pH)
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FIGURE 5.10 Concentration des protons relachés [Hg] de la tourbe blonde (SP) pour un titrage aller et
retour en fonction du pH : mise en évidence du phénomeéne d’hystérésis.

qui tendait & augmenter lentement aprés chaque ajout de base. Ce phénomeéne implique une non-
réversibilité des réactions acide-bases appliquées aux SH. Afin de mieux comprendre ce phénoméne
et d’optimiser les conditions expérimentales, nous avons décidé de titrer SP en retour (des hauts pH
vers les bas pH).

La figure 5.10 montre un titrage aller (pH variant entre 3.5 et 10) et un titrage retour (pH
variant entre 10 et 3.5) de SP. A bas pH (pH < 5.5), les pentes des titrages aller et retour coincident.
Dans ce domaine pH, les valeurs log Ky coon et Qu,coon aller et retour sont donc identiques.
Le mode opératoire n’influe pas sur la réactivité apparentes des groupements carboxyliques. En re-
vanche, entre pH 5 et 10, les pentes des titrage aller et retour ne coincident plus : il se forme un
phénomene d’hystérésis conduisant a des constantes log Ky pn-on différentes entre les titrages aller
et retour. A pH 10, les deux courbes se rejoignent. Ce chevauchement implique que le A[Hg| entre
pH 10 et 3.5 ne change pas selon le mode opératoire. Autrement dit, la densité totale des sites Qiot
est identique dans les deux cas.

De nombreux auteurs (Gregor et Powell, 1987; Marshall et al., 1995; Paxéus et Wedborg, 1985;
Santos, 1995; Ritchie et Perdue, 2003) ont également mis en évidence ce phénoméne d’hystérésis.
Son origine n’est pas connue et trois hypothéses ont été proposées. La premiére hypothése suppose
que ce phénoméne est d’origine biologique puisque l'utilisation de SH stérilisées annule le phénomeéne
d’hysterésis (Borggaard, 1974). La deuxiéme hypothése suppose un changement de la conformation
des SH induit par une augmentation des répulsions électrostatiques & haut pH (Marshall et al., 1995;
Paxéus et Wedborg, 1985). Une augmentation de Uintervalle de temps entre deux ajout de titrant
devrait alors compenser ce non équilibre. Enfin, la troisiéme hypothése suppose que ce phénoméne
est la conséquence de réactions secondaires, comme par exemple 'hydrolyse des fonctions esters, gé-
nérant une acidité additionnelle au milieu et conduisant & une diminution du pH (ou augmentation
de E) aprés un ajout de base (Gregor et Powell, 1987; Ritchie et Perdue, 2003; Sierra, 2003). Une
diminution de l'intervalle entre deux ajouts de titrant devrait empécher ces réactions secondaires.
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Afin de mieux comprendre 'hystérésis, nous avons réalisé trois titrages successifs aller (1) puis
retour puis aller (2) de SP. La figure 5.11 présente les résultats obtenus. Entre pH 3.5 et 5, les trois
courbes se superposent. Entre pH 5 et 10, les trois courbes ne se superposent plus : elles s’écartent
(hystérésis). La courbe aller (2) se positionne ainsi quasiment au milieu des courbes aller (1) et
retour, avec une tendance a se rapprocher de la courbe retour. A pH 10, les trois courbes se re-
joignent. Le phénoméne d’hystérésis ne semble donc pas étre le fait de réaction secondaire ajoutant
des sites au milieu réactionnel puisque dans ce cas les courbes ne se rejoindraient pas & pH 10. Ce
phénomeéne ne semble pas non plus lié & un non équilibre des réactions acide-bases, puisque dans ce
cas les courbes aller (1) et (2) devraient étre strictement identiques. Enfin, l'utilisation de tourbe
lyophilisée, et donc en partie stérilisée, est en désaccord avec I’hypothese de Borggaard (1974). Dans
notre cas, on pourrait imaginer des réactions secondaires affectant non pas les fonctions ph-OH di-
rectement mais ’environnement chimique immédiat de ces groupements, comme par exemple des
réactions de nitration des phénols induit par 'ajout de HNOj lors de titrage aller selon ’équation
suivante (Arnaud, 1985) :

OH OH OH
HNO,, dilué NO,
_— S +
NO,

40 % 60 %

Bien qu'hypothétique, ce type de réaction pourrait en partie expliquer ce phénoméne. A ce jour,
il n’y a pas de réponse simple, et une compréhension approfondie de ce phénoméne nécessiterait
des mesures complémentaires. N’étant pas le but premier de ce projet de recherche, nous ne nous
sommes pas davantage intéressés & ce phénoméne, qui reste de ce fait en suspens.

20
BL
15 |
210}
o
=
=07 aller (1) SP
L,
tour SP
0 ‘_ retour
: aller (2) SP
05 - - -
3 5 7 9 11
pH

FIGURE 5.11 Concentration des protons relachés [Hg] de la tourbe blonde (SP) pour un titrage aller (1),
retour et aller (2) en fonction du pH.
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5.3.2.3 Titrage de différentes fractions granulométriques de SP

2.0
1.5F
210}
(@)
£
S
—05F
o
L.
OF fraction “fine” SP (0 - 300 um)
fraction “grossiere” SP (300 - 1000 um)
-0.5 - - .
5 7 9 11
pH

FIGURE 5.12 Concentration des protons relachés [Hg] de deux tailles granulométriques de la tourbe blonde
(SP) en fonction du pH.

La figure 5.12 présente le titrage acide-base de particules de SP de tailles granulomériques diffé-
rentes : une fraction fine (0 - 300 pm) et une fraction grossiére (300 - 1000 pm). Comme ce qui est
attendu, la fraction fine, qui a une surface réactive théoriquement plus grande, est 10 % plus réactive
que la fraction grossiére. Si I’on considére que le nombre de sites réactionnels est proportionnel a la
surface exposée, la fraction fine devrait posséder 5 fois plus de sites protonés que la fraction grossiére,
ce qui n’est pas le cas.

Les réactions acide-bases sur les particules des tourbes ne semblent pas se limiter uniquement
aux surfaces externes. La texture spongieuse de la tourbe offre une immense surface réactive inté-
rieure. La dimension fractale des agrégats de tourbe expliquerait la faible différence observée entre
les deux fractions granulométriques. Considérer la tourbe comme une gel spongieux (modéle de

NICA-Donnan) et non comme un gel imperméable semble se justifier.

5.3.2.4 Titrage des tourbes blondes et noires et de leurs fractions

La figure 5.13 présente les titrages de CP et SP (figure 5.13a), de leurs fractions humiques (HA,
figure 5.13b), fulviques (FA, figure 5.13c), dissoutes (DOM, figure 5.13d), inorganiques (MI, figure
5.13 e) et humines (figure 5.13f). Le tableau 5.3 donne le A[Hg| calculé entre pH 3.5 et 9. Le nombre
[Hg] de protons relargués par la surface réactive augmente quand le pH augmente puisque que les
groupements fonctionnels surfaciques déprotonent quand le pH augmente (cf précédemment). La
densité de site A[Hg| entre pH 3.5 et 9 diminue de la fagon suivante (tableau 5.3) :

FACP ~ HACP > CP > HASP ~ FASP > SP > DOMSP > DOMCP > humineSP > MICP.

Toutes les fractions CP ont un A[Hg| supérieur & la fraction SP correspondante. Autrement
dit, la densité de sites déprotonables entre pH 3.5 et 9 est, par cette approche, supérieure pour les
fractions CP que pour les fractions SP correspondantes. Ceci est en accord avec la granulométrie et

66



CHAPITRE 5. TITRAGE POTENTIOMETRIQUE

)

= NN w
O U o U Oy

[Hs] (mmol.g-T)

o
(6)}
X
X
X

[Hs] (mmol.g'1)
- N N wo

o_\

HumineSP

o
o

5 6 7 8 9

FIGURE 5.13 Concentration des protons relachés [Hg| des tourbes noires (CP, couleur noire) et blondes
(SP, couleur orange), et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA), dissoutes (DOM), inorganiques

(MI) et humines en fonction du pH. I=0.1.
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Tableau 5.3 A[Hg] (mmol.g"') entre pH 3.5 et 9 des tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de leurs fractions
humiques (HA), fulviques (FA), dissoutes (DOM), inorganiques (MI) et humines.

ATH ] (mmol.g™)

entre pH 3.5 et 9.0 P P
Brute 237 1.69
HA 2.50 2.05
FA 2.60 2.01
DOM 0.93 1.28

Ml 0.50 /
humine / 1.00

2.5
— =33.1%HASP + 2.2 % FASP + 69.2 % HumineSP
207
SP/
F'o? 1.5¢ - P
= .
E 107 69.2 % HumineSP
3 P
T 057 af 33.1 % HASP
0 2.2 % FASP
-0.5

3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

FI1GURE 5.14 Concentration des protons relachés [Hg| de la tourbe blonde (SP) et de leurs fractions humiques
(HA), fulvigues (FA) et humines normolisés a leurs proportions relatives massiques en fonction du pH. I=0.1.

la RMN 3C. Les deux fractions les plus réactives sont les fractions FA et HA. La DOM est relative-
ment peu réactive. Ce résultat est en accord avec la RMN 13C. Avec un A [Hg| de 0.5 mmol.g?, la
fraction inorganique est la moins réactive. Enfin, 'humine SP a une réactivité relativement faible,
proche de celle des DOM.

Normalisée par rapport a la réactivité totale de CP (i.e. fraction minérale incluse), la réactivité
de MI représente 10 % (0_5*0.3?4%’%%555*2_37 = 10 %) de la réactivité totale de CP et 0.4 % de SP.
L’hypothése de travail selon laquelle la MI est peu réactive se justifie totalement pour SP et en
partie pour CP. Si on calcule la réactivité de CP en soustrayant la quantité de MI (34.5 %), le A[Hg]|
obtenu, entre pH 3.5 et 9, est de 1.72 mmol.g™! (Qior = 0.345%0.5 + 0.655%2.37 = 1.72 mmol.g™!).

Cette réactivité est comparable & la réactivité de SP (1.69 mmol.g™!).

Afin de connaitre 'importance relative de la réactivité de chaque fraction dans la réactivité
totale des tourbes et d’apprécier 'impact éventuel du protocole d’extraction des HA et des FA sur
leur réactivité, nous avons normalisé (figure 5.14) les titrages des fractions de SP par rapport a leurs
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proportions massiques données dans la figure 5.4. En premiére approche, on remarque que la somme
des titrages de HASP, FASP et humineSP (courbe rouge) reproduit trés bien le titrage de la fraction
SP (symbole carré). Autrement dit, le protocole d’extraction ne semble pas avoir dégradé de fagon
notable les sites carboxyliques. Cependant, & partir de pH 9, la courbe rouge s’éloigne de maniére
significative de SP. Le protocole d’extraction semble donc dégrader les HA, les FA et I’humine en
diminuant leur nombre de sites phénoliques par rapport & la tourbe initiale. La faute incomberait
aux substitutions nucléophiles aromatiques. Ces réactions plutot trés rares, sont dans notre cas fa-
vorisées par la présence combinée des ions H et CI- (ajout de HCI lors de I’extraction) qui réagirait
avec les groupements ph-OH selon la réaction ci dessous (Arnaud, 1985) :

OH OH,* +
©/ + H ©/ —— © + OH,
cl
+

Ce type de réaction réduirait le nombre de sites ph-OH et pourrait expliquer la différence obser-
vée.

La proportion importante d’humine dans SP (69.2 %) compense sa faible réactivité (1.0 mmol.g=1).
De ce fait, I’humine et HA sont le deux principales fractions réactives de SP. FA ne représente qu’une
faible partie de la réactivité totale de SP.

5.3.2.5 Conclusion

La premiére approche de ’analyse des courbes de titrage par le calcul du A[Hg] montre que :

1. Le phénomene d’hysterésis, dont 'origine reste & déterminer, est inhérent aux courbes de
titrage. Les moyens d’action pour limiter ce phénoméne sont faibles.

2. La tourbe est un matériel spongieux.

3. Les particules de tourbe noire contiennent plus de sites réactifs que les particules de tourbe
blonde. Cependant, vu que CP contient 34.5 % de matiére minérale, au total les deux tourbes
brutes ont des réactivités semblables.

4. Le protocole d’extraction modifie la structure des groupements ph-OH.

Par la suite, les courbes de titrage seront modélisées par 'approche DNEM puis NICA-Donnan du
projet de recherche sera de modéliser les courbes de titrage obtenues de différentes facons.

5.3.3 Modélisation des titrages potentiométriques
5.3.3.1 Modélisation par le modéle DNEM

La figure 5.15 et le tableau 5.4 donnent les résultats de la modélisation DNEM. Les modélisa-
tions obtenues par ce modéle reconstruisent assez bien les courbes expérimentales (R? < 0.991). Les
valeurs log Ky coon et log Ky on sont peu dispersées. Elles varient respectivement entre 3.4 et
4.7 et entre 8.0 et 8.9. Pour les fractions brutes, HA et DOM, ces constantes sont incluses dans la
gamme de valeurs proposées dans la littérature (tableau 5.5). Ceci n’est pas le cas des FA qui ont
notamment un log Ky ,coon supérieur aux valeurs de la littérature. Ainsi, I'acidité supérieure des
FA comparée au HA rapportée dans la littérature n’est pas observée dans ce modeéle. La non prise en
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5.0

tourbe brute HA
4.0 -

DOM

1 3 5 7 9 11 131 3 5 7 9 11 13

FIGURE 5.15 Concentration des protons relachés [Hg] des tourbes noires (CP, couleur noire) et blondes
(SP, couleur blonde) et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) en fonction du
pH. Les symboles et les lignes rouges représentent respectivement les points expérimentaux et les ajustements
obtenus par le modéle DNEM. 1=0.1.

Tableau 5.4 Paramétres du modéle DNEM des tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de leurs fractions
humiques (HA), fulvigues (FA) et dissoutes (DOM).

“On.coon Ki,(lj(()f)H KHl,Z(g)OH “nawon KAH,l:fOH Ki:fOH o K

CP 0.9 1.0 4.1 22 1.3 8.5 3.1 0.991
SP 0.9 0.9 4.5 1.2 1.1 8.8 2.1 0.995
HACP 1.8 0.8 4.5 2.5 1.4 8.9 4.3 0.998
HASP 1.4 1.1 4.2 1.8 1.5 8.5 3.2 0.998
FACP 1.4 0.8 4.4 2.4 1.3 8.0 3.8 0.996
FASP 1.1 0.7 4.7 2.2 1.6 8.3 3.3 0.997
DOMCP 0.7 1.6 3.4 1.0 1.2 8.6 1.7 0.998
DOMSP 1.0 1.2 3.7 1.1 1.2 8.6 2.1 0.998

* mmol.g’!
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compte de Deffet électrostatique peut en partie expliquer ces différences. On observe également que
les valeurs log Kn coon et log Kuph-om de SP et de ses fractions sont soit égales, soit supérieures,
aux valeurs de CP et de ses fractions. La tourbe blonde serait donc moins acide que la tourbe noire.

Les fractions HA et FA ont une densité totale de sites réactifs supérieure aux fractions brutes et
DOM. A fraction identique, CP posséde une densité totale de sites réactifs plus élevée que SP. Ce
résultat est en accord avec les résultats issus de la RMN '3C, de la granulométrie et de I’approche
par A[Hg|. Cependant, une étude plus précise de ces densités de sites montre que, contrairement a
la RMN 3C qui suggeére I'existence d'un plus grand nombre de sites carboxyliques que phénoliques,
dans le modele DNEM, Qu coon est inférieur & Q ph-on pour tous les échantillons hormis les DOM.
La non-différenciation entre les carbones esters et les carbones carboxyliques dans le cas de la RMN
13C et 'interférence des cations paramagnétiques peut expliquer cette diffférence. Enfin, le résultat
par le modéle DNEM est comparable avec 4 des 8 modéles structuraux de HA et de FA ot le rapport
COO

Hetot i fér OHot
ot est inférieur au rapport “m ot (tableau 2.3).

5.3.3.2 Modélisation par le modéle NICA-Donnan : Matynia et al. (2009)

Tableau 5.5 Quelques valeurs des constantes log K ; proposées dans la littérature.

log Kiicoon  10g Kiiph-on Ou,coon Ohiph-oH Methode
Tipping (1998) HA 4.1+04 8.8+£0.6 3.3+£0.5 1.7 £0.30 Titrage
FA 3.2+04 94+1.8 4.8+0.7 2.4+0.35
Avena et al. (1999) HA 4.0+0.5 8.0+£0.5 - - Titrage
Milne et al. (2001) HA  3.09+0.51 7.98+0.96 3.17+0.89 266+1.37 Titrage
FA~ 265+043 8.60+1.06 5.66+1.25 257+1.94
Ritchie et Perdue HA 438+0.26 9.72+046 7.97+3.11 1.31+£0.50 Titrage
(2003) FA 3.80+0.22 9.78+0.96 13.6+1.60 1.23+0.38
Average® HA 3.89x0.56 8.62+0.83 Titrage
FA  3.22+0.58 9.26+0.61 i )
Average® HA 4.16+0.20 8.84+0.86 Titrage
FA  3.50+043 9.59+0.27 i )
Cabaniss et HA 34401 ) ) i Spectroscopie
McVey (1995) FA B infra rouge

2 Moyenne des données de Tipping (1998), Avena et al. (1999), Milne et al. (2001), et Richie et Perdue
(2003).° Moyenne, sans les données de Milne et al. (2001). O en mmolc/gaw.

Résumé de Uarticle

Les constantes d’acidité moyennes des protons Ky ; pour des modeles structuraux d’acides hu-
miques et fulviques ont été estimées semi-empiriquement en scindant ces macromolécules organiques
en unités structurales réactives (RSU), et en calculant les valeurs Ky ; de ces RSU a partir de
constantes connues. Les log théoriques de Ky coon et de Ky pn-on sont de 3.73 £ 0.13 et 9.83 £
0.23 pour HA, et 3.80 + 0.20 et 9.87 + 0.31 pour FA. Ces valeurs sont en accord avec les titrages
potentiométriques utilisant le Model VI (Tipping, 1998), la sphére imperméable (Avena et al., 1999)
et le modeéle Henderson-Hasselbach (Ritchie et Perdue, 2003)(4.16 + 0.20 et 8.84 + 0.86 pour HA,
et 3.50 + 0.43 et 9.59 + 0.27 pour FA, tableau 5.5), mais différentes d’une unité log des valeurs
obtenues par le modéle NICA-Donnan (3.09 + 0.51 et 7.98 £ 0.96 pour HA, et 2.65 + 0.43 et 8.60 +
1.06 pour FA ; Milne et al., 2001). Pour clarifier cette ambigiiité, nous avons modélisé les titrages des
tourbes SP et CP, et leur fractions HA, FA et DOM, en utilisant d’un coté les constantes calculées &
partir des RSU, et de 'autre les constantes génériques du modéle NICA-Donnan. Les données sont
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dans les deux cas trés bien décrites (R? > 0.991) montrant ainsi que le modéle NICA-Donnan est sur-
paramétré. Afin d’avancer sur cette question, il est impératif de connaitre le nombre de paramétres

indépendants contenus dans une courbe de titrage.
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Abstract

Average proton binding constants (Ky;) for structure models of humic (HA) and fulvic (FA) acids
were estimated semi-empirically by breaking down the macromolecules into reactive structural
units (RSU) and calculating Ky ; values of the RSUs from known constants. Predicted log Ky coon
and log Ky ph-on are 3.73 = 0.13 and 9.83 + 0.23 for HA, and 3.80 + 0.20 and 9.87 = 0.31 for FA.
These values agree reasonably well with results from potentiometric titrations analyzed using
Model VI, the Impermeable Sphere (IS), and the Henderson-Hasselbalch models (4.16 + 0.20 and
8.84 + 0.86 for HA, and 3.50 + 0.43 and 9.59 + 0.27 for FA; Tipping, 1998; Avena et al., 1999;
Ritchie and Perdue, 2003), but differ by about one log unit from those obtained with the NICA-
Donnan model (3.09 = 0.51 and 7.98 + 0.96 for HA, and 2.65 + 0.43 and 8.60 + 1.06 for FA; Milne
et al., 2001). To clarify this ambiguity, a Carex and a Sphagnum peat, and their HA, FA and
dissolved organic matter fractions, were titrated between pH 3.5 and 10 and the eight curves
modeled with both the predicted equilibrium constants and the recommended generic constants
from the NICA-Donnan model. The data are described equally well with the two sets of values (R
> (.99), meaning that the NICA-Donnan model is overparameterized. Correlations between NICA-
Donnan parameters are discussed, but progress is impeded by the unknown number of independent
parameters needed to reconstruct titration curves. If one excludes log Ky values from the NICA-
Donnan model (3.09 £+ 0.51 for HA, and 2.65 + 0.43 for FA), the consistency between predicted
(3.76 £ 0.13 for HA, and 3.87 + 0.14 for FA) and experimental (4.16 + 0.20 for HA, and 3.50 + 0.43
for FA) constants gives faith in the proposed semi-empirical approach, and its usefulness to assess

the plausibility of proton stability constants derived from the simulations of titration data.

1. INTRODUCTION

Humic (HA) and fulvic (FA) acids, the two most reactive solid fractions of natural organic
matter, play a key role in the retention and bioavaibility of metal ions in the environment
(Stevenson, 1982). They are complex and heterogencous assemblages of dominantly carboxyl
(COOH) and phenol (ph-OH) polyelectrolyte groups issued from the breakdown of bacterial, algal,
and higher plant organic material. The acid-base equilibria of these groups, which controls their ion
binding properties, is measured usually by potentiometric titration and occasionally by infrared
spectroscopy, and expressed numerically by the two proton binding constants log Ky coon and log
Kuph-on (Table 1). The mean proton binding constants derived from titration curve fitting are log
Ku,coon = 3.89 £+ 0.56 for HA and 3.22 + 0.58 for FA, and log Ky ph-on = 8.62 + 0.83 for HA and
9.26 + 0.61 for FA. From infrared spectroscopy, log Ky coon = 3.4 + 0.1 for both HA and FA
(Cabaniss and McVey, 1995). The 0.67 difference in log Ky, coon values for HA and FA obtained
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by titration either is real and results from the difference in composition and functionality of the two
types of humic substances (HS), in which case titration is more sensitive than infrared spectroscopy,
or is within uncertainty and accuracy of titration, in which case this method is less precise. To
address this question, average log Ky coon and Kyph-on values were calculated semi-empirically
from structure models of FA and HA, then used to simulate titration data, and the quality of the
simulations compared to those obtained with the best-fit experimental log Ky ; values reported in the

literature.

2. STRUCTURE MODELS FOR HA AND FA

Four main structure models have been proposed over the last 32 years (Fig. 1). Their main

chemical characteristics are given in Table 2 and summarized below.

2.1 HA model of Stevenson (HA-S; Stevenson, 1982)

This model is based on the “modified lignin theory” (Waksman, 1938), which considers humic
substances to be degradation products of lignin. The structure is characterized by a high
polycyclicity (atomic ratio of aromatic to aliphatic carbons C,,o/Cqi =1.36), the majority of carboxyl
(COOH,ro/COOHyj;i = 4.0) and all hydroxyl groups branching off aromatic rings. The aromatic rings
are linked by C-C, C-O-C, and C-N-C bonds.

2.2 HA model of Schulten and Schnitzer(HA-SS; Schulten and Schnitzer, 1993)

This model is derived from *C-NMR, analytical chemistry, pyrolysis, and oxidative degradation
data. The macromolecular unit contains 368 C atoms compared to 73 in the HA-S model, but it
counts a lower proportion of aromatic carbons (Cao/Cai = 0.57), which are now linked by aliphatic
chains. Consistent with the lower C,;/C,i atomic ratio, HA-SS has relatively fewer phenolic groups
(OH4o/Ciot = 0.021 vs 0.11) and hydroxyls are almost evenly distributed between aliphatic and
aromatic carbons (OH,o/OH,j; = 1.14). The molar ratio of COOH to total carbon (COOH/Cyy) is
similar in the two models (0.078 vs. 0.068), and carboxyl groups still are dominantly attached to

aromatic rings (COOH,;o/COOH,j; = 4.8).

2.3 FA model of Buffle (FA-B; Buffle, 1977)
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'With only 27 carbons, this is the smallest macromolecule. It consists of a naphthalene core
substituted by COOH and OH groups, and branched with two aliphatic chains terminated by a
carboxyl. This molecule has the highest COOH;o/Ciot (0.22) and COOHo/Caro (0.4) ratios, with
almost one in two aromatic C-H bonds substituted by a COOH.

2.4. FA model of Alvarez-Puebla et al. (FA-A; Alvarez-Puebla et al., 2006)

This FA-model is characterized by a high proportion of chain aliphatic and alicyclic carbon
(Caro/Caii =0.32), to which the majority of functional groups are connected (OH,,/OH,;=0.50;
COOH,;o/COOHy;; = 0.2). This model is the only one to incorporate in its structure sulthydryl (-SH)

and amine (-NH;) functional groups.

2.5. Comparison between the HA and FA models

The HA models have a higher proportion of aromatic carbons than the FA models: C,/Cai =
1.36 and 0.57 for HA-S and HA-SS, vs. 0.59 and 0.32 for FA-B and FA-A, respectively. However,
the FA models have a higher proportion of COOH to total carbon (0.16-0.22 vs. 0.068-0.078), and
thus a higher acidity with site density (Qu.coon) values of 6.8 to 9.4 vs. 3.4 to 4.5 mmol/g. Although
the distinction is less conclusive for phenolic hydroxyls (Quph-on), FA have a total proton-reactive
site density (Qqt) well above that of HA: 12.1 £ 0.5 vs. 7.0 £ 1.3 mmol/g (Table 2). Overall, the
nature and amounts of reactive sites in structure models are in good agreement with pH-based

estimates from titration (Table 1).

2.6. Carboxyl structures (NOM model of Myneni and co-authors)

Previously, HA and FA were represented as arbitrary hydrocarbon macromolecules substituted
by carboxyl and hydroxyl groups. Currently, the tendency is to represent HA and FA as assemblies
of well-defined chemical entities. Using total reflection Fourier-transform infrared spectroscopy and
aliphatic and aromatic carboxylate model reference materials, the following generic types of
carboxyl environments have been identified in natural organic matter (NOM) by Hay and Myneni
(2007): aliphatic acids containing a hydroxyl (similar to lactate, malate, gluconate), ether/ester (-O-
/-0-CO-, e.g., methoxyacetate and acetoxyacetate) or carboxylate (e.g., malonate) substituent on the
a-carbon, aromatic acids (e.g., salicylate), and O-heterocycle acids (e.g., furancarboxylate).
Aliphatic carboxyls with -OH, -OR, or -COOH for H substitution on the a-carbon, and furan-type

and salicylate-type aromatic carboxylates functionalities were confirmed by two-dimensional NMR
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spectroscopy (Deshmukh et al., 2007). This technique also highlighted the importance of -
substituted alicyclic carboxyls, which are indistinguishable from a-substituted aliphatic carboxyls

in infrared spectroscopy.

3. CALCULATION OF SEMI-EMPIRICAL log Ky,1

3.1. Method

Empirical proton binding constants were calculated in three steps. First, each structure model
was broken down to chemically characterizable entities, called reactive structural units (RSUs).
Second, Ky; values of the RSUs were taken from the NIST thermodynamic database (Smith and
Martell, 2004), or calculated using basic chemical concepts. Third, the average Ky; value of the
whole macromolecule was calculated as the weighted sum of all individual values. Calculations
were performed at an ionic strength of | = 0.1 M because the NIST database contains more entries
for this value. The RSUs were defined as follows:

(i) Each RSU contains only aliphatic or aromatic hydrocarbons, and at least one acid-base
functionality.

(i) Unreactive naphthalene and fluorene cores, aliphatic chains, and phenyl groups on
aromatics were replaced by —CHj; (denoted Me). This chemical substitution is supported by the
similarities of log Ky coomn, (i), for 3-(2methyl-2-propyl)benzoic acid (4.20) and 3-methylbenzoic
(4.27) and, (ii), for 1-naphthoic acid (3.67) and 2,3-methylbenzoic acid (3.76).

(iii) Ester groups on aromatics (ph-CO-O-R) were replaced by —CHj. This substitution is
justified by the similarity of log Ky pn-on for 2-acetylphenol (9.94) and 2-methylphenol (10.09).

(iv) Ether groups (R-O-R) were replaced by methoxy groups (-O-CHj3, denoted OMe). This
substitution is supported by the similarity of log Ky coon for 3-phenoxybenzoic acid (3.95) and 3-
methoxybenzoic acid (3.82).

(v) Secondary amines on aromatics (ph-NH-R) were considered to be primary amines (ph-
NH,). This approximation is justified by the similarity of log Ky, coon for 2-aminobenzoic acid

(4.78) and 2-(2-hydroxyethylamino)benzoic acid (4.82).
3.2 The RSUs
The nature and number of RSUs generated in all structure models are represented in Table 3.

HA-S can be decomposed into eight RSUs (Fig. 1). The two first RSUs (RSU1 and RSU2) are

molecular remnant of lignin, from which the model is derived. HA-SS can be described by
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seventeen RSUs. All RSUs contain at least one COOH group, and half of them contain at least two.
Thus, none contains only hydroxyls, in contrast to RSU3, RSUS5, RSU6, and RSU7 in HA-S. Acetic
acid is the most abundant RSU; it is repeated three times. FA-B is described by four RSUs, two
small aliphatic acids (acetic acid and lactic acid), and two substituted benzene-type rings. FA-A can
be described by seven RSUs, five non-aromatic and two benzene-type aromatic. A proton is
replaced by NH; in one aromatic ring, and by SH in the other. Hence, more RSUs are needed to
describe HA than FA, and apart from acetic and lactic acids, each RSU occurs in one model only.
The limited number of common structural elements among the first four structure models highlights
the complexity and diversity of humic substances.

Eight RSUs were used for the NOM model: lactic acid, gluconic acid, malic acid, malonic acid,
methoxyacetic acid, acetoxyacetic acid, salicylic acid, and 2-furoic acid (also named furan-2-

carboxylic acid).

3.3. log Ky, values of the RSUs

Ten RSUs out of the thirty-four defined previously are referenced in the NIST database: acetic
and lactic acid, glycine, 2-oxopropanoic acid (FA-A RSU1), acrylic acid (FA-A RSU3),
metoxyacetic acid (FA-A RSU7), 3-hydroxypropanoic acid (FA-A RSUG6), but-1,4-dicarboxylic
acid (HA-SS_RSU16), and the two aromatic HA-SS RSU6 and HA-SS RSUI11 (Table 3). The log
Ku values of the other RSUs were calculated by taking the known constant of the closest structural
analog and adding to this value the Alog K offset induced by the chemical substituents present in the
RSU but absent in the analog. The inductive modification of the chemical properties of organic
molecules by substituents is described conceptually as a mesomeric or resonance effect. Details of
the calculations are given in Electronic Annex, and results reported in Table 3. The method is
illustrated below with HA-SS RSU17, a benzene molecule substituted by two para-COOH (noted
COOH' and COOH?), one ortho-OH, and two (3,5)-O-CH; (noted OMe) (Fig. 2).

The proton binding constant of this benzenedicarboxylate can be calculated from the log Ky
values of 2-hydroxybenzoic acid (2.80) and 3-hydroxybenzoic acid (3.99), corrected by the
dissociation offset induced by the addition of two OMe and a second COOH group on the ring (Fig.
2). Starting from 2-hydroxybenzoic acid, the Alog K offset due to the two OMe substituents in (3,5)
C positions on the benzene ring is two times the difference between the log Kycoon for 3-
methoxybenzoic acid and benzoic acid : 2 x (3.82 - 4.01) = -0.38. The shift in log Ky induced by a
second COOH can be obtained from the binding constants (one per hydroxyl) of benzene-1,4-
dicarboxylic acid: 3.38 + 4.15. The Alog K associated with this substituent is 0.5 x (4.15 + 3.38) -
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4.01 = -0.25. Thus, (OMe,COOH)-substituted 2-hydroxybenzoic acid has a calculated log Kcoon of
2.80-0.38-0.25=2.17.

Similarly, the log Kcoon of (OMe,COOH)-substituted 3-hydroxybenzoic acid is obtained from
the difference in proton binding constants of 2-methoxybenzoic acid and benzoic acid (3.87 - 4.01 =
0.14), and the difference in the mean binding constant of benzenedicarboxylate and benzoic acid (-
0.25). Note that 2-methoxybenzoic acid has to be taken instead of 3-methoxybenzoic acid because
the two OMe substituents are now in (2,6) C positions relative to the carboxyl group (Fig. 2).
Completing the algebra yields log Kcoon = 2.82 for RSU17. Calculated and experimental constants
generally coincide within 0.1 to 0.2 log units (SI).

3.4. Results

The log Ky coon values calculated by the substituent approach at 0.1 M ionic strength are 3.64
(HA-S), 3.81 (HA-SS), 3.97 (FA-B), and 3.63 (FA-A). The average is 3.73 + 0.13 for HA, and 3.80
+ 0.20 for FA. The log Ky ph-on values are 9.67 (HA-S), 9.99 (HA-SS), 10.08 (FA-B), and 9.65 (FA-
A), and the averages are 9.83 £ 0.23 (HA) and 9.87 £ 0.31 (FA). Their dependence on ionic strength
(I) can be estimated, (i), experimentally from the variation of pK, with | for model compounds or,
(i1), empirically from the Davies equation (Davies, 1962; Stumm and Morgan, 1996):

pKa(l) = pKq(1=0) + 2 log v,
log = —Az*( ﬁir' Bi)
where vy is the activity coefficient, A the Debye-Hiickel constant (0.49 at 298 K), Z the ion charge,

and B an adjustable parameter between 0.2 and 0.3. Fig. 3a shows that experimental pK, varies by
0.28 for carboxylates and 0.35 for phenol in the 0 <1 <2.0 interval, and is a minimum at | =0.5.

The Davies equation gives the same result (Fig. 3b). From these results:

logy, = loghp " ot g2
The uncertainty is small relative to the heterogeneity of binding properties of humic substances, and
the validity of models (e.g., Donnan, Impermeable Sphere; Avena et al., 1999) used to describe

electrostatic interactions in titration measurements.

The predicted proton binding constants of carboxylic groups are essentially the same for the four
HS models, differing only by a few tenths of log units. In our calculation, the NOM-My model has
a lower constant (3.4), but this value should be considered cautiously, if it is even meaningful,
because the proportions of the constitutive RSUs in this model are unknown. Also, the RSUs from
NOM-My are short-chain carboxylates with higher O/C ratios (0.84 on average) than those in the

four macromolecular models (Table 2). This excess of electron acceptor increases the acidity of the
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acid-base reactive sites, as shown with gluconic acid (3.44) and its oxygen-depleted analog
hexanoic acid (4.63), and with acetoxyacetic (2.81) and methoxyacetic (3.32) acids, and their
oxygen-depleted analog acetic acid (4.56). The RSUs identified by IR and NMR are connected in
humic and fulvic acids by unsubstituted aliphatic and alicyclic chains (Hay and Myneni, 2007), with
the consequence of lowering the O/C ratio of the whole molecule, and thus the acidity of carboxyl
groups. The relationship between the O/C ratio and acidity of carboxylates is consistent with the
higher measured acidity of FA relative to HA (Table 1). However, this difference is not confirmed
by the structural approach since HA has a predicted log Ky.coon of 3.73 £0.13 and FA 3.80 + 0.20.

The average predicted acidity of carboxylic groups (3.77 + 0.20) agrees remarkably well with the
average experimental value of 3.83 + 0.47 for HA+FA calculated from the data by Tipping (1998),
Avena et al. (1999), and Ritchie and Perdue (2003) (Table 1). In contrast, the HA (3.09 £ 0.51) and
FA (2.65 £+ 0.43) values derived from the NICA-Donnan titration model for proton binding to HS
(Milne et al., 2001) are abnormally much lower, and thus likely underestimated.

The average predicted basicity of hydroxyl groups (9.85 + 0.33) coincides with average values
reported in the literature (8.84 = 0.86 for HA, 9.59 + 0.27 for FA; Table 1), largely because their
uncertainty is in most cases at least two times higher than the uncertainty of those for carboxyl
groups. The average values derived from the NICA-Donnan model (7.98 £ 0.96 and 8.60 £+ 1.06)
are again lower. To clarify the reasons for the discrepancy between the NICA-Donnan and
predicted log Ky ; values, potentiometric titration data were acquired and simulated separately with

the two sets of constants.

4. SIMULATION OF TITRATION DATA

Acid-base titration measurements were performed at | = 0.1 M for a Carex (CP) and a Sphagnum
(SP) peat, and their humic acids (HA), fulvic acids (FA), and dissolved organic matter (DOM)
fractions. The HA and FA were extracted as proscribed by the International Humic Substance
Society (IHSS; Swift, 1996) and DOM according to the method described by Karlsson et al. (2006).
The physical and chemical characteristics of the peat samples and the titration experiments are
described in the Electronic Annex.

In the NICA-Donnan model, the distribution of proton binding constants resulting from
structural heterogeneity of carboxylic and phenolic groups is represented by two pseudo-Gaussians
(Benedetti et al., 1996; Kinniburgh et al., 1996; Koopal et al., 2005). In total, titration data are
simulated with seven parameters: the two proton binding constants (log Ky coon, log Ky ph-on) and

their associated distribution widths (Mu,coon, Muph-on), the densities of proton-binding sites
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(Qu,coon, Quph-on), and an empirical parameter b, which accounts for the dependence of the
Donnan volume on ionic strength.

In a first simulation (hereafter referred to as 'Gen' simulation) data were fit by fixing log
Ku,coon, log Ky, ph-on, and b to their recommended generic values from the NICA-Donnan model
(Milne et al., 2001), and optimizing the four other parameters with the FIT code (Kinniburgh et al.,
1999). For HA, the three generic constants are 2.93, 8.00, 0.49, and for FA 2.34, 8.60, 0.57,
respectively. The DOM data were fit with the HA values because this fraction is 15 times (CP) and
9 times (SP) more abundant than the FA fraction, suggesting that the extracted DOM is
predominantly composed of HA. However, using either set of values yielded essentially the same
results, thus not changing our conclusions. This first fit strategy provided reasonably good
agreement between data and theory, with R* values of > 0.991 (Figure 4, Table 4). In a second
simulation (referred to as 'Stru’ simulation), log Kycoon and log Kyph.on were fixed to their
predicted values (3.73 for HA and 3.83 FA, and 9.83 for HA and 9.87 for FA), b to its generic
value, and the four other parameters best-fit. Thus, the numbers of adjustable parameters were the
same in the two approaches. All these fits also gave R*>0.991.

All datasets are reproduced equally in the two approaches, with all coefficients of determination
at least as good and sometimes better than in the original article on the generic NICA-Donnan
model (0.982 < R? < 1.0; Milne et al., 2001). The Qu.i values are systematically lower in DOM than
in HA and FA by a factor of approximately two. If one considers that all fractions have similar
proportions of high and low energy binding sites, then DOM has a lower retention capacity than the
two solid fractions, meaning that metals are dominantly retained in peat rather than leached out in
solution.

There is also a factor of approximately two between Qg ; values of the Gen and Stru simulations
since 1.12 < Qu,coon(Gen) < 3.06 , 0.62 < Qu,coon (Stru) < 2.27, 0.93 < Quph-on(Gen) < 3.70, and
2.62 < Quph-on(Stru) < 5.99. However, Qu,coon(Gen) > Qu,coon(Stru), but Qu ph-on(Gen) < Qpph-
ou(Stru). This inversion is not observed for log Ky i as proton binding constants are always higher in
the Stru simulations. Thus, the results seem to follow a pattern in the two approaches, with
systematic trends among the results from the eight independent titration curves. What is the reason?
Conceptually, increasing the difference between the two log Ky values causes the fully protonated
and deprotonated calculated curves to move apart, and consequently increases Q. In other words,
log Ky and Qy; are highly correlated in the NICA-Donnan model, as shown in Fig. 5a. Since log
Ky, values were fixed during the Gen and Stru simulations, and the values from the Stru model are
closer to literature data (Table 1), the Qu i(Stru) values are probably more realistic.

The Qio(Stru) values for CP-HA (7.63 mmol/g) and SP-HA (6.24 mmol/g) compare well to

values predicted from the two HA structure models (5.7 and 8.2 mmol/g, Table 2), whereas the
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Qust(Stru) values for CP-FA (7.77 mmol/g) and SP-FA (6.51 mmol/g) are much lower than the
predicted FA values (12.5 and 11.6 mmol/g, Table 2). This inconsistency can be fixed by increasing
b in the fit of FA, because this parameter is highly correlated to Qy, as shown in Fig. 5b. However,

the Qu,coon / Quph-on ratio is independent of b.

5. CONCLUSION

Predicted proton binding constants derived from the semi-empirical chemical substituent method
are consistent with titration data, and more reliable than the recommended generic values from the
NICA-Donnan model. Since predicted constants are meaningful, the structure models from which
they are derived must be realistic. The RSU approach developed in this work can be applied to other
polymers. An example is presented in Figure 6 with lignin, a precursor of humic substances, which
has predicted acidity constants of 4.0 and 9.8 in close proximity to those for HA and FA. A major
difference between the two types of natural polymers is the absence of aromatic carboxyls in the
structure model of lignin, and the predominance of phenolic groups, which are many times more
numerous than carboxylic groups (Merdy et al., 2002).

Results also show that the same dataset can be fit with the NICA-Donnan model using variable
combinations of {log Ky;, Qmui} numerical values. Therefore, differences in proton affinities and
site densities reported in the literature (Table 1) result partly from the heterogeneity in composition
and functionality of HS, and partly from the use of loosely constrained data fits, which obviously
differ among studies. Knowing the number of independent parameters in a titration curve is
mandatory to make progress on the robustness of acid-base chemical parameters for amphoteric

compounds obtained by this technique.
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FIGURE CAPTION

Fig. 1. Structure models for humic and fulvic acids. Circled areas delimit the reactive structural

units (RSUs).

Fig. 2. Calculation of the predicted proton binding constant for HA-SS RSU17. Calculations for the

other RSUs are given in electronic annex.

Fig. 3. a) Dependence of pK, on ionic strength as calculated with the Davies equation (pKa = 4.0 at
I =0 and B = 0.27). b) pK, for simple organic acids in the 0 < | < 2.0 interval from the NIST
database. The points are experimental values and the lines are the Davies equations calculated for b
= 0.27 and the pKa value of each organic acid at | = 0. The experimental dependence of pKa values
on ionic strength is well reproduced theoretically by the Davies equation. In both cases (i.c., theory
and measurement), the acidity constant is minimum for | = 0.5 and ApK, = 0.28, except for ApKeyp.

for phenol (0.35). ph stands for benzene ring.
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Fig. 4. Acid-base titration results of Carex (CP) and Sphagnum (SP) peat, and their humic acids
(HA), fulvic acids (FA), and dissolved organic matter (DOM) fractions. Continuous lines are fits
with the generic (Gen) and structure (Stru) models. For clarity, data are represented by their

standard deviations from independent replicates (i.e., from several aliquots of the same sample).

Fig. 5. Correlations between Qyo and log Ky (a), and between Qy and b (b) in the NICA-Donnan

model.

Fig. 6. Calculation of the predicted proton binding constant for lignin. Structure model after Merdy
et al. (2002). Circled areas delimit the reactive structural units (RSUs).
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b

Table 1. Compilation of proton binding constants (log Ky ;) and site densities (Qpi) for
humic and fulvic acids.

log Kh.coon log Ky ph-OH Qu.coon Qu ph-OH Method
Tipping (1998) HA 41+04 8.8+0.6 33+0.5 1.7£0.30 Titration
FA 32104 94+1.8 4.8 +0.7 2.4+0.35
Avena et al. (1999) HA 4.0+£0.5 8.0+0.5 - - Titration
Milne et al. (2001) HA  3.09+£0.51 7.98+0.96 3.17+£0.89 2.66+1.37 Titration
FA 265+043 8.60+£1.06 5.66x1.25 257194
Ritchie and Perdue HA  438+0.26 9.72+046 797+3.11 1.31+0.50 Titration

(2003) FA 380+0.22 9.78+096 13.6+1.60 1.23+0.38
Average® HA 3.89+0.56 8.62+0.83 Titration
FA  322+0.58 9.26+0.61 i i
Average” HA 4.16+0.20 8.84+0.86 Titration
FA  350+043 9.59+0.27 i i
Cabaniss and HA 34401 i i i Infrared
McVey (1995) FA ) ) spectroscopy

* Average from all data by Tipping (1988), Avena et al. (1999), Milne et al. (2001), and Ritchie
and Perdue (2003). ° Average, without data by Milne et al. (2001). Q values have units of mmol./gay.
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Table 2. Chemical characteristics of structure models for humic and fulvic acids.

Caro COOH.r, OHaro COOH.ro OHuro COOH, OHaro Qu.coon Qi ph-on Qrot
C Ca COOH.; OHa Caro Caro Cot Crot mmol./g mmol./g mmol./g
HA-S
CNGO, 044 136 4.0 ; 0.095 0.19 0.068 0.11 3.4 438 8.2
HS-SS
CsesHs0N»3O0g0 0.24 0.57 4.8 1.14 0.179 0.06 0.078 0.021 4.5 1.2 5.7
FA-B
Cy:HyO15 0.66 0.59 2.0 1.0 0.40 0.20 0.22 0.074 9.4 3.1 12.5
FA-A
C3-H3sNO5S 0.86 0.32 0.2 0.50 0.083 0.33 0.16 0.11 6.8 4.8 11.6
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Table 3. Reactive structural units and calculated proton binding constants at 0.1 M ionic strength of the structure models for
humic and fulvic acids.

HA-S (Stevenson, 1982)

GOOH COOH Me. -0
OH OH Me OH
Ho NH, MeO. o Me M COOH
[=3
:@: NH,-CH,-COOH © | °rro ﬁ[
M =
Ho s Me OMe 160 OMe NH; Me MeO 10 Me WeO cooH
OH

OH OH
RSU1 RSU2 RSU3 RSU4 RSUS5 RSU6 RSU7 RSU8
log Ky.coon 445 4.33 NC 2.33% NC NC NC 345
log Kiyon 9.07 9.47 10.18 NC 10.32 8.35 10.61 14.7°
Multiplicity 1 1 1 1 1 1 1 1
Average log Ky,coon=3.64 log Ky,on=9.67

HA-SS (Schulten and Schnitzer, 1993)

COOH COOH Me COOH COOH Me COOH
DOCIl;rCOOI /@1 Me CHL-COOH HOOCjQ;ICOOH Mejfyj/\COOH Me\)\vMe /@ioﬂ Me \CL
Me Me  Me OH HO Me  HOOC Me Me /J\¢ HO Me Me
OH Me Me Me COOH OH
RSU1 RSU2 RSU3 RSU4 RSU5 RSU6 RSU7 RSUS
log Kyi.coon 432 3.99 456 3.07 3.51 3.31° 2.97 4.35
log Ky.on 9.472 10.72 NC 13.47° NC NC 11.28° 9.78
Multiplicity 1 1 3 1 1 1 1 1
cooH COOH OMe Me Me OH COOH
te § COOH Me Me | = COOH HOOC\’/R/COOH Me Me | 2 COOH 100¢ coon | S OH
| Vo Me #~cooH \Iy\ Me Me  Meo” 7 “OMe — Mo”7 “OMe
Me Me Me COOH Me COOH
RSU10 RSU11 RSU12 RSU13 RSU14 RSU15 RSU16 RSU17
log K1.coon 3.82 3.47° 3.76 3.61 4.00* 2.99 4.62° 2.82
log Kon NC NC NC NC NC 13.23° NC 13.59°
Multiplicity 1 1 1 1 1 1 1 1
Average log Kn,coon=3.81 log Ky,on=9.99

COOH
COOH

Me Me

RSU9
4.08
NC
1

FA-B (Buffle, 1977)

OH COOH
100C. B Me Me n Me
| | CH3-COOH
00C~ ™ “Me Me~" = ™ Me HO™ ™~ COOH
COOH OH

RSU1 RSU2 RSU3 RSU4
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IOg KH,COOH 3.87 3.76 4.56* 3.67°
log Kyon 13.17° 10.08 NC NC
Multiplicity 1 1 1 1
Average log Ky,coon=3.97 log Ky,0n=10.08
FA-A (Alvarez-Puebla et al., 2006)
TE OH
J\ HO N Me cooH /J\ Ho\ljﬁ/coou = COOH
COOH  uN" ™7 “oMe =/ COOH g™ sm "o " MeO
OMe OH
RSU1 RSU2 RSU3 RSU4 RSU5 RSU6 RSU7
log Ky .coon 2.26" NC 4.09* 3.67° 2.37 4.40° 3.32°
log Ky su NC NC NC NC 8.96 NC NC
log Ky on NC 10.86° NC NC 10.33 NC NC
log KH,NHZ NC 527 NC NC NC NC NC
Multiplicity 1 1 1 1 1 1 1
Average l()g KH,COOH:3°63 lOg KH,OH:9-65
NOM-My (Deshmukh and Myneni, 2007; Hay and Myneni, 2007)
oH QM HyC~_-O-_-COOH COOH 0. cooH OH
o /I\ coon HO/YH/LCOOH HOOC™ “COOH  Hao~ O~ COOH Ir @i ( _/\’ wooe. I
OH OH OH —
Lactic Gluconic Malonic methoxy- Acetoxy- Salicylic 2-furoic  Malic acid
acid acid acid acetic acid acetic acid acid acid
log Ky .coon 3.67 3.44 3.96° 3.32 2.81 2.80 2.98 3.96°
log Ky on NC NC NC NC NC 13.4° NC NC
Multiplicity 1 1 1 1 1 1 1 1
Average log Ky,coon= 3.37 log Ky,ou=NC

* Reference from NIST database (Smith and Martell, 2004). ® Value excluded from the calculation. The cutoff for log Ky,on was set at 10.80.
For this value, one third of hydroxyl groups are deprotonated at pH 10.5, which is the upper limit of titration measurements. © Average of the

log Ky coon for the two groups. NC: Not calculated.
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Table 4. Optimal parameter values from titration data.

Model b* Qu,coon log Mucoon  Quph- log My ph- R* Qtot
Kh,coon OH KH,%h— OH
OH
CP Stru 0.49 2.00 3.73 0.19 4.81 9.83 0.29 0.991 6.81
Gen ’ 3.06 2.93 0.15 1.72 8.00 0.64 0.991 4.78
SP Stru 049 0.96 3.73 0.76 3.74 9.83 0.36 0.997 4.70
Gen ' 1.66 2.93 0.38 1.12 8.00 0.70 0.997 2.78
CP-HA Stru 0.49 1.64 3.73 0.87 5.99 9.83 0.26 0.997 7.63
Gen ‘ 2.00 2.93 0.32 2.45 8.00 0.35 0.997 4.45
SP-HA Stru 0.49 1.44 3.73 0.46 4.80 9.83 0.24 0.999 6.24
Gen ‘ 3.03 2.93 0.36 2.14 8.00 0.53 0.999 5.17
CP-FA Stru 057 2.27 3.80 0.32 5.50 9.87 0.20 0.996 7.77
Gen ’ 3.00 2.34 0.25 3.50 8.60 0.22 0.996 6.50
SP-FA Stru 057 1.80 3.80 0.41 4.71 9.87 0.23 0.996 6.51
Gen ’ 2.10 2.34 0.31 3.70 8.60 0.24 0.996 5.80
CP- Stru 049 0.62 3.73 0.45 2.62 9.83 0.28 0.999 3.24
DOM Gen ’ 1.12 2.93 0.27 0.93 8.00 0.57 0.999 2.05
SP- Stru 049 0.98 3.73 0.75 2.87 9.83 0.32 0.999 3.85
DOM Gen ' 1.47 2.93 0.45 1.09 8.00 0.54 0.999 2.56

* All values fixed to those of the generic NICA-Donnan model. ® Values fixed to those of the structure (Stru)

or generic (Gen) model. © Merit of fit as in Kinniburgh et al. (1999). b = (log Vp )/(1-log 1), with Vp the

Donnan volume (Kinniburgh et al., 1996). my; is a measure of the apparent distribution of Ky ; values. Qpj,
the site densities, have units of mmol./ggy.
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Stevenson (1982)

Buffle (1977)
FA-B

Schulten and Schnitzer (1993)
HA-SS cooH

o]

H H
Deshmukh and Myneni (2007) HO\H/LOH HO)\T/T\T/T\I\/OH

Hay and Myneni (2007) 0 OH OH O
NOM’MY lactic gluconic
SOUELS G S SRS I
OH o o OH °
0 YX on
o o OH \[I/ CfL \ J ToH
o © OH
malic malonic methoxyacetic  acetoxyacetic salicylic 2-furoic

Figure 1
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Known log KHi log KH i + Alog KH i
COOH1 COOH1
i .OH OH
R -
MeO OMe
COOH? COOH2
OH
MeO OMe
COOH2 COOH1
OH OH
_—
MeO OMe
COOH?2 COOH?
COOH COOH
OH OH
log (KH, ) = 1722* | log (KH, ) + Alog (3-methoxybenzoic acid)
MeO OMe + Alog (3-methoxybenzoic acid)
COOH oM
+log (KH, ) + Alog (2-methoxybenzoic acid)
+ Alog (2-methoxybenzoic acid)
COOH
+ Alog (benzene-1,4-dicarboxylic acid)
log KH.COOH = 2.80 - 2x0.19 -;3.99 -2x014  §o5_2382
Figure 2

)
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/LO— A H%:H_ZZH% / RSU1 = lactic acid

RSU2 = hydroxybutanoic acid

5
cl
HO H _ 3.67+434 _
—Q— Y log KH,cooH ——2 4.00
MeQ
OMe
| ;
|

o RSU3
Me CHs
log (KH, ) = log(Ky, ) + Alog (2-methoxyphenol)
MeO CH3 CHs3
OH OH
RSU4
I\oie CH3z
co <|:0
log (KH, ) = log (Kh, ) + Alog (2-methoxyphenol)
HaC OMe + Alog (2-methylphenal)
OH OH
RSU5
Me CHz
log (KH, ) = log (Kn, ) + Alog (2-methoxyphenal)
OMe
OH OH

(10.598+0.19) + (7.85+0.19+0.30) + (10.04+0.19) _ ¢ 7o
; .

log KH,ph-OH =

Figure 6
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Electronic Annex

Semi-empirical proton binding constants for

natural organic matter

Anthony Matynia'?, Thomas Lenoir', Benjamin Causse™, Lorenzo Spadini’, Thierry Jacquet’, and

Alain Manceau'

" Mineralogy & Environments Group, LGCA, Université Joseph Fourier and CNRS, 38041
Grenoble Cedex 9 France
2 Phytorestore — Site et Concept, 7 impasse Milord, 75018 Paris, France
3 Environmental Geochemistry Group, LGIT, Université Joseph Fourier and CNRS, 38041
Grenoble cedex 9 France

* LSE-ENTPE, Université de Lyon, 69518 Vaulx-en-Velin cedex, France

1. CALCULATION OF ALOG Kgj;

This calculation quantifies mesomeric and inductive effects of a substituent on the log Kpy;
of a six-carbon aromatic ring. It varies with the type and position of the substituent on the ring.
Adjusted values were calculated for carboxyl, hydroxyl, methoxy, methyl, amine, and thiol
functional groups attached in ortho, meta, and para positions on the ring, and then combined to

calculate the unknown proton dissociation constants of the reactive structural units (RSUs).

1.1. Carboxyl group
The Alog Kycoou value for substituent A (A = hydroxyl, methoxy, and methyl) was
obtained by subtracting the constant of benzoic acid (log Kg, coon= 4.01) from that of the A-
substituted species (Table EA-1).

(1) Hydroxyl substituent. The log Ky, coon of 2-, 3-, and 4-hydroxybenzoic acids are shifted by -

1.21, -0.02, and 0.36 log units relative to benzoic acid, respectively. Consideration of chemically
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complex ligands, with known acidity constants, show that Alog Ky coon values can be approximated
as additive. For example, log K for 2, 3, 4-trihydroxylbenzoic is 3.02, and the predicted value
obtained by adding Alog Ky, coon for 2-, 3- and 4-hydroxybenzoic acid to log Ky ,coon of benzoic
acid is 4.01 - 1.21 - 0.02 + 0.36 = 3.14.

(i1) Methoxy (ph-O-CH3) substituent. The log Ky, coon of 2-, 3-, and 4-methoxybenzoic acids are

shifted by -0.14, -0.19 and 0.25 log units relative to benzoic acid, respectively. The additivity rule
also applies for this substituent. For example, the acidity constant of 2,3-dimethoxybenzoic acid is
3.50, and the predicted value obtained by adding Alog Ky, coon for 2- and 3- methoxybenzoic acid
to log Ky.coon of benzoic acid is 4.01 - 0.14 - 0.19 = 3.68.

(ii1) Methyl substituent. The log Ky, coon for 2- or 3- or 4-methylbenzoic acids are shifted by -

0.10, 0.27, and 0.37 log units relative to benzoic acid, respectively. Predicted and experimental
constants for benzoic acids with several -CHj substituents differ by more than 0.2 log units. From
the cross-comparison with more complex ligands, the values retained for this substituent are -0.40,
0.15, and 0.25. With these values, 2,3,4,6- tetramethylbenzoic acid has an experimental constant of
3.47 and a predicted constant of 4.01 - 0.40 + 0.15 + 0.25 - 0.40 = 3.61. Deviation from the
additivity rule for this substituent has little impact on the predicted acidity constants of HA and FA
because most methyl-substituted benzoic acid reactive structural units are referenced in the NIST

database.

(iv) Carboxyl substituent. Since di- and tri-carboxylates are polyacids, their mean acidities were

used in the calculations. The shift for 1,2- and 1,3-di-carboxylic acids is 3.84 - 4.01 = -0.17 relative
to benzoic acid, and for 1,4-di-carboxylic acid is 3.76 - 4.01 = - 0.25 log units. The validity of the
additivity rule for a second carboxyl substituent can be verified only with 4-methylbenzene-1,2-
dicarboxylic acid, because the NIST database contains only one acid with four dicarboxylates. Its
average acidity constant is 4.15 and the predicted constant is 4.01 - 0.17 + 0.25 = 4.09. The known
constants of the three tricarboxylic acid isomers (1,2,3; 1,2,4; 1,3,5) are 3.99, 3.71, and 3.74, and
their Alog Ky coon values -0.02, -0.30, and -0.27 log units (Table EA-1).

1.2. Other functional groups (-OH, -NH; or —SH)
The Alog Kuon, Alog Kgnm, and Alog Ky sy values were calculated by taking phenol (log Ky on
=9.79), aniline (log Ky = 4.64) and benzenethiol (log Ky sy= 6.46) as references.
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Table EA-1. Alog Ky, values used for the calculation of proton binding constants by the chemical

substituent approach.

Missing substituent Alog Ky,coon Missing substituent Alog Ky.on
2-hydroxybenzoic acid -1.21 2-methylphenol 0.30
3-hydroxybenzoic acid -0.02 3-methylphenol 0.30
4-hydroxybenzoic acid 0.36 4-methylphenol 0.25
2-methoxybenzoic acid -0.14 2-hydroxyphenol® -0.53
3-methoxybenzoic acid -0.19 3»—hydr0xyphenolb 0.39
4-methoxybenzoic acid 0.25 4-hydroxyphen01b 0.83
2-methylbenzoic acid -0.40 2-carboxylicphenol® 3.61
3-methylbenzoic acid 0.15 3-carboxylicphenol -0.17
4-methylbenzoic acid 0.25 4-carboxylicphenol -0.81
Benzene-1,2-dicarboxylic acid -0.17 2-methoxyphenol 0.19
Benzene-1,3-dicarboxylic acid -0.17 3-methoxyphenol 0.07
Benzene-1,4-dicarboxylic acid -0.25 4-methoxyphenol 0.17
Benzene-1,2,3-tricarboxylic acid -0.02 2-mercaptobenzoic -0.55
Benzene-1,2 4-tricarboxylic acid -0.30 2-aminophenol 0.08
Benzene-1,3,5-tricarboxylic acid -0.27 3-aminophenol 0.03
1,2,4-‘[rihydroxyphenold 0.41
2-acetylphenol 0.15
4-acetylphenol -1.94
Missing substituent Alog Ky su Missing substituent Alog Ky N
2-methoxybenzenethiol 0.43 2-hydroxyaniline 0.10
3-methoxybenzenethiol -0.08 3-methylaniline 0.26
4-methoxybenzenethiol 0.32 2-methoxyaniline 0.08
3-carboxylicbenzenethiol 1.63 3-methoxyaniline -0.26

* Only one binding constant has been considered, because the second is questionable (13.3).” Average of the
two binding constants.® This value is questionable (occurs in parenthesis in the NIST database), thus the
effect of adjacent COOH on the acidity of OH was dismissed.’ Two constants considered, because the third
is questionable.

2.CALCULATIONS OF log EE3" VALUES

2.1. HA-S model

2.1.1. log Ku,coon
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RSUI
COOH COOH
log (Ky, ) = log(Ky, ) + Alog (3-methylbenzoic acid)
HO Me HO
OH OH

log Ky coon =4.30+0.15=4.45

RSU2
COOH COOH
log (Ky, ) = log(Ky, ) + Alog (3-methoxybenzoic)
Me OMe + Alog (3-methylbenzoic)
OH OH

1og Ky coon = 4-37-0.19+0.15 = 4.33

RSU4
Same structure as glycine (2.33).
RSUS
OH OH
Me COOH . Me COOH
log (K, ) =12 (log (K, ) 4+ Alog (4-methoxybenzoic acid)
MeOQ COOH
Me
*+ log (Ky, ) + Alog (3-methoxybenzoic acid)
COOH
+ Alog (3-hydroxybenzoic acid) )
+ Alog (benzene-1,2-dicarboxylic acid)
2. .254+4.37-0.19-0.02
log Kyycoon = 20 0227 ;7 0-002 417-345
Average
4.45+4. 2. 4
log Ky, oo = 5+ 331 33+3.45 _ 364
2.1.2. lOg KH,ph-OH
RSUI
COOH
log (Ky. )y = 1/2* (log (Ky, ) + Alog (2-hydroxyphenol)
HO Me CHs Alog (4-carboxylicphenol)
OH OH
+ log (Ky, ) + Alog (2-hydroxyphenol)
HO Chs Alog (3-carboxylicphenol)
log Ky yon = 10.09-0.53-0.81+10.10-0.53-0.17 _907

2
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RSU2
COOH

COOH
log (Ky, y = log (Ky ) + Alog (2-methylphenol)
Me OMe + Alog (2-methoxyphenol)

OH OH
108 Ky on = 8:98+0.30+0.19=9.47

RSU3

HO
log (Ky, )— log (K, :@ ) + Alog (4-methoxyphenol)
MeO OMe HsCO + Alog (3-aminophenol)

10g Ky o =9-98+0.17+0.03=10.18

RSUS

MeO
log(Kﬁj\ = log (Ky, @\ + Alog (2-methoxyphenol)

Nz ’+ Alog (3-aminophenol)

10g Ky o =10.10+0.19+0.03=10.32

RSU6

log (Ky. = log (K, + Alog (2-methoxyphenol)
MeO + Alog (4-acetylphenol)

bgKHWOH:1010+OJ9—194:835

RSU7
OH Me

HaC
log (Kji:iR log (K \© ) + Alog (3-methoxyphenol)

MeO + Alog (3-methylphenol)
+ Alog (2-acetylphenol)

10g Kyy o =10.09+0.07+0.30+0.15=10.61

RSUS
OH OH
Me COOH HaC COOH
log (Ky, ) = log (K, )+ Alog (3-carboxylicphenol)
Meo coon + Alog (3-methoxyphenol)

log Ky hon =14.80-0.17+0.07=14.70
This value is too high (i.e., above the cutoff set at 10.80) and was dismissed in the calculation of the

average.

Average
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log Kyyy.on = 9.07+9.47+10.18+13.32+8.35+10.61 _9.67

6

2.2. HA-SS model

2.2.1. lOg KH,COOH
RSUI
COOH
HoOC COOH COOH
log (Ky, ) = 1/3* log (K, ) + Alog (3-hydroxybenzoic acid)
Me Me H3;C CHs
OH COOH
+ log (K. )  + Alog (4-hydroxybenzoic acid)
HaC CHa
HoOC
+ log (K, )+ Alog (3-hydroxybenzoic acid))
HiC CH3

+ Alog (benzene-1,2,3-tricarboxylic acid)

log Ky, coon = 4.20-0.02+4.31 -;— 0.36+4.20-0.02 0.02 =432
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RSU2
COOH COOH

Me
log (K“"i;: ) = log (K.Q ) + Alog (3-hydroxybenzoic acid)
e C
" o " + Alog (2-methylbenzoic acid)
Me CHs

10g Ky coon = 4-41-0.40-0.02 =3.99

RSU3
Same structure as acetic acid (4.56)
RSU4
Me
HooC COOH COOH
log (Ky ) = 12* (log (Ky, ) + Alog (4-hydroxybenzoic acid)
HO Me CHs
Me CH3
HooC
log (Ky )+ Alog (2-hydroxybenzoic acid)
CH
CHs ’ + Alog (2-methylbenzoic acid) )
+ Alog (Benzene 1,3-dicarboxylic acid)
3.31+0.36+4.41-0.40—-1.21
log Ky coon = 2 -0.17=3.07
RSUS
Me CHs
HooC COOH COOH
log (Ky; ) = 112% (Iog (Ky, ) + Alog (4-hydroxybenzoic acid)
HO Me CHa
Me CHga
HooC
log (K,@ )+ Alog (2-hydroxybenzoic acid)
CH
CHa ’ + Alog (2-methylbenzoic acid) )
+ Alog (Benzene 1,3-dicarboxylic acid)
3.73+0.15+3.99+0.25+3.31
log Ky, coon = 3 -0.30=3.51
RSU6
COOH
HaC CHy
log (Ky, ) =3.31
HaC
RSU7
Me CH3
OH
log (K, ) = log (Kjy, ) + Alog (2-hydroxybenzoic acid)
HO Me CHs
COoH COOH A log (3-hydroxybenzoic acid)
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10g Ky coon = 4.20-1.21-0.02 = 2.97

RSU8
COOH COOH

Me HaC
log (K, ) = log (Ky, ) + Alog (4-hydroxybenzoic acid)
Me CH3
OH

10g Kyy coon = 3.99+0.36 = 4.35

RSU9
COOH COOH
COOH COOH
log (Ky, ) = 1/2% (log (K;..)@[ )+ log (Ky, ) )
Mé Me H3C CH3 HaC CH3
+ Alog (benzene-1,2-dicarboxylic acid)
4.31+4.20
log Ky coon = T—O.U =4.08
RSU10
COOH COOH
Me COOH HsC COOH HsC
log (K, ) = 1/2* (log (K, )+ log (Ky ) )
Me CH3 CH3
+ Alog (benzene-1,2-dicarboxylic acid)
log KH,COOH = W—o.w =3.82
RSUI1
COOH
HsC CHs
log (K, ) =347
HaC
CH3
RSU12
OMe
COOH COOH
log (Ky ) = 1/2% (Iog (Ky, ) + Alog (2-methoxybenzoic acid)
COOH
Me CHg
log (K, ) + Alog (3-methoxybenzoic acid) )
COOH
CH3
+ Alog (benzene-1,2-dicarboxylic acid)
427-0.14+391-0.1
log K,y copn =210 ;3 N=019 172376
RSUI3
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Me CH3 CHa
HOOC COOH COOH HOOC
log (Ky, ) =12 (log (Ky, )+ log (Ky, )
Me CHa
Me CHs CH3
+ Alog (4-methylbenzoic acid) )
+ Alog (benzene-1,3-dicarboxylic acid)
3.314+3.99+0.25
log Ky; coon = -0.17=3.61
RSU14
CHz
HsC CH3
log (K, ) =4.00
CHs
COOH
RSUI15
OH OH
log (K, ) = log(Ky, )+ Alog (2-methoxybenzoic acid)
MeO OMe . .
Me La + Alog (4-methoxybenzoic acid)

10g Ky coon = 2.88—0.14+0.25 = 2.99

RSUI16
HOOC ~ COOH
5.24+3.99
log Ky cooy =————=4.62
RSU17
COOH COOH
OH OH
log (K y = V2% {log(Ky, ) + Alog (3-methoxybenzoic acid)
MeO OMe + Alog (3-methoxybenzoic acid)
COOH OH
+log (Ky, ) + Alog (2-methoxybenzoic acid)
+ Alog (2-methoxybenzoic acid)
COOH
+ Alog (benzene-1,4-dicarboxylic acid)
2.80-0.19-0.19+3.99-0.14-0.14
log Ky coon = 2 -0.25=2.82
Average
logK _ 432+3.99+4.56x3+4.62+3.07+3.51+3.31+2.97+4.35+4.08+3.82+3.47+3.76+3.61+4.00+2.99+2.82 -338]

19
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2.2.2. lOg KH,ph-OH

RSUI
COOH

HOOC COCH
log (K, ) =log (KH)@) + 2* Alog (3-carboxylicphenol)

Me Me HaC CHa + Alog (4-carboxylicphenol)
OH OH

10g Kyy on =10.62-2x0.17-0.81=9.47

RSU2
COOH
Me CHs3
log (K, ) =log (Ky, ) + Alog (3-carboxylicphenol)
Meé OH HaC OH
Me CH;

log K, pon =10.89-0.17 =10.72

RSU4
Me CH3
HOoOC COOH
log (Ky. ) = log (Ky, )+ Alog (4-carboxylicphenol)
HO Me HO CHs
Me CHs + Alog (2-carboxylicphenol)

10g Ky pron =10.67-0.81+3.61=13.47

This value was dismissed.

RSU7

The effect of adjacent COOH on the acidity of OH was not considered.
Me CHg
OH OH
log (Ky, ) = log (Ky, ) + Alog (3-carboxylicphenol)
HO Me CHs
COOH + Alog (4-hydroxyphenol)

10g Kyy o =10.62-0.17+0.83=11.28

This value was dismissed.

RSU8
COOH
Me HaC
log (K;@\ ) = log (K@ ) + Alog (4-carboxylicphenol)
Me CHg
OH OH

l0g Ky oy =10.60-0.81=9.79

RSUI15
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OH OH
COQH
log (Ky, ) = log(Ky ) + Alog (4-methylphenol)
MeO OMe CH,-CH,-0 0-CH,-CH,
Me

+ Alog (2-carboxylicphenol)
log KH’ph_OH =937+0.25+3.61=13.23

This value was dismissed.

RSU17
GOOH
OH OH
log (K, ) = log(Ky )+ Alog (3-carboxylicphenol)
MeO OMe OCH3
COOH + Alog (4-methoxyphenol)

+ Alog (2-carboxylicphenol)
log Ky hon =9.98—0.17+0.17+3.61=13.59

Average
9.47+10.72+9.79
log Ky phon = 3 =9.99

2.3. Calculation of log Ky ; for FA-Buffle

2.3.1. log Kn,coon

RSUI
OH
HoOC Me CHg o
log (K. ) =1/3% (10g (Ky. ) + Alog (4-hydroxybenzoic acid)
HoOC Me CH3
COOH COOH
CH3
+ log (Ky, )+ Alog (3-hydroxybenzoic acid)
HOOC CH3
HoOC CHa
+ log (Ky;, )+ Alog (2-hydroxybenzoic acid) )
CH3
+ Alog (1,2,3-tricarboxylic acid)
373+036+4.41-0.02+4.41-1.21
log Ky coon = 3 -0.02=3.87
RSU2
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Me Me Me CHj3
log (K, ) = log (K, )
Me Me Me CH3
OH

+ Alog (4-hydroxybenzoic acid)
log Ky coon =3.40+0.36=3.76

RSU3

Same structure as acetic acid (4.56).

RSU4

Same structure as lactic acid (3.67).

Average
log K,y oo = 3.87+3.76 Z 4.56+3.67 _397
2.3.2. log Ky ph-on
RSUI
OH OH
HOOC Me CH3
log (Ky, ) =log (Ky, )+ Alog (2-carboxylic phenol)
HOOC Me CHz
COOH + Alog (3-carboxylic phenol)

+ Alog (4-carboxylic phenol)
log KHPh_OH =10.54+3.61-0.17-0.81=13.17

This value was dismissed.

RSU2
COOH
Me Me Me CH3
log (Kn;ﬁj\/ ) = log (K“j@[ ) + Alog (4-carboxylicphenol)
Me Me Me CH3
OH OH

g K .o =10.89-0.81=10.08

Average

10 Ky o =10.08

2.4. FA-A model
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24.1. lOg KH,COOH

RSU1

Structure similar to pyruvic acid (2.26).

RSU3

Same structure as acrylic acid (4.09)

RSU4

Same structure as lactic acid (3.67).

RSUS

OH OH

HO COOH COOH
log (K, ) = log (Ky ) + Alog (2-mecaptobenzoic acid)
Me SH HaC

oH + Alog (3-hydroxybenzoic acid)
+ Alog (3-hydroxybenzoic acid)
log Ky coon =2.96-2x0.02-0.55=2.37

RSU6
Same structure as 3-hydroxypropanoic acid (4.40)

RSU7

Same structure as methoxyacetic acid (3.32)

2.4.2. log Ky, ph-on
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RSU2

Me CHs

HO Me HO CHa
log (Ky ) = log (Ky ) + Alog (2-aminophenol)
HN L OhMe + Alog (3-methoxyphenol)
e

+ Alog (4-methoxyphenol)
log KH’ph_OH =10.54+0.08+0.07+0.17=10.86

RSUS
The acidity of SH could not be calculated because some of the binding constants are unknown. The

OH group next to COOH deprotonates at pH > 13.

OH
HO COOH HO
log (K. ) = 1/2% (log (K ) + Alog (3-carboxylicphenol)
Me SH HaC
OH
log (K, ) + Alog (3-carboxycphenol) )
HaC
OH
+ Alog (1,2,4-trihydroxyphenol)
10.09-0.17+10.09-0.1
log Ky o = -0 5 97017 §41=1033
2.4.3. lOg KH, NH2
RSU2
Me
HO Me CHs
log (K, ) = log (Ky, )+ Alog (2-hydroxyaniline)
H.N om OMe HN + Alog (3-methylaniline)
¢ + Alog (2-methoxyaniline)

+ Alog (3-methoxyaniline)
log KH’NH2 =5.09+0.10+0.26 +0.08 —0.26 = 5.27

This value was included in the calculation of the average value of log Ky coom.

2.4.4. lOg KH, SH

RSUS5
OH
HO COOH
log (K, ) = log (Ky, ) + Alog (2-carboxylicbenzenethiol)
Me N SH HaC SH + Alog (2-methoxybenzenethiol)

+ Alog (3-methoxybenzenethiol)
+ Alog (4-methoxybenzenethiol)
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log Ky gy =6.66+1.63+0.43-0.08+0.32=8.96

The OH groups were replaced by OMe, because the constants of the methylated species are known.

The average value was included in the total calculation of log Ky ph-on.

Average
log KH,COOH _ 226+ 4.40+4.09+3.767 +3.32+2.37+5.27 _163
log KH,ph—OH _ 10.332+8.96 _ 965

3. MATERIAL

The Carex (CP, originating essentially from Carex plant) and Sphagnum peats (SP, originating
essentially from Sphagnum moss) were provided by the company Tourbiéres de France. The HA
and FA fractions were extracted following the International Humic Subtances Society protocol
(Swift, 1996). Dissolved organic matter (DOM) was extracted using the method described by
Karlsson et al. (2006). A mass of 85 g peat and 12 g of technical grade ion-exchange resin in Na
form (Chelex 100, Bio rad) were mixed in 200 mL Milli-Q water. After 24 h of equilibration, the
suspension was centrifuged at 11,000 rpm for 5 min. The supernatant was collected and the DOM
separated by filtration at 10 um. All samples were freeze-dried and stored in the dark before use.

Chemical compositions are given in Table EA-2. Organic carbon, hydrogen and nitrogen were
measured by combustion with an elemental analyzer (Perkin-Elmer, 2400 CHN). Total sulfur was
measured on a LECO sulfur analyzer (LECO Corp., MI). Copper and zinc were analyzed by ICP-
AES, and lead and mercury by ICP-MS.

The C, H, N, and S contents are typical of peats (Steelnik, 1985), except for DOM-CP which has
a low C content (29.6 % w/w) indicative of inorganic colloids. The Carex peat has higher nitrogen,
sulfur and ash concentrations than the Sphagnum peat (Bohlin et al., 1989; Ringqvist and Oborn,
2002). The concentrations of trace elements fall in the ranges of geochemical background values for
natural peats: 1-100 ppm for Cu, Zn, and Pb, and 1-100 ppb for Hg (Kabata-Pendias, 2000). The
Carex peat is also richer in trace metals, because this type of peat most often forms in nutrient-rich
fens drained by surface and subsurface waters, whereas Sphagnum peats generally occur in nutrient

poor bogs with rainfalls being the main source of water (Bohlin et al., 1989).
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Table EA-2. Analytical data of humics (% w/w).

CP SP CP-HA SP-HA CP-FA SP-FA CP-DOM SP-DOM
pH (in H,0) 4.4 4.1 3.5 3.5 3.4 2.9 - -
% Organic 65.5 98.5 - - - - - -
matter]
C? 47.2 48.0 44.6 50.7 45.6 48.6 29.6 43.6
H? 6.21 6.00 4.50 5.36 2.92 441 4.00 5.16
N? 2.18 0.94 2.86 1.70 1.01 421 2.00 2.50
s? 1.78 0.62 1.37 0.63 0.64 0.48 1.50 1.13
p’ 590 160 - - - - - -
Zn’ 47 10 27 14 43 19 31 78
Cu’ 37 7 79 <20 40 <20 36 25
Pb’ 16 13 12 9 115 11 10 7
Hg' 90 20 - - - - - -
% HA 33.1 26.4 100 100 0 0 - -
% FA 22 2.9 0 0 100 100 - -
Qu,coon’ 1.65 1.45 2.97 1.81 - 1.53 1.96 2.27
Quphon’ 1.48 1.39 1.40 1.73 - 2.38 1.00 0.76
Qut 3.12 2.83 437 3.53 - 3.91 2.95 3.30

" Measured by ignition at 900°C for 5 hours. The difference to 100 % is the ash fraction (34.5 %). This
fraction is subtracted from the elemental analyses of CP. The proportion of humin, taken as the difference
between the proportions of HA, FA and ash, is 69.2 % in SP and 30.2% in CP. > % w/w, dry weight. * ppm,
dry weight. * ppb, dry weight. > mmol/g. Measured by solid-state *C NMR.

4. TITRATION MEASUREMENTS

The amount of protons exchanged between each peat sample and solution was measured by
potentiometric acid-base titration, as described previously (Guine et al., 2006). Briefly, titrations
were performed at 25°C + 0.1 °C in a closed vessel under argon positive pressure. A mass of 0.1 +
0.0001 g of NOM was suspended in 50 mL of 0.001 M HNO; (titration from low to high pH) or
0.001 NaOH M (reverse titration) and 0.1 + 0.001 M NaNOs, and stirred for three hours to hydrate
the NOM (Flogeac et al., 2004). Increments of 0.1 mL 0.005 M NaOH (pH ~3.5 to 10.5) or 0.005
M HNO; (pH ~10.5 to 3.5) in 0.1 M NaNO; were added (Metrohm Titrino 665). At each step,
equilibration was considered to be reached when the drift in potential of the combined pH electrode
(Metrohm Aquatrode 6.0253.100) was less than + 0.1 mV/min. Each experiment lasted about 12 h.

The concentration of protons [Hs] released from each NOM sample was calculated from the
following proton mass balance equation:

VH, ], VH, ], V[H]
Vo+V o VoV VvtV

[H']= +[OH ]

where [H'] is the free proton concentration; [H;] is the concentration of strong acid (positive value)

or base (negative value) added to the reactor before the beginning of titration; [Hg] is the
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concentration of acid/base titrant added; [OH] is the concentration of hydroxyls generated from
water dissociation; Vo is the initial volume of the sample and v the titrant volume added in the
reactor. In our experiments, [Hs] was arbitrarily scaled to the initial pH of the reaction suspension.

Since the ionic strength was kept constant, the activity coefficient y,,. did not vary, differences in

proton concentration [H'], as measured experimentally, are identical to differences in proton

activities (H"). [Hs] is equivalent to Q.
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5.4 Conclusion

Quel que soit le modeéle choisi, le constat est le méme : on arrive toujours & reconstruire les
courbes de titrage quand une force ionique est disponible. C’est donc la question de la légitimité des
valeurs des constantes trouvées qui se pose.

Comme ce chapitre s’est forcé de le montrer, le choix du modeéle et de la procédure de mo-
délisation affecte directement les valeurs des constantes cherchées quand les titrages & une force
ionique sont disponible. Il est donc nécessaire de choisir judicieusement le modéle et la procédure.
Etant donnée I'aspect spongieux de la tourbe et la grande hétérogénéité des sites réactifs, le modéle
NICA-Donnan semble le mieux adapté pour modéliser le comportement de la MO vis & vis des
protons. Cependant, comme cela a été démontré, ce modéle n’est pas assez contraint. Il est donc
nécessaire d’établir une procédure de modélisation afin de mieux contraindre le modéle et d’obtenir
in fine un seul et unique jeu de paramétres.

La suite de notre projet de recherche a été d’établir un protocole de modélisation permettant
de mieux contraindre le modéle NICA-Donnan dans le but d’obtenir une et une seule solution au
systéme. Cette recherche a donné lieu a la rédaction d’un article scientifique (Lenoir et al., 2009). Le
paragraphe suivant propose de comparer deux procédures permettant de contraindre les paramétres
d’ajustement des titrages par le modéle NICA-Donnan.
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Chapitre 6

Modélisation des courbes de titrage en
suivant la procédure de Lenoir et al.

(2009) et de la RMN 13C

6.1 Introduction

La procédure de Lenoir et al. (2009) est détaillée dans un article scientifique en préparation.
Briévement, en partant du constat qu'une méme courbe de titrage pouvait étre modélisée par des
jeux de paramétres différents, nous avons cherché a trouver combien de paramétres libres étaient
nécessaires pour reconstruire les courbes de titrage. Une analyse par composantes principales d’un
jeu de 44 courbes de titrage publiées a montré que seuls 6 paramétres suffisaient. Cette valeur est
bien inférieure aux 8 paramétres ajustables du modéle NICA-Donnan. Fort de ce constant, nous
avons mis au point une procédure de modélisation des courbes de titrage qui contraigne les variables
d’ajustement et limite les divergences lors de la minimisation (équation 5.9).

Dans ce chapitre, on propose d’appliquer la procédure de Lenoir et al. (2009) & nos données
expérimentales afin de valider cette procédure. En paralléle, nous avons contraint les paramétres
d’entrée du modéle NICA-Donnan aux valeurs obtenues par RMN 13C.

6.2 Matériel et méthode

6.2.1 Modélisation par la procédure de Lenoir et al. (2009)

Cette procédure considére les deux constantes apparentes log Ky cooHapp €t 108 K# ph-OHapp-
Contrairement aux deux constantes intrinséques (log Ku,coon et log Kuph-om), les constantes
apparentes dépendent de l'effet électrostatique. Thermodynamiquement, ces constantes apparentes
se définissent comme la somme des enthalpies libres de réaction de ’adsorption intrinséque et de
Ieffet électrostatique a T et P fixé :

ATG’T,P,apparent = A7‘CTYT,P,intrinsque + A7“C;T,P,elech'osi&atique

or
ATGT,]D = ATG% + RT log KH,i

donc
log Kpf japp = log Ky ; + terme électrostatique
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ol ¢ représente les sites carboxyliques ou phénoliques et ATGOT est I’enthalpie libre standard de ré-
action .

La procédure de modélisation décrite par Lenoir et al. (2009) est basée sur ’hypothése de départ
selon laquelle & pH = log Ky ,cooHapp €t & pH = log Ky ph-oHapp la moitié des sites carboxyliques et
phénoliques, respectivement, sont déprotonés. La premiére étape dans la procédure consiste donc a
interpoler, les courbes de titrage par un polynome P(pH) de degré 6 afin d’estimer log K coonapp €t
log K1,cooHapp- Lenoir et al. (2009) ont montré que ce degré 6 est le mieux adapté pour l'interpola-
tion des courbes expérimentales de titrage. La deuxiéme étape consiste & déterminer les deux points
d’inflexion du polynéme ce qui revient & déterminer les racines de la dérivée seconde du polynéme
P(pH). Mathématiquement, cela se traduit par le résolution de I’équation :

d*P (pH)
P(pH)" = = 6.1
Courbe de
titrage

|

Modélisation d’une courbe
de titrage avec un polynome
P de degré 6

Etape 1

4

Détermination des deux points
d’inflexion log KH,(?O()I—iapp et log
Kleh_OHpr du polyndéme P

A
Paramétres fixés log Ky coomapp 108 K ph-ottapp> =05 a=0
Etape 3 Paramétres optimisés | Oy, O coorr Pipph-om> ".coom M ph-on
Parameétres déterminés Oy Qn,coons Qnyph_on,

Etape 2

Paramétres fixés OQp> On.coonr Qnphons 0=0.2

Paramétres optimisés | log Ky coon log X, 1ph-0t> M1,coons M ph,oH

Etape 4

Paramétres déterminés My oot ™ ph-ott

l

Parametres fixés Qo> Ouicoor Ciiph-on,» Miicoons Mt ph-or

Paramétres optimisés log K},

Etape 5 coors 108 Ky o b

Paramétres déterminés log Ky cooms 108 Ky p.oms &

FIGURE 6.1 Schéma de la procédure de modélisation de Lenoir et al. (2009) par le modéle NICA-Donnan.

Les racines réelles de cette équation correspondent aux valeurs de log Ky ,cooHapp et 10g K ph-OHapp-
Si le deuxiéme point d’inflexion est en dehors de la fenétre de mesure, la détermination de log
Ky ph-oHapp €st alors impossible : on ne peut donc pas utiliser cette procédure. La troisieme étape
de la méthode consiste & ajuster les parameétres mu,coon, MH,ph-0H, @0, @u,coon et Quph-on
pour log Ky coomn et log K ph-on fixés aux valeurs log Ky,cooHapp €t 10g K# ph-OHapp €t pour une

influence électrostatique nulle. Une option dans le pogramme FIT permet d’annuler cet effet. Ce
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premier ajustement fixe les parameétres Qu.coon, @uph-on et Qo. La quatrieme étape consiste a
ajuster de nouveau les parameétres my,coomn, M ph-oH, 10g K coon et log Kgpn—om pour b = 0.2
et pour Qu.coon, Quph—on et Qo fixés aux valeurs trouvées dans I'étape 3. Cet ajustement doit
étre effectué a la force ionique du titrage, ¢’est a dire & 0.1 M dans notre cas. Ce deuxiéme ajustement
fixe les paramétres mp coon et mu ph-on. La cinquieéme et derniére étape de la méthode consiste a
ajuster les parametres log Ky coomn, log Ku ph-on et b avec tous les autres parameétres fixés aux va-
leurs trouvées dans les étapes précédentes. Un résumé de cette procédure est donné dans la figure 6.1.

En suivant cette procédure, Lenoir et al. (2009) ont montré qu’il est alors possible d’obtenir
des paramétres chimiques et physiques tous réalistes.

6.2.2 Modélisation par la procédure de la RMN 3C

La détermination des densités de sites par RMN 3C permet de contraindre les paramétres d’en-
trée du modeéle NICA-Donnan. Dans cette deuxiéme procédure, on propose de fixer dans un premier
temps les parametres Qu,coon et @ ph-om aux valeurs de densité de sites déterminées par la RMN
B¢ (tableau 5.2) et d’ajuster les paramétres m coon, Mi,ph-oH, 10g Ku,coom, log Ku ph-on et Qo
pour une influence électrostatique nulle. Ce premier ajustement détermine QQg qui sera ensuite fixé
avec Qu,coon et Qu ph-on. On suit alors la procédure de Lenoir et al. (2009).

6.3 Résultats

6.3.1 Modélisation par la procédure de Lenoir et al. (2009)

La figure 6.2 présente 'interpolation polynomial des données de titrage et les valeurs log Ku coonapp
et log Ky ph-oHapp- Les fonctions polynomiales de degré 6 sont toutes comprises dans l'intervalle de
précision de nos mesures. Les constantes log Ky coonapp et 10g Ky ph-oHapp sont toujours supé-
rieures & 4 et a 9, respectivement. Il n’est pas possible d’accéder aux log Ky ph-onapp de FACP,
FASP et DOMCP. Ces trois titrages ne peuvent donc pas étre modélisés par cette méthode et seront
exclus par la suite.

La figure 6.3 et le tableau 6.1 associé présentent les résultats de la modélisation de CP et SP, et
de leurs fractions HA, FA et DOM. A part CP, les modélisations reproduisent trés bien les titrages
(R? > 0.998). Les valeurs log Ky coon sont comprises entre 3.48 et 4.20 et les valeurs log Ky on
entre 8.10 et 9.38. Cette gamme de valeurs est incluse dans la gamme des constantes décrites dans
la littérature (tableau 5.5).

La densité de site totale varie de la fagon suivante :
HACP > CP > HASP > SP > DOMSP

D’apres cette modélisation, & fraction identique, la densité de sites réactifs est supérieure pour
CP que pour SP. Ce résultat est comparable avec I'étude faite par RMN 13C et par granulométrie.
Cependant, si on prend en compte les 34.5 % de MI qui composent la fraction CP, sa densité totale de
sites tombe & 3.64 mmol.g~! (Qior = 5.56%0.655 = 3.64 mmol.g~!). CP est alors moins réactifs que
SP. Ce résultat est alors comparable aux résultats trouvés par Bergner et al. (2000) qui a comparé
les tourbes de carex et les tourbes de sphaignes en terme de densité de sites. La fraction HA reste
la fraction la plus réactive. On peut enfin noter que les parameétres b, my,coon, €t mMu ph-on sont
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Interpolation polynomial P(pH) SP

351 P
— 3.0 L |Og KH,ph—OHapp=9-77
D25t I
= 25 1

dérivée premiere P(pH)'

|Og KH,ph—OHapp=1 0.21

A

log Kn,cooHapp=5-18

HASP

log K,cooHapp=>-36

log KH ph-OHapp=2-70
PhERape l0g K ph-OHapp=10.90

FACP | | FASP

—~ 3.0t log Ky ph-oHapp=Pas de solution | 1 l0g Ky, cooHapp=5-03

L Iog KH,COOHapp:4~95

log Ky ph-oHapp=Pas de solution

35! DOMCP DOMSP

~ 3.0t log Kh ph-OHapp=Pas de solution L

log K,cooHapp=4-07
- 109 Ky,cooHapp=4-19

3 4 5 6 7 8 9 10 113 4 5 6 7 8 9 10 11

FIGURE 6.2 Interpolation polynomiale de degré 6 (trait rouge) et sa dérivée premiére (bleu) des courbes
de titrages des tourbes brunes (CP) et blondes (SP) et de leur fractions humiques (HA), fulviques (FA) et
dissoutes (DOM). Les valeurs des constantes apparentes log K ;app sont données dans les graphiques.
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dans la gamme de valeurs trouvées par Milne et al. (2001).

Tourbe brute HA et DOM

1 3 5 7 9 11 131 3 5 7 9 11 13

FIGURE 6.3 Quantité de protons libérés [Hg] des tourbes noires (CP, couleur noire) et blondes (SP, couleur
blonde) et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) en fonction du pH selon la
procédure de Lenoir et al. (2009). Les symboles et les lignes continues représentent respectivement les points
expérimentaux et les ajustements obtenus par le modéle NICA-Donnan. 1=0.1.

Tableau 6.1 Paramétres du modéle NICA-Donnan des tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de leurs
fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) selon la procédure de Lenoir et al. (2009).

log log

b Oncoon  Mmu,coon K .coom Onon  Muom Kyon O, tot R?
cp 0.17 3.18 0.13 3.68 2.38 0.43 8.10 5.56 0.991
Sp 0.57 1.18 0.57 3.48 2.70 0.40 9.38 3.88 0.998
HACP 0.20 2.00 0.44 3.96 3.70 0.40 9.29 5.70 0.999
HASP 0.62 1.91 0.84 4.20 3.34 0.41 9.04 5.25 0.999
FACP \ \ \ \ \ \ \ \ \
FASP \ \ \ \ \ \ \ \ \
DOMCP \ \ \ \ \ \ \ \ \
DOMSP 0.60 1.08 0.69 3.62 1.44 0.43 8.53 2.52 0.999

* mmol.g!

6.3.2 Modélisation par la procédure de la RMN 3C

La figure 6.4 et le tableau 6.2 donnent les résultats de la modélisation par la méthode de la RMN
13C. L’ensemble des modélisations reproduisent les données de titrages (R? > 0.998). Les valeurs de
mu,cooH, Mu,on €t b sont dans la gamme des valeurs définies par Milne et al. (2001). Les valeurs
log Ki,coon et log Ku,coon sont comprises dans une large gamme (entre 2.05 et 5.46 pour log
Ku,coon et entre 7.79 et 9.86 pour log Ky ph-om), suggérant, une plus grande hétérogénéité des
échantillons. Les valeurs trés élevées de log Ky,coon pour CP (5.46) et pour HACP (5.34) ne sont
pas en accord avec la gamme des valeurs proposées dans la littérature (tableau 5.5). Si on compare
ces valeurs avec les log Ky coon de molécules connues et potentiellement présentes dans la MO
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(Hay et Myneni, 2007; Deshmukh et al., 2007), on remarque que les log K coon des composés
connus n’ont aucune valeur supérieure a 5.00 (tableau 6.3). Les valeurs obtenues par ces simulations
ne semblent pas avoir de sens chimique.

Ces différences entre les valeurs obtenues par modélisation et attendues semblent venir du fait
que la RMN 13C ne distingue pas les carbones appartenant & une fonction ester (R-COO-R) de
ceux appartenant & une fonction carboxylique, et que les cations paramagnétiques présents dans les
tourbes peuvent brouiller le signal RMN. De ce fait, les valeurs Qu,coon calculées par RMN 13C ne
sont donc pas suffisamment précises. De plus, la relation linéaire entre 'aire des types de carbones
et la quantité de ces carbones n’a jamais été totalement mise en évidence. Ainsi, contrairement a ce
que suggere Gondar et al. (2005) et Ritchie et Perdue (2008), il semblerait que les valeurs obtenues
par RMN 3C ne peuvent pas étre utilisées pour modéliser les courbes de titrage.

Tourbe brute HA

FA DOM

-1

ol

1 3 5 7 9 11 131 3 5 7 9 11 13

FIGURE 6.4 Quantité de protons libérés [Hg] des tourbes noires (CP, couleur noire) et blondes (SP, couleur
orange) et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) en fonction du pH selon
la procédure de la RMN '3C. Les symboles et les lignes continues représentent respectivement les points
expérimentaux et les ajustements obtenus par le modéle NICA-Donnan. 1=0.1.

6.4 Conclusion

Les valeurs des paramétres obtenues par la procédure de modélisation de Lenoir et al. (2009)
donnent des résultats comparables a celle de la littérature. Cette procédure donne une solution. Les
valeurs obtenues seront donc considérées dans la suite comme les "vrais" valeurs. Cependant, cette
procédure nécessite des titrages dans une gamme pH large variant au minimum entre pH 3 et 10.5.
En comparaison, la procédure utilisant les valeurs données par la RMN '3C, comme le préconisent
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Tableau 6.2 Paramétres du modéle NICA-Donnan des tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de leurs
fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) selon la procédure de la RMN 13C.

b *QH,COOH My coon K log *QH,OH my on Klog Qo R
H,COOH H,0H
CP 0.68 1.65 0.40 5.46 1.48 0.90 9.05 3.12 0.996
SP 0.65 1.45 0.45 3.53 1.39 0.63 8.63 2.84  0.999
HACP 0.83 2.97 0.27 5.34 1.40 0.75 9.86 437 0998
HASP 0.64 1.81 0.97 4.32 1.73 0.83 7.90 3.54  0.996
FACP \ \ \ \ \ \ \ \ \
FASP 0.63 1.53 0.73 4.77 2.38 0.58 8.67 391 0.999
DOMCP 0.60 1.96 0.14 3.54 1.00 0.51 9.01 2.96
DOMSP 0.47 2.27 0.28 2.05 0.76 0.73 7.79 3.03 0.999
* mmol.g’!

Tableau 6.3 Constantes log Ky, coon de quelques composés de référence présents dans la matiére organique
(Martell et Smith, 2004).

. Formule log . Formule log
Nom du composé - Nom du composé -
chimique Ky coon chimique Ky.coon
Acide benzoique @—40 4.01 Acide butanoique _~~_-COOH 4.62
OH
0
. . OH Acide /\(COOH
Acide phthalique OH 2.76,4.92 ) 3.67
5 2-hydroxybutanoique OH
OH
o Acide oH
Acide salicylique 2.80 4.34
yid C}/l(w 3-hydroxybutanoique COOH
7 Acide
Acide Furoic ° 2.98 . HO_~~_-COCH 4.54
\ /  OH 4-hydroxybutanoique
COOH
Acide oxalique Y YT 1.2,3.80 Acide Malic HoOC 3.24,4.68
OH
2 OO OH OH 344
Acide malonique >\—/< 5.27,2.65 Acide gluconique HO on ’
OH OH O
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certains auteurs, donne en sortie des parameétres physiquement irréalistes. Les densités de sites don-
nées par le modéle RMN 3C semblent ne pas étre justes.

L’utilisation de la procédure proposée par Lenoir et al. (2009) permet de mieux contraindre
les données et d’obtenir in fine des paramétres physiquement corrects. La définition d’une procédure
unique dans la détermination des constantes de complexation et des densités de sites est indis-
pensable si I’on désire comparer les données de titrage entre les différents laboratoires. En 1’absence
de procédure établie, toute tentative de comparaison des constantes de complexations semble inutile.

Dans la suite du projet de recherche, nous aborderons les comportements de la matiére organique
en présence de cuivre en utilisant 'approche modélisatrice proposée par Lenoir et al. (2009).
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Chapitre 7

Isotherme d’adsorption du cuivre

7.1 Intoduction

Dans le chapitre précédent, nous avons caractérisé par titrage potentiométrique la réactivité pro-
tonique des fractions brutes, humiques, fulviques et dissoutes des tourbes blondes et noires. Bien
qu’essentiel dans la compréhension des mécanismes de rétention du cuivre, ces mesures ne sont pas
suffisantes pour connaitre la réactivité relative des tourbes et de leurs fractions vis-a-vis d’un métal
et notamment du cuivre. Il est donc nécessaire de mesurer également les isothermes d’adsorption du

culvre.

Les constantes de complexation log Kcy,coon et log Kcyph-on ont été obtenues avec le mo-
déle NICA-Donnan puis comparées avec les constantes de composés connus pour estimer la nature
des sites de complexation.

7.2 Matériel et méthode

7.2.1 Rétention du cuivre sur la matiére organique
7.2.1.1 Cinétique d’adsorption

La mesure des isothermes d’adsorption du cuivre nécessite de connaitre au préalable le temps
d’équilibre de la réaction d’adsorption du cuivre sur la MO. Ce temps peut étre estimé grace a des
expériences de cinétique d’adsorption. Ces expériences consistent en un suivi de la concentration
libre de cuivre en solution en fonction du temps de réaction.

2.00 g de SP, préalablement lyophilisés et tamisés a 2 mm, ont été mis en solution dans un
réacteur de 500 ml de NaNOj3 (Sigma-Aldrich) & 0.1 M. Le réacteur a été protégé de 'action du CO,
grace & un flux continu d’argon. La température du réacteur a été maintenue constante & 25 £ 0.1
°C. Un pHgiat (718 Stat Titrino, Metrolm) maintient le pH de la solution & une valeur fixe de 4.5 +
0.1 par ajout d’un volume connu de NaOH (Fixanal, Sigma-Aldrich) & 0.10 M a chaque fois que cela
est nécessaire. Ce pH bas est peu favorable a ’adsorption de Cu sur les SH. Il devrait donc donner
la cinétique d’adsorption la moins favorable. A t=0 min, 5.00 ml d’une solution de Cu(NO3)2.3H20
a 0.10 M (Fisher Scientific Labosi) ont été ajoutés au réacteur afin d’obtenir une concentration ini-
tiale de 1 mmol.17! dans le réacteur. Dans ces conditions, la quantité maximale de cuivre pouvant
étre adsorbé par SP est de 16 000 ppm. Cette valeur correspond & la valeur maximale de cuivre
adsorbé lors des isothermes d’adsorption. La quantité de cuivre libre en solution ([Cu?t]a) a été
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suivie au cours du temps grace a une électrode spécifique au cuivre (ISE, Methrohm 6.0502.140) et
une électrode de référence (Metrohm, Ag/AgCl). Avant chaque expérience, ces deux électrodes ont

été calibrées sur au moins 10 points de mesure. Dans ces conditions, il a été alors possible de tracer
[Cu2+]aq

W) en fonction du temps.
initia.

le pourcentage de cuivre en solution (

7.2.1.2 Isothermes d’adsorption

0.2 g de MO, préalablement lyophilisé et tamisé & 2 mm, a été mis en solution dans un réacteur
de 500 ml de NaNOj3 (Sigma-Aldrich) & 0.1 M. Le réacteur a été protégé de l'action du COqy grace
a un flux continu d’argon. La température du réacteur a été maintenue constante a 25 £ 0.1 °C.
Un pHggae (718 Stat Titrino, Metrolm) conserve le pH de la solution & une valeur fixe de 4.5 4+ 0.1
ou 5.5 £ 0.1 en ajoutant un volume connu de NaOH (Fixanal, Sigma-Aldrich) 4 0.10 M au réacteur
a chaque fois que cela est nécessaire. Des volumes connus d'une solution de Cu(NO3)2.3H20, de
concentration en [Cu®*] variant entre 1.1072 M et 0.1 M, ont été successivement ajoutés. Aprés
équilibre, dont la durée a été déterminée par nos expériences de cinétique, la concentration en cuivre
libre ([Cu?t]aq) a été mesurée avec une électrode spécifique au cuivre (ISE, Methrohm 6.0502.140)
et une électrode de référence (Metrohm, Ag/AgCl). Avant chaque expérience, ces deux électrodes
ont été calibrées avec au moins 10 points de mesure. Deux ou trois réplicats ont été effectués pour
chaque fraction.

Connaissant a chaque pas la quantité totale de cuivre ajoutée et la quantité de cuivre libre
en solution, il est possible de calculer par différence la quantité de cuivre adsorbé sur les fractions
organiques :

[Cu®]

ads [Cu2+] ajout [Cu}waq

oil [Cu?*]aqs est la concentration de cuivre adsorbé en mmol.g ™1 ; [Cu®*],4 est la concentration libre
de cuivre en solution en mol.L™!: [Cu2+]aj0ut la concentration du cuivre ajouté dans le réacteur.
Il est alors possible de tracer log [Cu?t]ags = f (log [Cu®T]aq)-

7.2.1.3 Modélisation des isothermes par le modéle NICA-Donnan

Comme cela est expliqué dans la partie I, dans le cas d’une compétition entre deux cations,
14 paramétres sont nécessaires pour modéliser les courbes de titrage : 8 paramétres des protons
(Qu,coon, nu,coon, log Ku,coon, Qu,ph-0H, NH,ph-0H, 10g Ku ph-om, Qo et b) et 6 paramétres
induits par la présence de cuivre (log Kcu,cooH, McCu,cOOH, PcOOH, 10g Kcuph-0H €t oy ph-on),
Pph-om)- 108 Kcu,coon et 1og Kcy ph-on représentent les constantes d’équilibre intrinséque médianes
du cuivre sur les sites carboxyliques et phénoliques tandis que ncu,coon et ncuph-on représentent
le comportement non idéal du cuivre sur les sites carboxyliques et phénoliques.

Pour la modélisation des isothermes, les 8 premiers parameétres ont été fixés soit aux valeurs
déterminées par la procédure de Lenoir et al. (2009) (cas de CP, SP, HACP et HASP) soit aux
valeurs déterminées par la procédure de la RMN 3C (FASP et DOMCP). Bien que nous ayons émis
des doutes sur la justesse des paramétres obtenus par la procédure de la RMN 3C, ces résultats
sont les seuls disponibles pour ces deux échantillons. Les 6 paramétres nouveaux ont été ajustés en
minimisant les moindres carrés (equation 5.9). A noter que les paramétres pcoomn, DPph-OH, TH,COOH
et ny ph-on sont contraints par ’équation :

My = NH; X P;
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7.3 Résultats

7.3.1 Rétention du cuivre sur la matiére organique

7.3.1.1 Cinétique d’adsorption

24

[éi]#iq en fonction du temps d’équilibre pour un
initial

pH de 4.5. Comme ce qui est attendu, ce rapport diminue rapidement en fonction du temps. Cette

La figure 7.1 présente ’évolution du rapport

diminution est attribuée & la complexation du cuivre libre dans la solution par SP. En moins de
20 min, 85 % du cuivre ajouté au réacteur est fixé par la MO. Durant les 4h suivantes, ce taux
d’adsorption ne varie presque plus indiquant que I’équilibre est quasiment atteint. Comme l'indique
Flogeac et al. (2004) et Brown et al. (2000), la fixation du cuivre sur la tourbe est un mécanisme
rapide dont la durée n’excéde pas 30 min. Ce laps de temps a été désormais choisi comme temps
d’attente entre ’ajout de deux volumes successifs de cuivre dans le réacteur lors des isothermes
d’adsorption.

100 | , ,
~ pH=4.5
g [Cu2*], . = 1 mmol.I" i
i =01 M
N T=25°C
O, i
5 |
AN
)
O, |
()
©
2
0 ! | !
0 50 100 150 200
temps (min)

F1GURE 7.1 Cinétique d’adsorption du cuivre sur la tourbe blonde (SP, couleur orange) et la tourbe noire
(CP, couleur noire).

7.3.1.2 Isothermes d’adsorption

Les isothermes d’adsorption du cuivre sur les deux tourbes et leur fractions humiques, fulviques et
dissoutes sont présentées en échelle log-log dans la figure 7.2. Comme attendu, la quantité de cuivre
adsorbée ([Cu?T],ps) augmente quand la quantité de cuivre libre en solution ([Cu?*],q)augmente. A
haute concentration en [Cu?*]aq (> 107* M), les isothermes présentent une tendance & la satura-
tion. Cette saturation s’explique par le fait que tous les groupements pouvant comlexer des cations
portent déja un atome cuivre : il n’ y a donc plus de sites disponibles et ’excés de [Cu2+]ajouté reste
en solution.

La comparaison des isothermes & pH 4.5 et 5.5 montre clairement que la quantité de cuivre
adsorbée, pour une méme fraction, augmente avec le pH. Ce phénomeéne résulte d’'une augmentation
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de la force électrostatique d’attraction d’un cation sur la SH résultant d’une augmentation de la
charge surfacique de cette SH (plus de groupements déprotonés) quand le pH augmente, et d’une
plus faible compétition proton-metal quand le pH augmente (moins de protons sur les sites de com-
plexation).

A pH 4.5, le cuivre est plus fortement fixé sur les tourbes brutes que sur les fractions HA et
FA. Cela vient du fait qu’a ce pH, les constantes log Ky .coon de CP (3.68) et SP (3.48) sont plus
acides que ceux de HA (3.96 pour HACP et 4.20 pour HASP) et FA (4.77 pour FASP). Comme les
sites carboxyliques de HA et FA ne sont pas tous déprotonés contrairement & SP et CP, ces derniers
ont une plus grande affinité avec le cuivre. Par contre, & pH 5.5 quand la majorité des sites carboxy-
liques sont déprotonés, la tendance s’inverse; le cuivre est plus fortement fixé sur les HA et les FA
que sur les tourbres brutes. Ce résultat est alors en accord avec les données de titrage qui avaient
montré que la densité de sites des HA et des FA était supérieure & celle des tourbes brutes. En effet,
on peut considérer que la densité de site influe sur I'affinité. La DOM est la fraction possédant le
moins d’affinité avec le cuivre. La mobilité du cuivre vers les horizons profonds d’un sol est donc un
mécanisme moins important que sa rétention dans les horizons de surface.

A fraction identique pour les deux tourbes et & faible concentration en [Cu®t|,q (< 107° M),
il s’avére que le cuivre est fixé de fagon quasi-comparable. Cependant, & forte concentration en
[Cu?t]aq (> 107% M), la quantité de cuivre adsorbée par SP et ses fractions est supérieure a CP. Ce
résultat est semblable aux résultats trouvés par Fattahpour Sedeh et al. (1996) qui avaient montré
que SP adsorbait plus de cuivre que CP. Cependant, les titrages ont montré que les fractions CP
contiennent plus de sites protoniques que les fractions SP correspondantes. La fixation du cuivre
sur la MO ne dépend donc pas uniquement de la densité totale de sites protoniques mais aussi de
la structure chimique de la MO. La présence de groupements carboxyliques ou phénoliques adja-
cents & un groupement carboxylique aromatique, comme des fonctions phthaliques ou salicylatiques,
peuvent en effet former un complexe fort avec le cuivre. Il semblerait donc que ces types de sites
soient plus nombreux dans les fractions SP que dans les fractions CP correspondantes.

7.3.2 Modélisation des isothermes par le modéle NICA-Donnan

La figure 7.3 et le tableau 7.1 présentent les résultats de la modélisation des isothermes d’ad-
sorption par le modéle NICA-Donnan.

Une étude de sensibilité de log Kcyph-0H, 7Cu,ph-OH €t Pcuph-oH @ montré que ces trois pa-
ramétres ne modifient pas le résultat des modélisations. En effet, & pH 4.5 et 5.5, quasiment aucun
groupement ph-OH n’est déprotoné. Par conséquent, les groupements ph-OH n’interviennent pas
dans la fixation du cuivre. Ces trois parameétres n’ont donc pas été ajustés ce qui diminue le nombre
de variables lors des modélisations.

L’ensemble des modélisations obtenues sont de bonne qualité et reproduisent assez bien les me-
sures expérimentales. Les valeurs log Kcy,coon de HA (2.50 pour HACP et 3.82 HASP) et de FA
(3.21 pour FASP) sont supérieures aux valeurs log Kcy,coon des fractions brutes (1.30 pour CP
et 1.71 pour SP) et des DOM (1.4 pour DOMCP). Autrement dit, les fractions HA et FA ont une
meilleure affinité pour le cuivre que les fractions brutes et DOM. Si on compare les deux tourbes,
les fractions SP ont une meilleure affinité pour le cuivre que les fractions CP. Comme ce qui avait

été dit précédemment, 'environnement immédiat des sites potentiellement accepteur de cuivre joue
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FIGURE 7.2 Concentration du cuivre adsorbé [CuT],q5 des tourbes noires (CP, couleur noire) et blonde
(SP, couleur orange) et de leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissous (DOM) en fonction du
cuivre libre en solution [Cu** [, pour pH = 4.5 (carré) et 5.5 (triangle).
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un réle important dans sa fixation.

Log [Cu]ags mol.g™! Log [Cu]ags mol.g™! Log [Cu]ags mol.g™!

Log [Cu]ags mol.g™!

FIGURE 7.3 Concentration du cuivre adsorbé [Cu?T .45 sur les tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de
leurs fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM) en fonction du cuivre libre en solution
[CuT oy pour pH = 4.5 et 5.5. Les symboles et les lignes continues représentent respectivement les points
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Tableau 7.1 Paramétres du modéle NICA-Donnan des tourbes noires (CP) et blondes (SP) et de leurs
fractions humiques (HA), fulviques (FA) et dissoutes (DOM).

Peoon Peu,coon log K¢\ coon procédure
CP 0.21 0.60 1.30 Lenoir et al. (2008)
SP 0.86 0.46 1.71 Lenoir et al. (2008)
HACP 0.55 0.35 2.50 Lenoir et al. (2008)
HASP 0.70 0.49 3.82 Lenoir et al. (2008)
FACP / / /
FASP 0.85 0.61 3.21 RMN 13C
DOMCP 0.50 0.11 1.4 RMN 13C
DOMSP / / /

Tableau 7.2 Constantes log Kcw,coon de quelques composés de référence présents dans la matiére organique
pour I=0.1 M et “I1=2.0 M (Martell et Smith, 2004).

p Formule log . Formule log
Nom du composé .. Nom du composé .
chimique Kcu.coon chimique Kcy.coon
Acide benzoique ©_<O 1.60 Acide butanoique __~_-COOH 1.70
OH
o)
' ' oH Acide /\rCOOH
Acide phthalique OH 3.22 , 2.662
. 2-hydroxybutanoique OH
OH
o Acide OH
Acide salicylique 2.22 1.822
v Q/Z(OH 3-hydroxybutanoique )\/ COOH
7 Acide
Acide Furoic © 1.10 . HO._ ~_COOH 1.522
\_/ OH 4-hydroxybutanoique
HO OH 4.85 COOH
Acide oxalique m Acide malique HOOC/EZ 3.63
O, O OH OH
. . . . OH 2.51
Acide malonique 5.04 Acide gluconique HO
HO OH OH OH O

129



CHAPITRE 7. ISOTHERME D’ADSORPTION DU CUIVRE

composés de structure connue (tableau 7.2), en supposant que les groupements carboxyliques sont
totalement déprotonés autrement dit que le pH est supérieur a 6, il est possible d’expliquer la dif-
férence d’une unité log observée entre les HA et FA d’un coté, et les fractions brutes et DOM de
lautre. Les constantes log Kcy,coon de HA et FA sont en effet proches d’acides aromatiques et
aliphatiques possédant un groupement -OH ou -COOH en « (acide salicylique, acide phthalique,
acide 2-hydroxybutanoique, acide malique). Au contraire, les constantes log K¢y .coon des fractions
brutes et des DOM sont proches de la constante de I’acide benzoique et d’acide aliphatique possédant
un groupement -OH en 3 ou v (acide 3 et 4-hydroxybutanoique). Il semblerait donc que le cuivre se
fixe préférentiellement sur les groupements de type salicylique, phthalique et malique dans le cas des
HA et des FA. Au contraire, le cuivre se fixerait principalement sur les groupements de type acide
benzoique et acide 3- et 4-hydroxybutanoique dans les fractions brutes et des DOM.

Les résultats précédents sont comparables & ceux déja observés. Selon certains auteurs, les ligands
fixant préférentiellement le cuivre sont les ligands dicarboxylates et les carboxylates substitués en
« par des groupements OH ou NH,. Cette interprétation est en accord avec la spectroscopie infra-
rouge et la RMN 13C a deux dimensions (Hay et Myneni, 2007; Deshmukh et al., 2007) qui ont
montré que les carboxylates substitués en a par -COOH, -OH et -OR sur une chaine aliphatique
constituent la majorité des structures carboxyliques. Les ligands aromatiques mono et dicarboxylates
et les carboxylates aromatiques substitués en o par des groupements -OH ne représentent qu’une
faible proportion de toutes les fonctions carboxyliques. On en conlut donc que les structures du type
malonate, malate, gluconate et les amino-acides joueraient un role prépondérant dans la chelation

de Cu(II).

7.4 Conclusion

Les constantes d’équilibre peuvent étre ainsi utilisées pour prédire les structures a-priori des com-
plexes Cu(II)-MON. Cependant, ces constantes d’équilibre ne peuvent pas donner des informations
univoques sur le véritable environnement du cuivre dans la MON. En effet, les méthodes potentio-
métriques donnent des log Kcy,coonm moyens et non des log Kcy,coon & tres faible concentration
en cuivre. De ce fait, certains sites, comme les sites oxaliques ou maloniques, possédant une trés
forte affinité pour le cuivre ne peuvent pas étre "vus" par cette méthode. 11 est donc nécessaire de
compléter les titrages et les isothermes par des techniques analytiques plus précises permettant de
déterminer & I’échelle atomique ’environnement immédiat du cuivre. Dans la suite de ce projet de
recherche, la spectroscopie EXAFS, qui a déja montré son efficacité pour ce type d’étude, sera utilisée
pour appréhender la nature exacte des complexes formés entre le Cu(1l) et les ligands organiques.

130



CHAPITRE 7. ISOTHERME D’ADSORPTION DU CUIVRE

131



CHAPITRE 7. ISOTHERME D’ADSORPTION DU CUIVRE

132



Troisiéme partie

Mécanisme de rétention du cuivre sur de
la tourbe : approche spectroscopique
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Chapitre 8

Spectroscopie EXAFS

8.1 Introduction

La spectroscopie EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure) est une technique ana-
lytique moderne de spectrométrie des rayons X qui sonde l'environnement structural d’un atome
absorbeur jusqu’a une distance pouvant aller jusqu’a environ 5-6 A. De plus, cette technique ana-
lytique permet d’estimer I’état de valence de ’atome absorbeur, mais aussi, pour chaque couche
atomique proche, le nombre de coordinence, le type d’atome et leurs distances par rapport a 'atome
absorbeur.

Les oscillations EXAFS ont été observées pour la premiére fois en 1920 par Fricke et Hertz.
Mais il a fallu attendre les années 1970 pour que Sayers et al. (1971) établissent les premiers modéles
mathématiques, reflétant la réalité physique de ces oscillations. Cette technique a connu un dévelop-
pement important ces 30 derniéres années suite & ’apparition dans les années 1980 du rayonnement
synchrotron. Le rayonnement synchrotron est un rayonnement électromagnétique émis par des élec-
trons ou positrons tournant dans un anneau de stockage.

Les applications de la spectroscopie EXAFS sont multiples en chimie, en physique des matériaux
et des surfaces, en catalyse et en biologie. Aujourd’hui, cette technique analytique est considérée
comme un outil indispensable pour la détermination précise de la spéciation des ET dans les ma-
trices naturelles.

L’objet de ce chapitre n’est pas de détailler toute la théorie de I'absorption X, mais de donner
au lecteur les clés nécessaires pour comprendre le principe et la mise en oeuvre de cette méthode.
Pour de plus amples informations, le lecteur pourra se reporter aux monographes, dont celui de Teo
(1986).

8.2 Principe et utilisation

L’absorption d’un photon incident X par un atome absorbeur (Cu ou Zn dans notre cas) & une
énergie E proche de I'énergie K (noté Eg) de 'atome absorbeur éjecte un des deux électrons de coeur
de I'atome absorbeur vers le continuum interatomique situé au dessus du niveau Fermi. De par la
dualité onde-particule, I’électron sortant peut étre vu comme une onde électronique sphérique. Cette
onde est alors diffusée par les atomes environnants, qui, d’aprés le principe de Hyugens-Fresnel, vont
émettre a leur tour une onde sphérique qui va interférer avec I’onde incidente. L’interférence qui en
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résulte module le coefficient d’absorption u(E) de 'atome émetteur :

Lh(E) _ 1;(Kd)

wE) =78 = h(®)

(8.1)

ou Iy(FE) l'intensité du faisceau incident a l'énergie E, I;(E) 'intensité de rayonnement transmis a
I'énergie E, et Iy(E) l'intensité du rayonnement fluorescé a l'énergie Kd.

La mesure de w(E) en fonction de I’énergie incidente E au voisinage du seuil K d’absorption
donne le spectre d’absorption des rayons X. Le spectre EXAFS est contenu dans le spectre d’ab-
sorption X et extrait par un traitement mathématique.

En pratique, on définit trois régions caractéristiques :

1. Quand E < FEo : la transition d’un électron du niveau de coeur vers des niveaux externes n’est
pas encore possible. Le coefficient d’absorption mesuré décroit de facon monotone jusqu’a ce
que ’énergie du photon X atteigne la valeur de seuil Eo.

2. Quand E = FEo : le coefficient d’absorption augmente de facon brutale. Ce pic correspond au
passage d’un électron de coeur vers des états vides situés au dessus du niveau de Fermi. Ce
domaine est appelé XANES (X-Ray Absorption Near Edge Structure).

3. Quand E > Fo : I'énergie du photon incident est assez grande pour éjecter un électron vers
le continuum interatomique avec I’énergie cinétique Ec=E-Eq. Le coefficient d’absorption me-
suré comporte des modulations d’amplitude décroissante correspondant aux interactions entre
I’onde électronique qui sort de 'atome émetteur et les ondes électroniques diffusées par les
atomes voising. Ces oscillations vont alors s’amortir jusqu’a ce que le coefficient d’absorp-
tion redevienne monotone. Ce domaine est appelé EXAFS (Extended X-Ray Absorption Fine
Structure)

Dans un milieu hétérogeéne, la spectroscopie d’absorption X est un outil sensible & I'ordre local
(=5 A); elle ne permet pas d’accéder a Pordre moyen et donc aux distances > 6 A a cause du
libre parcours moyen limité de 1’électron éjecté. Contrairement & la diffraction, cet outil analytique
est bien adapté a ’étude des composés amorphes et mal cristallisés. Cette technique est également
spécifique d’un élément, ce qui est trés avantageux pour I’étude des systémes naturels polymétalliques
et polycristallins. De ce fait, on considére souvent 'EXAFS comme une sonde locale chimiquement
sélective (Manceau et al., 2002).

8.3 Formulation mathématique

Les oscillations EXAFS sont extraites d’un spectre d’absorption X par la formule :

_ p(E) — po(E)
() = o (B) — el) (82)

ot w(E) est le coefficient d’absorption totale a I’énergie d’absorption E; po(E) le coefficient d’ab-
sorption atomique de ’atome absorbeur, c’est & dire 1’absorption qu’aurait cet atome en ’absence
de voisins; y.(E) le coefficient d’absorption avant seuil ou fond continu di aux autres atomes consti-
tutifs de I’échantillon. Dans la pratique, yu.(E) s’obtient en extrapolant I’absorption linéaire mesurée
avant seuil par une fonction polynomiale. po(E) est déterminé en simulant I’absorption atomique
apres seuil par une fonction spline, constituée par des polynémes du troisiéme degré adjacents.
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Les paramétres structuraux sont déduits de la fonction d’interférence x(E) a partir de la Reégle
d’Or de Fermi. Cette régle relie le coefficient d’absorption p(E) aux parameétres structuraux dans
une transition dipolaire. Cette relation est donnée par la formule :

47 n e?

W(E) = S anEA A %58+ nw- By (8.3)
hec

ot n est la densité d’atomes considérés; |i) la fonction d’onde de ’électron dans ’état initial; | f)
la fonction d’onde de I'électron dans son état final; |E.7| Phamiltonien d’interaction rayonnement-
matiére ; e la charge de I’¢lectron (-1.60217653 x 1072 C); c la vitesse de la lumiére.

Dans un deuxiéme temps, on convertit ’énergie E en vecteur d’onde k par la relation :

2Me

k= -2

(E — Ey) (8.4)

oil m, est la masse de I'électron (9.10938215 x 103! kg) ; E I'énergie du photon incident ; Eq 1’éner-
gie K du seuil de ’'atome absorbeur ; & la constante de Planck réduite (1.054 x 10734 J.s).

Finalement, en combinant les équations 8.2, 8.3 et 8.4, il est possible de relier les oscillations
EXAFS x(k) aux paramétres structuraux, dans le formalisme d’onde sphérique et de diffusion simple :

. —2R;
x(k)=-52)" ;}; \f; (7, k)| e 27K e 30 sin [2kR; + @i (k) + 26¢(k)] (8.5)

ol Sg le terme de réduction d’amplitude da aux effets multi-électroniques; N; le nombre de voisins
de type i situés a la distance R;; | f; (7, k)| Pamplitude de rétrodiffusion de 'atome i; o; le facteur
Debye-Waller dans ’approximation d’une distribution Gaussienne des distances interatomiques, ce
terme comprend un terme de désordre statique (distribution des distances) et dynamique (agitation
thermique) ; A le libre parcours moyen de l’électron, ce terme prend en compte les processus de
diffusion inélastique du photoélectron par les électrons de valence; dc(k) la fonction de déphasage
de I'atome central ; ¢;(k) la fonction de déphasage de I'atome rétrodiffuseur.

8.4 Analyse des données expérimentales

8.4.1 Extraction des spectres EXAFS et transformée de Fourier

L’extraction d’un spectre EXAFS & partir d’un spectre d’absorption se fait selon la procédure
décrite ci-dessus. On peut noter que pour comparer un méme jeu de données, il est important de
choisir la méme valeur Ey pour tous les spectres. De plus, dans certains cas il est intéressant de
multiplier la fonction x (k) par k™ (n = 1,2 ou 3) selon la région du spectre que 'on veut privilégier.

Une transformée de Fourier peut étre appliquée a la fonction k™y(k) afin de passer de l'es-
pace réciproque en A~ a I'espace réel en A. Comme le domaine en k de x(k) est limitée (2 A—1 < k
<14 /:\_1) alors que le domaine d’intégration de la transformée s’étend de 0 < k < 400, les effets de
coupure entrainent la présence de lobes sur le module de la transformée de Fourier qui n’ont pas de
signification structurale. Pour atténuer ces pics parasites, on pondeére y (k) par une fenétre d’apodi-
sation minimisant les effets de coupure. La fenétre de Kaiser est le plus souvent utilisée. La fonction
de distribution radiale (FDR) ainsi obtenue, qui est le module des parties réelles et imaginaires de
la TF, permet de visualiser la distribution des couches atomiques autour de ’atome absorbeur. 11
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faut noter que les distances que l'on obtient sur la FDR sont décalées par rapport aux distances
réelles & cause des termes de déphasages ¢; et 0c (équation 8.5). Ce décalage (AR) est fonction de
la distance, et surtout de la nature de chaque voisin, puisque ; dépend de la nature de la couche
atomique.

8.4.2 Détermination de la structure locale de I’atome absorbeur

Dans la pratique, il existe deux méthodes pour déterminer les paramétres structuraux d’une
espéce géochimique & partir de son spectre EXAFS.

8.4.2.1 Simulation numérique

La premiére méthode consiste a simuler numériquement la fonction y (k) expérimentale par son
expression théorique. Cette simulation donne accés & la nature et au nombre de voisins, aux distances
interatomiques réelles R et aux facteurs de Debye-Waller o; de chaque couche atomique. Cependant,
pour utiliser cette méthode, il est indispensable de connaitre les libres parcours moyens A(k) pour
chaque couche atomique, les fonctions d’amplitude de rétrodiffusion |f; (7, k)| et de déphasage ¢; (k)
de chaque atome i, et la fonction de déphasage de 1’atome central do (k). Ces termes peuvent étre
soit extraits & partir de spectres de composés de référence, soit calculés de facon théorique grace au
programme FEFFS8 qui calcule ab initio tous ces paramétres.

Le plus souvent, la simulation numeérique ne se fait pas sur le spectre total, mais sur seule-
ment une partie (R < 6 A). Pour cela, la contribution y;(k) de chaque couche atomique est filtrée
par TF. Le nombre de paramétres ajustés ne doit pas dépasser le nombre de points indépendants P;

donné par la formule de Nynquist :
2AKAR
p =220 (8.6)
7r
ot Ak et AR sont les fenétres de filtrage par TF dans l'espace réciproque (Ak) et réel (AR) pour

la couche considérée.

8.4.2.2 Analyse par Composante Principale

La deuxiéme méthode utilise I’analyse par composante principale. Le faisceau des rayons X ar-
rivant sur un échantillon a, selon la ligne de lumiére utilisée, un diameétre compris entre 5 ym (on
parle alors micro-absorption X) et 300 um (on parle alors ’EXAFS de poudre). Or, les associations
géochimiques ont souvent une taille proche du micron. Par conséquent, le spectre EXAFS de poudre
est la somme de spectres d’espéces individuelles. Les spectres de ces espéces peuvent étre obtenus
en analysant par composante principale un ensemble de spectres dans lesquels le pourcentage des

espéces individuelles varie.

Briévement, ’ACP est une méthode mathématique d’algébre linéaire qui consiste & décomposer
une matrice m *n dans un espace orthonormé appelé espace propre constitué de n vecteurs propres.
Le nombre de poéles permettant de reconstruire les n spectres initiaux est égal au nombre minimal
(j) de vecteurs propres indispensables (dans un sens & définir) a la reconstruction de tous les spectres
initiaux. Une fois le nombre j de poles choisi, il s’agit d’identifier leur nature. Une méthode consiste
a enregistrer les spectres EXAFS de ces poles et a les tester par Target Transformation, ¢’est-a-dire
de vérifier s’ils appartiennent bien & ’espace initial. Pour de plus amples informations sur 1’utilisa-
tion de I’ACP en spectroscopie EXAFS, le lecteur pourra se reporter aux publications suivantes :
Wasserman et al. (1999) et Manceau et al. (2002).
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Ensuite, les spectres EXAFS expérimentaux sont reconstruits par une combinaison linéaire des
spectres de références identifiés par Target Transformation. In-fine, on obtient la proportion, généra-
lement & 10 % prés, des espéces pures contenues dans chacun des n spectres EXATFS. Cette méthode
nécessite de posséder une grande base de données de spectres EXAFS de composés de références.
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Chapitre 9

The nature of Cu Bonding to Natural
Organic Matter

Résumé de article

Pour des raisons encore assez obscures, la biogéochimie du cuivre est en grande partie controélée
par ses interactions avec la matiére organique (MO). L’affinité du cuivre pour les composés carbonés
proviendrait de la formation de chélates avec un groupement carboxyle terminal et un groupement
carboxyle, amine ou hydroxyle porté par un carbones en position a. Ces chélates seraient semblables
au complexe planaire Cu(glatamate)s, dans lequel le cuivre est coordiné a 'oxygéne carboxylique
et a 'azote aminé de la molécule NHy-R-COOH avec une distance de liaison moyenne de 1.94 A.
Ce modeéle a été affiné par spectroscopies XANES et EXAFS, complétées par des calculs d’équilibre
thermodynamique et des considérations structurales et stériques. A faible concentration (entre 100
- 300 ppm de cuivre), le chelate Cu- MO ressemble davantage au complexe Cu(malate)s (OH-R-
COOH) qu’au complexe Cu(glatamate)s, et & haute concentration (> 300 ppm), le meilleur accord
avec les données a été obtenu avec le complexe Cu(malonate) (COOH-R-COOH). Le malate est
un meilleur complexant que le malonate car il forme avec le cuivre un cycle & 5 atomes au lieu
de 6 avec les acides dicarboxyliques. Ces deux types de chélates sont en accord avec les modéles
récents de structure des MO obtenus par spectroscopies infrarouge et RMN. Dans les modéles pro-
posés, les fonctions COOH et OH sont portées majoritairement par des carbones aliphatiques et non
aromatiques du type salicylate, phthalate et benzoate.
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Abstract

Copper biogeochemistry is largely controlled by its bonding to natural organic matter
(NOM) for reasons not well understood. Formation of chelate-type complexes with carboxyl, and
amine or hydroxyl groups attached to an a carbon, has been demonstrated recently, and modeled
with Cu(glutamate),, a five-membered chelate ring amino acid with square planar coordination of
Cu(Il) and a mean bond length of 1.94 A. Using XANES and EXAFS spectroscopy, along with
supporting thermodynamic equilibrium calculations and structural and steric considerations, we
show evidence for five-membered Cu(malate),-like ring chelate at 100-300 ppm Cu concentration,
and six-membered Cu(malonate)-like ring chelate at higher concentration. A "structure fingerprint"
is defined for the 5.0 - 7.0 A™ EXAFS region which is indicative of the ring size and number (i.e.,
mono- vs. bis-chelate), and the distance and bonding of axial oxygens (Oa.x) perpendicular to the
plane formed by the four equatorial oxygens (Oeq) at 1.94 A. The weaker malonate-type chelate is a
Cs dicarboxylate, and the stronger malate-type chelate a C4 dicarboxylate. The malate-type chelate
owes its superior binding strength to an -OH for -H substitution on the a carbon, thus offering
additional binding possibilities. The two new model structures are consistent with the majority of
carboxyl groups being clustered and o-OH substitutions common in NOM, as shown by recent
infrared and NMR studies. The high affinity of NOM for Cu(II) is explained by the abundance and
geometrical fit of the two types of structures to the size of the equatorial plane of Cu(Il). The weak
binding abilities of functionalized aromatic rings also is explained because malate-type and
malonate-type structures are present only on aliphatic chains. For example, salicylate is a
monocarboxylate like malate, but it forms a six-membered chelate instead of a five-membered
because the OH substitution is in [ position. Similarly, phthalate is a dicarboxylate forming an

unfavorable high strained seven-membered chelate.

Five-membered Cu(Il) chelates can be anchored by a thiol a-SH substituent instead of an
alcohol a-OH, as in thio-carboxylic acids. This type of chelate is seldom present in NOM, but
forms rapidly when Cu(Il) is photoreduced to Cu(l) at room temperature under the X-ray beam.
When the sample is wet, exposure to the beam can reduce Cu(Il) to Cu(0). Chelates with an a-
amino substituent were not detected, suggesting that malate-like a-OH dicarboxylates are stronger
ligands than amino acids, in agreement with the strong electronegativity of the COOH clusters.
However, aminocarboxylate Cu(Il) chelates may form after saturation of the strongest sites, and
could be observed in NOM fractions enriched in proteinaceous material. Our results support the

following propositions:
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* The ligand strength follows this order: oxalate-type C, dicarboxylate > citrate-type Cs
tricarboxylate with o-OH > malate-type C4 dicarboxylate with o-OH > malonate-type C;
dicarboxylate > succinate-like C4 dicarboxylate = phthalate-like C4 dicarboxylate > salicylate-like
monocarboxylate with B-OH > furancarboxylate-like monocarboxylate.

* Most stable Cu-NOM chelates are formed with closely-spaced carboxyl groups and
hydroxyl donors in a position; oxalate-type ring chelates are not observed.

- Cu(II) bonds carboxyl oxygens to the heuristic distance of 1.94 = 0.01 A, compared to 1.97
A in water. This shortening increases the ligand field strength, and hence the covalency of the Cu-
Ocq bond and stability of the chelate.

* The chelate is further stabilized by the bonding of axial oxygens with intra- or
intermolecular carboxyl groups.

* Steric hindrances in NOM are the main reason for the absence of Cu-Cu interactions,

which otherwise are common in carboxylate coordination complexes.

1. INTRODUCTION

The biogeochemistry of copper is largely controlled by its interactions with natural organic
matter (NOM), not so much because of its abundance and polyfunctional character, as because of its
remarkable affinity towards Cu(Il) relative to other divalent cations (BENEDETTI et al., 1996;
HERING and MOREL, 1988; KINNIBURGH et al., 1999; KOGUT and VOELKER, 2001; LEENHEER et al.,
1998; MCBRIDE et al., 1997; MCLAREN et al., 1983; RAMOS et al., 1994; SANTOS-ECHEANDIA et al.,
2008; TowN and POWELL, 1993). The strong binding ability of NOM for Cu(Il) likely results from
the excellent size-match between the cupric ion and one or several ligands. The copper ligands
should be well-defined structurally and chemically, and also numerous because NOM has a high
sorption capacity and selectivity for Cu(Il) over a large concentration range (COVELO et al., 2004;
Gao et al., 1997). Since carboxylate moities make the large majority of reactive sites below pH 7 in
NOM, and can form a vast number of synthetic coordination complexes with Cu(Il) (MELNIK et al.,
1998a; MELNIK et al., 1999; MELNIK et al., 1998b), the strongest bonds should be with carboxyl
ligands (BOYD et al., 1981; SposITO et al., 1979). The predominance of oxygen ligands does not
exclude other electron donors from being involved in Cu bonding, such as nitrogen as suggested by
electron spin resonance (ESR) spectroscopy (BOYD et al., 1983; LUSTER et al., 1996; SENESI et al.,
1985; SENESI and SPOSITO, 1984). From potentiometric titration the most likely ligands are
dicarboxylate (malonate, log K = 5.04), mixed alcohol-carboxylate (citrate, malate, log K = 3.70
and 3.63), and amino-carboxylate (glutamate, log K = 8.32) groups attached to aliphatic chains (Fig.
1, Table 1) (CROUE et al., 2003; GREGOR et al., 1989a; GREGOR et al., 1989b; TOWN and POWELL,
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1993). Aromatic dicarboxylate (phthalate, log K = 3.22), alcohol-carboxylate (salicylate, log K =
2.22 for pH=5), and furan carboxylate (furanate, log K = 1.10) ligands are less likely, because they
have weaker binding strengths than aliphatic ligands. This interpretation is reinforced by infrared
spectroscopy and two-dimensional NMR which showed that carboxylate moities with -COOH, -OH,
or -OR substituents on the o carbon from aliphatic chains constitute the majority of carboxyl
structures, with the less reactive salicylate and furan-carboxylate aromatic structures (DESHMUKH et
al., 2007; HAY and MYNENI, 2007). Therefore, malonate, citrate/malate, and amino acid structures
most likely play an important role in Cu(Il) chelation. Although stability constants can be used to
predict the a priori nature of Cu(II)-NOM complexes, they do not provide unequivocal information
on the true bonding environment of the metal in real natural systems. They are, however, extremely
valuable to make educated choice from geochemical calculations on the relevance of model

compounds used in structural studies.

Using XANES and EXAFS spectroscopy, and Cu-glutamate as best-fit structural analog,
Karlsson et al. (2006) showed that Cu(Il) forms a five-membered chelate ring with one amino
nitrogen (o-NH;) or alcohol oxygen (a-OH) and one carboxylate oxygen from an a-substituted
aliphatic carboxylic structure (Fig. 1). Copper is bridged to four O/N ligands (CuL2 complex) in a
square-planar geometry at low metal concentration, and to two (CulL complex) at higher
concentration. Today the glutamate-like model is the most detailed, but despite its own merit the
topic is far from being exhausted. Here are some remaining open questions, which are addressed in
this article:

. Is it possible to distinguish oxygen from nitrogen ligands, at least at low Cu concentration
when heterogeneity is minimum?

. What are the limits of the glutamate model? Does it always provide an adequate fit to
EXAFS data? Since NOM contains several well-defined types of carboxyl structures with specific
protonation constants, the coordination mode of Cu(Il) should vary with pH, metal to ligand ratio,
and chemical composition of the NOM.

. At medium and high Cu concentration, can the data by modeled by a mixture of discrete

ligands, and how many are needed?

Handling these questions rests upon three foundations, (i), being able to detect small variations of
the local structure about Cu atoms up to approximately 4 A (i.e., second C atomic shell), and over
two orders of magnitude in concentration (i.e., Cu/C ratio), (ii), to determine from a large dataset of
multicomponent spectra the number of independent patterns (or "principal components", PCs),

which represents the number of identifiable Cu binding environments (i.e., species) present in the
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set of spectra, (iii), and to have a spectral database of references of known identity and structure,

which includes all distinct binding environments seen by EXAFS and plausibly present in NOM.

The first requirement was met by recording the data at liquid helium (LHe) temperature to
enhance the signal from higher atomic shells by reducing the lability of organics, and using a high-
flux spectrometer at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF) equipped with a 30-
element Ge detector for the study of highly diluted samples (concentration range 100 - 6500 mg/kg)
(PROUX et al., 2006). The significant number of independent patterns accounting for 90-95 % of
variance in the dataset was determined with principal component analysis (PCA) (MANCEAU et al.,
2002; RESSLER et al., 2000; WASSERMAN et al., 1999). Here, linear algebra can be used for
quantification because the EXAFS response from a multispecies sample is the weighted-
superposition of the response of each species present in the sample (MANCEAU et al., 1996). The
PCs obtained from the PCA do not resemble real spectra, but the single species spectra which make
up the multicomponent spectra in the dataset are linear combinations of PCs. Thus, the spectra of all
unknown species contained in the sample can be identified from a database by target
transformation, provided the unknown is present in the library of reference spectra. Target
transformation can be regarded as an advanced fingerprint approach. It goes beyond the usual
fingerprint approach because all the dataset is analyzed at once in a statistically meaningful way. In
total, eight crystalline Cu-organic compounds were synthesized and their purity verified by X-ray
diffraction, and six Cu-organic aqueous complexes were prepared and their spectra recorded as
liquid or frozen solutions. The database contained all plausible Cu(Il) species discussed in the

literature.

2. EXPERIMENTAL
2.1. Sample preparation
2.1.1. Sample from the laboratory

All samples from laboratory were synthesized following the same protocol. A know mass (=
0.1 g) of humic acid (HA), fulvic acid (FA) and dissolved organic matter (DOM) from sphagnum
peat (SP) and carex peat (CP) peat were agitated for 4h in 50 mL of NaNOs (0.1 M) at 293 K. A
know volume of CuSQj solution (1 — 100 ppm) were then added. After equilibration (3h), the solid
matrice were separated from the solution by filter paper (10 um). The solid were lyophilised and

stored in darkness. Total copper in each sample was determinated by ICP-AES.
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2.1.2. Reference

The references were synthesis by following the protocol given in the articles (figure 1). Each

crystal obtained was checked by diffraction.

2.2. EXAFS Analysis

Powder Cu K-edge EXAFS spectra were measured at 10 K or at room temperature 10 K on
beamline FAME at the European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, France) in
fluorescence mode using a 30-clement solid-state Ge detector (Canberra) for the least concentrated
samples ([Cu] < 10 000 mg kg-1). Radiation damage was minimized by moving the sample by 300
um along the direction of the sample to access fresh material for every scan. Caution was taken that
all individual spectra averaged out before summing to improve statistics. The spectra presented are

the sum of 2-12 scans of about 40 min each, depending on Cu concentration.

3. RESULTS
3.1. XANES

3.1.1. References

When Cu is monovalent and coordinated to O (e.g., Cu,0), a well-defined absorption feature
from the 1s to 4pyy transition occurs at 8982 eV (KAU et al., 1987) (Fig. 2a). This feature is less
salient when Cu(I) is coordinated to S (e.g., CuS), because of the filling of the Cu 4p orbitals by
electrons from the ligand 3s orbitals (3s-4p mixing). When S is bonded to Cu(Il) (e.g., CuS) instead
of Cu(l), it occurs at higher energy (8986 eV) because of the chemical shift of the 1s core level of
Cu(Il) relative to Cu(I). The high degree of covalency of the Cu-S bonds in these two sulfurs
produces spectra with similar shapes. Divalent Cu coordinated to six (4+2) O/N in tetragonal
configuration (Jahn-Teller distortion; Cotton et al., 1999) gives an intense absorption maximum
(‘'white line') at 8996 eV from the 1s to continuum transition, and two weak features at 8978 eV
from the 1s to 3d transition and ~ 8988 eV from the 1s to 4p, transition with simultaneous ligand-
metal charge-transfer shakedown transition (e.g., malachite Cuy(OH),CO3) (BAIRD and AL., 1982;
GRUNES, 1983; HAHN et al., 1982; KOsUGI et al., 1984). Since the 4p, orbital is oriented along the
elongation axis of the Cu(Il) pseudo-octahedron, this transition can be used to estimate the extend
of the tetragonal distortion caused by the Jahn-Teller effect (DUPONT et al., 2002; FRENKEL et al.,
2000). When Cu is bonded to both S and O, as in thiolactate, the covalent Cu-S bond contributes

intensity at 8982 eV and at higher energy with absorbance intermediate between the Cu-S and Cu-O
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references. All these results are consistent with earlier studies and for more detailed analysis of Cu
XANES spectra in terms of symmetry of the Cu-O and Cu-S bonds, the reader can consult the
article by Kau et al. (1987).

3.1.2. Samples

Except for a few cases, all samples have a XANES typical of Cu(Il) with a six-fold
coordination by O/N donors (regardless their protonation) in a tetragonally-distorted environment,
as illustrated in Figure 2b with SPDOM10 and ESHA200. The splitting of the 4p orbitals is 5.5 eV
(Fig. 3), corresponding to an apical Cu-O bond length of about 2.35 A compared to about 1.95 A for
the equatorial distances (DUPONT et al., 2002). Distinctive coordination environment was identified
in the SP peat samples SP10 and SP13 (Fig. 2¢). Their spectra is characterized by a sharp peak at
8983 eV, an absorbance in the rising part of the edge shifted in direction of thiolate, and an edge
maximum ~0.5 eV below the maximum of the Cu(II)-O complexes. These two spectra look
composite and could be reproduced with linear combinations of 50% SPDOMI10 + 50% thiolacte
(SP10) and 55% SPDOMI10 + 45% thiolacte (SP13). Sulfur bonds also were detected in the air-
dried DOM and HA fractions of the SP peat, but only at low concentration and room temperature
(SPDOM10_RT, SPDOM30 RT, and SPHA20 RT) (Figs. 2d, 3). The proportion of the Cu-S pairs
increased with time during measurements at RT, while the spectra for these samples were
essentially immune to exposure time at 10° K. Thus, these pairs were not present in the initial
samples and formed under the beam. Divalent copper has a low standard electrode potential, and
thus can be easily reduced in solution to Cu(I) and even elemental Cu by free electrons, radicals, Hy,
and other species derived from the radiolysis of water by ionizing X-rays (MESU et al., 2006). Here,
the Cu-S bonds were probably generated subsequently to the production of Cu(I) because this
species has a high thiophilicity similary to Hg(Il) (DANCE, 1986; WRIGHT et al., 1990). The two
DOM samples have a higher proportion of Cu-S bonds than SPHA20 RT, consistent with the
higher hygroscopic properties of these small water-soluble humic-like organics, and with the higher

amount of sulfur in this fraction (1.13 vs. 0.26 wt. %, Table 2).

To test this hypothesis, the two most damageable SPDOM10 and SPDOM30 samples were
analyzed in moist state and a two-times higher flux density with micro-XANES spectroscopy
(MARCUS et al., 2004). Under this intense beam, Cu(II) to Cu(I) reduction in SPDOM 10 began after
a few minutes of exposure time, and the mount of Cu-S bonds increased during the first two hours
of measurements (Fig. 2f). Longer dwells led to the apparition of Cu°. In SPDOM30, Cu(Il) was

reduced directly to Cu® within minutes, without evidence for intermediate formation of Cu(I) (Fig.
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2g). After several scans on the same spot, small displacement of the sample in the X-ray spot and
reexamination showed little reduction, indicating that the effect was limited to the X-ray footprint.
SPHA20 was examined also by micro-XANES, but in dried state. Some Cu(I) formed after ~30
minutes exposure time, but the kinetics of reduction was much lower than with SPDOM and never
was Cu® detected. Overall, these results show that Cu(II) bound to organics does not survive under
high-flux conditions, the reduction rate and nature of the end-product are variable and related
among other factors to exposure time, sample humidity, Cu/S ratio, and total Cu. In a study on the
binding of Cu(Il) to aquatic humic substances, Frenkel et al. (2000) observed at low Cu/C ratio an
intriguing feature at about 8979 eV, which they assigned to Cu-N bonds. The same feature was
reported by Karlsson et al. (2006) on low-Cu DOM prepared as wet paste, also providing suggestive
evidence for the involvement of N-containing functional groups in the first coordination shell of

Cu(Il). From our results, this feature is most likely an adverse effect.

3.2. EXAFS

3.2.1 References

Copper(Il) carboxylates is a large and structurally diverse class of compounds comprising
monomeric, dimeric, and polymeric structures, and occasionally amine nitrogen and thiolate sulfur
ligands in addition to the predominant carboxyl ligands (Melnik, 1998a, b, 1999). In addition,
carboxyl anions can act as monodentate and bidentate ligand, and five-, six- or higher membered
ring chelate (Fig. 4). For steric reasons, the first C shell (C1) is closest to Cu in bidentate complex.
From the survey of crystallographic data, this atomic shell is at 2.6 to 2.7 A for this complex, and
from 2.8 to ~3.3 A in monodentate complex and ring chelates (Table 3 in preparation). In five-
membered rings, the C1 shell counts two atoms at the split distance of 2.7-2.8 A (Cla) and 2.8-2.9
A (C1b), except in the highly symmetrical B-CuC,04°0.4H,0O oxalate complex where the two C
atoms are at 2.70 A. In six-membered rings, the Cla and C1b atoms are at 2.8-3.0 A, and the third
ring-forming C atom (C2) forms a distinct shell at 3.2-3.3 A. This Cu-C distance is diagnostic of
this type of environment, because the second C shell is at ~4.1 A in bidentate and 3.7 — 5.0 A in
monodentate complexes. Therefore, monodentate, bidentate, and five- and six-membered
coordination modes can be identified by EXAFS from the distances of the C1 and C2 shells. When
a ring complex contains more than six atoms (i.e., more than 3 C), its dimension is too large to be

distinguished from two monodentate complexes.

149



CHAPITRE 9. THE NATURE OF CU BONDING TO NATURAL ORGANIC MATTER

Practically, these complexes can be discerned by comparing the magnitude and imaginary
parts of the Fourier transform (FT) from the EXAFS signal in the [1.9 — 3.0 A] R + AR interval (AR
~-0.4 A), as illustrated in Figure 4 with seven model compounds:

* Cu(Il) bis(hydrogen o-phthalate)dihydrate (o-Cu(CgHsO4),'2H,0, (BARTL and KUPPERS,
1980; CINGI et al., 1969; GOETA et al., 1993), a bis-bidentate complex, denoted as Cu[Bid],.

* Cu(II) bis(hydrogen o-phthalate)dinitrate dihydrate (Cu(C;sHsOg)Na,"2H,0, (CHEN et al.,
2003), a bis-monodentate-bidentate complex, denoted as Cu[MonoBid],.

* Cu(Il) di-malate in solution (Cu(malate),), a bis-five-membered carboxyl complex, with a
Cu bonding environment similar to the solid analog Cu(C¢HsOs)2(H20), (ZHANG, 2007a). This
complex is denoted as Cu[5-O-ring]s,.

* bis-L-histidinecopper(ll) dinitrate dihydrate (Cu(C¢HgO2N3),° 2(NO3, H,0); (EVERTSSON,
1969), a bis-five-membered amino acid complex, denoted as Cu[5-O/N-ring],.

* Cu(Il) di(hydrogen malonate) dihydrate (Cu(C¢H;9O10), Cu(malonate),) (LENSTRA and
KATAEVA, 2001), a bis-six-membered carboxyl complex, denoted as Cu[6-O-ring]s,.

+ Cu(Il) bis-citrate ammonium (Cu(CsHsO7)2(NHs)s, (BOTT et al., 1991)), a bis-five-six-
membered carboxyl complex, denoted as Cu[5/6-O-ring],.

* Cu(Il) di-thiolactate in solution, a bis-five-membered sulfydryl/carboxyl complex, with a
Cu bonding environment similar to that in Cu(Il) ethylthioacetate (OGAWA et al., 1982). It is
denoted as Cu[5-O/S-ring]5.

The >0.1 A separation of the C1 distances in bidentate and monodentate/five-ring complexes
is shown in Fig. 4a with the FTs of Cu[Bid], and Cu[5-O-ring],. When the two coordinations
coexist in the same structure, as in Cu[MonoBid],, then the second FT peak is a doublet, and its
imaginary part and the EXAFS spectrum are intermediate between those of Cu[Bid], and Cu[5-O-
ring], (Fig. 4b). Cu[6-O-ring], has a peak at 2.8 A R + AR, which is the signature of the C2 shell at
R ~3.32 A (Fig. 4c). Citrate ion is a tridentate ligand, which acts as a 5-membered and 6-membered
chelate by bridging Cu through two carboxyl O and one a-OH. This configuration is characterized
by an intense second peak and a C2 shell at 3.47 A (Fig. 4d). Divalent copper also forms stable five-
membered heterocyclic complexes with N/O and S/O coordinating ligands, as in proteins (GAZO et
al., 1976; OGAWA et al., 1982). Here, histidine was used as a representative of Cu(Il) binding to
amino N and carboxyl COOH groups. Since the Cu-N distance is on average slightly longer (~2.00
A) than the Cu-O distance (~1.95-1.96 A) (FREEMAN et al., 1964; ORPEN et al., 1994), the EXAFS
frequency for this complex is shifted to the left and the position of the first FT peak to the right
relative to Cu[6-O-ring], (arrows in Fig. 4e). However, detecting Cu — N bonds in the presence of

Cu — O interactions is generally difficult, because O and N have similar sizes and phase and
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amplitude functions in EXAFS (CARRERA et al., 2004; D'ANGELO et al., 1998). Also, this EXAFS
spectrum is from a single species (i.e., unique bonding environment), whereas in NOM it is from
multiple binding configurations with a predominance of O ligands, at least at intermediate and high
Cu concentration. When Cu is bonded to both O and S atoms, the shift in frequency of the EXAFS
signal and position of the first FT peak is much higher, in virtue of the bigger size of S and stronger
scattering properties (Fig. 4f). This coordination fingerprint is illustrated here with thiolactate, a
thiolate-carboxylate bifunctional ligand like L-cysteine in proteins (BRIAND et al., 2004). Similarly
to a-OH and a -NH; substituted carboxylates, thiolactate is a five-membered heterocyclic imposed

by the a-SH substitution.

Thus, FTs exhibit shapes in the [1.9 — 3.0 A] R + AR interval characteristic of the type,
number and arrangement of atoms in the three first coordination shells of Cu(Il) in carboxylates,
giving a "structural fingerprint". This concept arises because the EXAFS is dominated in this
interval by single scattering events, allowing deduction of R + AR distances of the O/N, C, and S
shells directly from peak positions. Three-body Cu-O1-C1 multiple scattering (MS) contributions
with effective path lengths of 3.1-3.4 A are negligible because the scattering angle is always lower
than 160° (D'Angelo et al., 1998). The other significant paths, such as O1-Cu-Ol in all planar
complexes and Cu-C1-O2 in five-membered chelates, have a path length of ~3.9 A, thus producing
a FT peak at 44 A R + AR outside the fingerprint window. The three-body contributions from
monodentate, bidentate (Cu-C1-C2), and six-membered (Cu-C1-O3) complex have even higher

path length, and seem to be too distant to give a distinctive peak on FTs.

3.2.2. Cu bonding in NOM

3.2.2.1. Number of identifiable structural configurations

Since NOM is a polyfunctional complexant, Cu is bonded likely to more than one functional
group in proportions that may vary with the metal concentration, the complexation pH, and the
chemical composition of organic matter, and thus its origin and extracted fraction. The EXAFS
spectra of NOM are a weighted average of all Cu bonding environments present, and the weight of
each separate spectrum from a given Cu-NOM complex likely vary from a sample to another. The
number of Cu-NOM complexes identifiable by EXAFS spectroscopy in the sample series were
evaluated by principal component analysis (PCA, also known as abstract factor analysis,
(MALINOWSKI, 1991; MANCEAU et al., 2002; RESSLER et al., 2000; WASSERMAN et al., 1999), using

three criteria:
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The amplitude of each component weighted by eigenvalues, which is directly related to
how much of the signal the PC represents (i.e., % of variance).

The variation of the fit total (normalized sum-square total, NSS-Tot) by successively
including the next component to the reconstruction of the dataset.

The indicator value (IND parameter) of each component, which is supposed to reach a

minimum for the least significant component.

The PCA was performed in the [2.0 - 11.6 A'] k interval on the complete set of EXAFS
spectra from NOM collected at helium and room temperature (27 in total). The output parameters,
including eigenvalues, the variance, IND, and NSS-Tot and its marginal variation for the six most
significant abstract components are given in Table 4. The component spectra (i.e., the orthonormal
eigenvectors) are shown in Figure 5, and the best linear reconstruction of all sample spectra with the
two main components (PCs) in Figure S1. From visual inspection of all PCs, only the two first, and
perhaps the third, have sufficient weight to appear EXAFS-like. The two first account for 94 + 4 =
98 % of the variance in the data, and deviations between data and reconstructions based on two
components were very small with normalized sum-square (NSS) values from 0.01 to 0.081, and a
NSS-Tot of 0.038. Inclusion of PC#2 to the one-component fit reduced NSS-Tot by 52 %, inclusion
of PC#3 improved the two-component fit by 26 %, and inclusion of PCs #4, 5 and 6 improved the
fit by a smaller and similar margin (12 to 14 %), indicating statistical noise only. Also, the decline
of the eigenvalues from the PCA, which rank PCs according to their importance to reproduce a
dataset, is discontinuous, decreasing steadily from the first to the second, and second to the third,
component, and slowly afterwards reaching a quasi-plateau. The IND parameter also suggests three
PCs, but this indicator is less reliable than the marginal decline of the eigenvalues and variance with
the number of PCs (SARRET et al., 2004). Based on our experience, the two last parameters are less
sensitive to spectral noise and provide better clear-cut discrimination among real and fictitious
components. In summary, the 27 sample spectra can be reconstructed within errors with only three
independent components, two being major and one minor, suggesting that the NOMs can be
described quantitatively by variable amounts of essentially two to three well-defined and distinct
bonding environments. The three generic configurations of Cu bonding to NOM are identified next

by target transformation.

3.2.2.2. Types of structural configurations

In target transformation, a reference spectrum is tested by removing from it all signal not

describable as a linear combination of the PCs (MANCEAU et al., 2002). The degree to which the
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target transformed candidate really resembles the original reference spectrum is given by the SPOIL
value. A high SPOIL means that the reference being tested cannot be described as a sum of the PCs
and is therefore not a likely component of the dataset. Usually, references with SPOIL values < 1.5
are considered excellent, 1.5 — 3 good, 3 — 4.5 fair, 4.5 — 6 poor and >6 unacceptable (MALINOWSKI,
1978). However, these limits are indicative only because the SPOIL value of a spectrum depends on
the & interval of the calculation. In contrast to sum-sq, SPOIL increases when kmax is diminished,
which is counter intuitive. In fact the SPOIL parameter is more complicated than just a sum-sq. It
tries in particular to take into account such things as the number of degrees of freedom, which
changes with the length of the dataset, and the failure of the reconstruction, which is easier to detect
at low k because in this region the residual is smooth and nearly noiseless (Fig. 6). To give an
inkling of the variation of SPOIL with kmax, its value was calculated in the extended [2.0 - 11.6 A~
"1 and reduced [2.0 - 10.0 A'] k intervals for the seven references described previously and for CuS
and oxalate. None of them fell into the SPOIL category excellent, but two in the good to fair
category: Thiolactate (Cu[5-O/S-ring]>; 1.9 - 2.3), and malonate (Cu[6-O-ring]; 2.9 - 4.2).
Histidine (Cu[5-O/N-ring]y; 4.2 - 5.7) and malate (Cu[5-O-ring]y; 4.5 - 5.6) ranked just behind,
suggesting the occurrence of some five-ring chelates in addition to the six-ring chelates. This
interpretation is consistent with the fifth score obtained by citrate (5.1 - 6.0), because the two ring
chelates coexist in this molecule (Fig. 4). Bidentate complexation (Cu[Bid],) is unlikely (7.5-11.3),
but a same Cu atom may be monodently and bidently coordinated to two separate ligands
(Cu[MonoBid],; 5.8-7.8). With SPOIL values of 13.0 - 16.5 and 14.7 - 18.5, CuS and oxalate are

clearly not a good structural models for the complexation of Cu on NOM.

3.2.2.3. Six-O-ring chelate

This bonding environment is the only one detected at intermediate and high Cu
concentration, because it is by far the most abundant. The weighted-average EXAFS signal is
dominated by this species, yielding a considerable similarity with the spectrum of malonate (Fig.

7a).

3.2.2.4. Five-O-ring chelate

This environment, suggested by the PCA, was identified in the three DOM samples
(SPDOM10, SPDOM30, CPDOM30) at low temperature (Fig. 7b). The 5-O-ring spectrum differs
in subtle but systematic and telling way from the 6-O-ring spectra in the [5.2 - 7.4 A™'] interval: the
maximum amplitude is shifted to higher & values by 0.05 A™' and the left side of the oscillation
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contains a strong shoulder, instead of a faint hump in Cu[6-O-ring], chelates (Fig. 8a). Analysis of
CuL and CuL2 carboxylic complexes shows that the absorption shoulder at 5.8 A is characteristic
of 5-O-ring complex, and is more pronounced, dipping out at ~6.0 A", when Cu(II) is bridged to
two rings vs. one, as in Cu(citrate), and Cu(citrate) (Fig. 8b-f). This spectral fingerprint was
reported previously for mono and bis a-amino acid complexes (OzUTSUMI et al., 1991). Data
analysis by Fourier filtering shows that this wave beating results from the interference between SS
(Cu < Oeq and Cu < Oax) and MS (Oeq < Cu < Oeq, Oax < Cu < Oax, Cu—C1—-03) paths
within the 5-O-ring complex (Fig. 8g,h) (D'ANGELO et al., 1998). The SS and MS paths have a
near-zero amplitude at ~5.8 A and interfere destructively apart this value causing a small local
beat pattern. In 5-O-ring complexes, the non-bonded O3 atom from the carboxyl group is nearly
aligned with the Cu-C1 pair (Cu-C1-O3 angle ~160°), and thus its scattering amplified by a
'focusing effect' (FITTS et al., 1999). This path has about the same effective distance as the Oax <
Cu < Oax path (3.9-4.0 A), and they both add up. The Oeq <> Cu <> Oeq path is also intense
because the two axial oxygens are perpendicular and equidistant from the equatorial plane formed
by the two carbon rings. Data simulation showed that the Oax atoms are consistently at 2.33 +/-

0.02 A from Cu in DOM and bis-ring chelates, and ~2.60 A in bis-bidentate chelate (Cu[Bid]y).

In reciprocal space, the Oax shell is phenomenologically reflected by the 0.05 A shift of
the maximum of the second EXAFS oscillation mentioned previously (Fig. 8a). The structure
fingerprint of the Cu-Oax bond at ~2.33 A appears even more clearly when the data are Fourier
filtered between [1.0 - 2.7 A], and simulated with the Oeq and C1 shells, the Oeq shell being
excluded from the fit (Figure S2). In real space, the presence of two symmetric Cu-Oax pairs on
both sides of the equatorial plane increases the signal amplitude at R + AR = 2.0-2.5 A (SS) and
~4.0 A (MS, Fig. 7c). Shown also in this figure is the absence of C2 peak at 2.8 A in 5-O-ring vs. 6-

O-ring complex.
3.2.2.5. Five-(0,S)-ring chelate

Thiolactate-like Cu-NOM bonds were detected at low concentration in four samples: SP10,
SP13, SPDOM10 RT, and SPDOM30 RT (Fig. 9a). None of these spectra were from pure species.
The two LHe spectra were best fit with a linear combination of ~1/3 thiolactate + 2/3 malonate, and
the two RT with ~1/2 thiolactate and 1/3 malonate (Fig. 9b, c). Since the two component spectra
have about the same amplitude, the precision on each species is about 10 % total Cu (SARRET et al.,

2004).

154



CHAPITRE 9. THE NATURE OF CU BONDING TO NATURAL ORGANIC MATTER

4. DISCUSSION

4.3.1. Nature of the five- and six-O-ring chelates

Despite the polyfunctional character of NOM and the many possibilities of binding sites and
coordination geometries, all samples can be described with variable ratios of only three key model
ligands, all single metal ring chelates: malate, malonate, and thiolactate. There was no hint under
our experimental conditions for a dimerization of Cu, as observed for some phthalate, benzoate,
acetate, and succinate molecular complexes (BROWN and CHIDAMBARAM, 1973; CINGI et al., 1970;
CINGI et al., 1977; CINGI et al., 1978a; CINGI et al., 1978b; CINGI et al., 1979; DE MEESTER et al.,
1973; KoizuMmt et al., 1963; O'CONNOR and MASLEN, 1996; PROUT et al., 1971; RODRIGUES et al.,
1999). All experimental data could be fitted perfectly by assuming only mononuclear complex
formation, in agreement with previous studies of NOM (ALCACIO et al., 2001; DAVIES et al., 1997;
KARLSSON and SKYLLBERG, 2006; KORSHIN et al., 1998; LEE et al., 2005; STRAWN and BAKER,
2008; XIA et al., 1997). Today, the most elaborate structural model for the binding of Cu to NOM
has been proposed by Karlsson et al. (2006). In this model, Cu(II) is bonded ideally to one 5-(O/N)-
ring in soil organic matter, and two in DOM in virtue of the higher flexibility and adaptable
conformation (i.e. lower sterical hindrance) of this organic imparted by its lower molecular weight.
The (bis)chelate was assumed to be similar to Cu(glutamate),, an amino-acid which supposedly
coordinates Cu through its amino and carboxyl groups forming a Cu[5-O/N-ring], chelate like
Cu(histidine), (Fig. 1). It is unclear how unique was the glutamate model in the previous study
because its spectrum was not shown, nor was its real structure discussed. Instead, Cu(Il)-N-
(phosphonomethyl) glycine (Cu(I1)-PMG), a Cu[5/6-O-ring], chelate containing a phosphate ligand,
was used as a reference. Our data show that the binding environment of Cu(II) is more akin to that
of a-OH substituted carboxylates than a-NH, substituted. The ambiguity on the nature of the ring-
forming functional group (i.e., Cu[5-O/N-ring], vs. Cu[5/6-O -ring],) can be clarified by examining
the structure of the Cu-(glutamate)2 complex postulated by Karlsson et al. (2006) as best-fit model
for NOM. The structure of this complex was derived by EXAFS (FITTS et al., 1999) from a
solution containing a mixture of glutamic acid and copper nitrate at pH 7.5, in which the
bis(aminocarboxylato)copper(Il),q 1somer was assumed to be dominant. Evidence is given below
that Cu(II) was likely coordinated to oxygen ligands only, not to oxygen and nitrogen as inferred in

Fitts et al. (1999).

The Cu-Oeq and Cu-N structural distances of Cu-(glutamate),,q are unknown, but in the

solid state they are 1.97 A and 2.00 A, respectively (GRAMACCIOLI and MARSH, 1966; MIZUTANI et
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al., 1998). These values are typical for Cu(Il) binding to amino acid crystals (ORPEN et al., 1994).
For example, they are 1.95-1.96 A and 1.98- 2.02 A in Cu-(glycine)ys) (FREEMAN et al., 1964), 1.95
A and 2.00 A in Cu-aspartates) (CALVO et al., 1993), 1.93-1.99 A and 1.98-2.00 A in Cu-
(histidine)y) (EVERTSSON, 1969). On average, the first shell O/N crystallographic distance is 1.98 A.
The same mean value was measured by EXAFS for CulL2aq, with L = alanine, serine, threonine,
proline, hydroxyproline, and histidine (OzuTsuMmI et al., 1991). Therefore, the bond distances
measured by diffraction on crystals and EXAFS on solutions are in close proximity, implying that
they should be close to 1.97 A and 2.00 A in Cu-(glutamate),,q. Distinctive of aminocarboxylates,
the Cu-Oeq crystallographic distances average out to 1.94 A in the a-OH substituted carboxylates
salicylate (HALL et al., 1965), malonate (LENSTRA and KATAEVA, 2001), malate (ZHANG, 2007b),
lactate (PROUT et al., 1968), and gluconate (YODOSHI et al., 2006). Consequently, the mean first
shell distance is 1.98 - 1.94 = 0.04 A shorter in 5-O-ring (1.94 A) than in 5-(O,N)-ring complexes
(1.98 A), thus allowing unambiguous discrimination between the two types of binding
environments. However, and unexpectedly, 1.94 A was also the value measured by EXAFS for Cu-
(glutamate),q, suggesting that Cu was coordinated to OH donors only, and the
bis(aminocarboxylato)copper(Il) isomer not the dominant species in the solution studied by Fitts et
al. (1999). Therefore, the 1.94 A Cu-ligand distance determined in this study, and previously by
Karlsson (2006) and earlier investigators (ALCACIO et al., 2001; KORSHIN et al., 1998; LEE et al.,
2005; XI1A et al., 1997) is more consistent with a chelation by a-OH substituted carboxylate groups
than amino acids. The accuracy of this heuristic value is probably as good as 0.01 A because the
same Cu-(H,0),q bond length (1.97 A) was used for calibration in the studies by Korshin et al.
(1998), Fitts et al. (1999), and Karlsson et al. (2006).

Karlsson et al. (2006) found fewer C1 atoms in SOM than in DOM, which they interpreted
as a decrease of the number of ring chelates from 2 to 1 (i.e., CuL2 to CuL complex). In addition to
the loss of C neighbors, the shoulder at £ = 5.8 A weakened, as confirmed here. Although
reasonable, this interpretation does not account for the C2 shell at R = 3.1 - 3.2 A detected at LHe
temperature in SOM at medium and high Cu concentration. These data are better described with a
6-O-ring model, as shown by the remarkable similarity between the spectra for malonate and SOM

(Fig. 7a).

The 5-O-ring and 6-O-ring structures agree with the latest models of humics derived from
infrared and NMR spectroscopy (DESHMUKH et al., 2007; HAY and MYNENI, 2007; LEENHEER et al.,
1998; SIMPSON et al., 2001; STRATHMANN and MYNENI, 2004). Structural heterogeneity seems

smaller than previously thought, since the majority of chelating structures consists of terminal
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aliphatic carboxyl groups with —OH or —COOH for -H substitution on the carbon in a-position.
Chelation with an a-OH yields a 5-membered ring, and chelation with an a-COOH a 6-membered
ring (Fig. 4). Phthalate and salicylate structures, once assumed to be present in large quantities, are
now considered fewer than previously imagined. In addition, aromatic carboxylic acids are weaker
complexant than o-substituted aliphatic acids (Table 1), and thus unlikely ligands at low

concentration, in agreement with the SPOIL values of the two Cu-phthalate references Cu[Bid],

(7.5-11.3) and Cu[MonoBid], (5.8-7.8) (Fig. 6).

4.3.2. Thermodynamic stability of the O-ring chelates

Thermodynamic stability constants were used to evaluate the relative stabilities of monocarboxylate
(lactate, malate, salicylate, furan-2-carboxylate), dicarboxylate (oxalate, malonate, succinate,
phthalate) and amino acid (alanine, glutamate) ligands from their a priori concentrations in solution
(Table 1). In addition, calculations were carried out for the following carboxylic acids to estimate
the relative stabilities of five- and six-O-ring chelates:

* The a-OH isomer of lactic acid, a 5-O-ring C; monocarboxylate

* The B-OH isomer of lactic acid, a 6-O-ring C3 monocarboxylate

* The a-OH isomer of hydroxybutanoic acid, a 5-O-ring C4 monocarboxylate

* The B-OH isomer of hydroxybutanoic acid, a 6-O-ring C4 monocarboxylate

* The y-OH isomer of hydroxybutanoic acid, a 7-O-ring C4 monocarboxylate

* Oxalate, a 5-O-ring C, dicarboxylate

* Malonate, a 6-O-ring C; dicarboxylate

* Succinate, a 7-O-ring C4 dicarboxylate

For the same types of ligands, the stability decreases when the ring size increases from 5 to 7
(Table 1), consistent with coordination chemistry concepts (BELL, 1977; BURGESS, 1988; LAURIE,
1995). The number of alkyls in the chain is not a critical parameter, as long as the chelate structure
is the same. Oxalate (4.85) and malonate (5.04) have log Kcycoon larger than those of a-, B-, and
v-OH hydroxybutanate, respectively, meaning that a second carboxyl is a better ligand than an
hydroxyl. The gap in stability between malonate (dicarboxylate) and lactate (monocarboxylate) can
be reduced by adding a second carboxyl in [ position of the a-OH lactate isomer. This compound is
malate. Thus, Cu-malate is a five-membered chelate, further stabilized by a second carboxyl, as in

citrate (Fig. 4).
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Still, speciation calculations predict that malonate is a better complexant than malate, since
60 % of malate and 85 % of malonate are predicted to be complexed to Cu(Il) at pH 4.5 when
[MJ/[L] = 0.01. Therefore, the preference of Cu(Il) for malate-type over malonate-type structures
observed by EXAFS at low concentration in DOM does not follow the trend expected from
potentiometric titration. This finding agrees with Strathmann and Myneni (2004) who showed using
infrared spectroscopy that the stability of Ni chelates follows the order oxalate (strongest) > malate
= citrate > malonate > lactate (weakest). Malonate may be over-predicted or malate under-predicted
by speciation calculations. The complexing ability of malate was explained by the formation of a
tridentate [5/6-O-ring] chelate with the hydroxyl oxygen and two donor oxygens from the two
carboxyls of the same molecule, as in citrate (STRATHMANN and MYNENI, 2004). This coordination
is theoretically possible in NOM because carboxyl clusters separated by one alkyl carbon and one
alcohol carbon are common structures (HAY and MYNENI, 2007; LEENHEER et al., 1995). They can
be viewed as a-OH substituted succinate moities, or a malonate sequence with a COH add-in:
HOOC-C-[COH]-COOH. However, the citrate-like model is inconsistent with EXAFS results: the
spectra for Cu-malate and Cu-citrate differ significantly, and the C shell is not at the correct
distance. The C atom shared by the 5- and 6-rings is at 2.98 A in citrate, a distance typical of 6-ring
structures; only one C is at the nominal 2.80 A distance for a 5-ring (Fig. 4). The Cu-C EXAFS
distances of 2.80 A in malate and 2.78 A in DOM match up with a 5-O-ring structure, not a double
(5,6)-O-ring structure. Thus, EXAFS data are more consistent with a 5-Oeqg-ring structure and the
two Oax atoms linked to carboxyl or amine groups from other chains. This model is also consistent
with ESR results, which were interpreted by the formation of chelate-like Cu-Oeqg-R bonds in the
equatorial plane and Cu-N-R bonds perpendicularly (BoyYD et al., 1983). For steric reasons resulting
from the complexity and heterogeneity of NOM molecules, the two Cu-O/Nax-R bonds are likely
intermolecular or with more distant carboxyls than B. Although citrate-like clusters of COOH
groups were identified in NOM, the likelihood to have Cu(Il) bonded anti-symmetrically to two

identical or similar chelates seems low.

As mentioned previously, aromatic moities are weaker chelates, for their unability to form 5-ring
malate-type and 6-ring malonate-type structures. Furancarboxylate, which has only one carboxyl
group, is predicted to complex less than 2 % Cu at pH 4.5 when [M]/[L] = 0.01. With a -OH on
the C3 carbon, salicylate is analogous to B-OH 3-lactate and 3-hydroxybutanate, and exhibits
similar binding strength (5 % Cu complexed). Phthalate has two carboxyls, but they are separated
by two C atoms (7-O-ring) with no a-OH substituents, in contrast to malate. It is predicted to
complex 30 % Cu. Thus, Cu(Il) is not expected to be bonded to any aromatics at low concentration,

despite the relative abundance of O-heterocycles in NOM (HAY and MYNENI, 2007; LEENHEER et
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al., 1995). Substituting a a-NH; for a a-OH group increases the thermodynamic stability of Cu(Il),
as indicated by log K values, that increase by 5 log units from lactate to alanine. Under the same
conditions, more than 60 % of lactate and 80 % of alanine are predicted to be complexed to Cu(Il).
Therefore, amino acid-like sites may be as strong ligands as C; dicarboxylate clusters.
Complexation of Cu(Il) to amino acid ligands was suggested in DOM fraction enriched in
proteinaceous material containing 11.9 % N (CROUE et al., 2003). These chelates were never
dominant in our experimental conditions, perhaps because the DOM samples were a mixture of
dominant humic (high C/N ratio) and minor nonhumic (low C/N) fractions, or the sorption pH (4.5
and 5.5) was not high enough, since N ligands were inferred by ESR in leaf litter at and above pH 6

(SposiTo and HOLTZCLAW, 1988).

4.3.3. Structural stability of the O-ring chelates

The most stable complex is formed by a metal ion with polyfunctional molecules where the
match in ionic radius and site or cavity of the metal ion is closest (HANCOCK, 1989). The strain
energy, which is a measure of the size-match fit, is a function of the bond-length and bond-angle
deformation, the torsional strain of the chelate, and van der Waals interactions between nonbonded
atoms. Divalent Cu has a preference for square (bi)pyramidal coordinations, as a result of its d’
electronic configuration and, by analogy with its coordination chemistry in crown ethers, the
torsional strength is minimum when it lies in the plane formed by two ring chelates (MELSON, 1979).
The strain from bond-length deformation, Us, is a simple Hooke's law expression, Ug = 1/2K(7° -
r)z, where 7° is the ideal bond length, r is the observed bond length, and K is the force constant for
the particular type of bond (BRUBAKER and JOHNSON, 1984). Strain-free metal-donor lengths
generally are derived from crystal structures. The mean Cu(Il)-Oeq distance calculated over 197
structures is r = 1.679 + 0.37In(0.5) = 1.94 A (BROWN and ALTERMATT, 1985), the heuristic value
for NOM. Malonate represents a low strain energy situation in that the coordination is nearly
perfectly square-planar (bond distances of 1.94 A and 1.97 A and Ocq-Cu-Oq angles of 93°), the
torsion angles of the chelate are comprises between + 13°, and the carbon is sp® hybridized with O-
C-C and C-C-C angles (123°) in close proximity to benzene (120°) (Fig. 10). The two bonding
oxygens are closer in malate (2.57 A) than in malonate (2.85 A), since the ring counts two instead
of three carbons, causing the two O-Cu-O.q angles to decrease from 93° to 83°. The slight
departure from the square-planar symmetry is compensated energetically by an increase in ligand
field through a reduction of the Cu(Il)-Oq distances from 1.94-1.97 A to 1.91-1.95 A (BoyD et al.,
1983). The range of the torsion angles is unchanged (-12° to -10°), and the mean O-C-C bond angle

is 112°, a value close to 109.5° for an sp’ hybridized carbon atom. Thus, the difference in strain
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energy of Cu-malate and Cu-malonate seems weak, but with one hydroxyl ligand close to one
carboxyl and two carboxyls with the same separation in distance as in malonate, malate offers more

bonding opportunities.

The low-strain steric requirement is also met in salicylate: the two Oeq are at 1.90 A and
1.96 A from Cu, they are 2.84 A apart, the Oeq-Cu-Oeq angle is 94°, and the torsion angles
between + 13° (HALL et al., 1965). From a structural standpoint, salicylate should have the same
affinity for Cu as malonate since the two molecules have the same chelate backbone. The 2.82
orders of magnitude difference in their stability constants results from the more electronegative
character of carboxyls, making them better ligand donors than alcohol groups. However, when the
alcohol group is next to a carboxylate group, it acquires more acidic character and becomes more
prone to stabilizing the metal complex by acting as a "supporting" donor group in concert with the

adjacent carboxylate (STRATHMANN and MYNENI, 2004).

When the open-chain ligand contains four carbons and no a-substituent, as in succinate, the
separation between the two nearest carboxyl oxygens is 3.71 A, a too long distance to accomodate
Cu(Il) without inducing a strong steric constrain (ZHENG and LIN, 2000). If the molecule is not
folded, the Oeq-Cu-Oeq angle of the 7-O-ring chelate is 146°, and the Cu-Oeq-C angle 17° (Fig.
10). Also, when the ring size has more than three carbons, the chelate is no longer planar, as seen in
Figure 10 with succinate. The unfavorable 7-O-ring chelate structure of phthalate has a chair form,
with torsion angles between -51° and 61°, thus inducing a strong rise in strain energy (Fig. 10)
(CINGI et al., 1978c). When phthalate acts as a bis(bidentate) ligand, as in the Cu[Bid], reference
(BARTL and KUPPERS, 1980; CINGI et al., 1969), it is also unfit for binding strongly Cu (Fig. 10).
The coordination about Cu defined by the two planar carboxyl groups is a parallelogram, one O
atom from each carboxyl group forming the short diagonal and the second the long diagonal. The
short diagonal is 2 x 1.92 = 3.84 A in length, the long diagonal 2 x 2.63 = 5.26 A, and the
complementary angles are 69° and 111°. In comparison, the four coplanar carboxyl groups from the
bis(malate) complex bridge Cu nearly in square-planar geometry, thus approaching the favorable

D4h point group tetragonal symmetry.

Therefore, from geometrical considerations, the best-fit size and square (bi)pyramid
geometry with four metal-oxygen distances at 1.94 A are obtained in NOM with aOH-substituted
COOH structures and Cs dicarboxylates. Adding one a-OH group to a C4 dicarboxylate provides
more complexing abilities. Oxalate-type C, dicarboxylate structures are even stronger chelates, but

they are seldom present in NOM.
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4.3.4. The 5-(0,S)-ring chelates

Based on the hard—soft metal classification, Cu(Il) is an intermediate metal, and thus may
form Cu—S bonds and at the same time coordinate with carboxyls in NOM (PEARSON, 1973). In
addition, the hydroxyl and amino functionalities on the o carbon are relatively weak Lewis donors,
thus a thiolate functionality can behave as an anchor to Cu(Il) to balance the softness of the Cu(Il)-
carboxyl bond to form a 5-(O,S)-ring complex. In this context, conjugates of thio-carboxylic acids,
containing a combination of thiolate and carboxylate functionalities, such as thiolactate and
thioacetate, are plausible model ligands. The likelihood of this type of complex in NOM is
supported also by the favorable five-membered arrangements typically observed for bifunctional

thiolate-anchored ligands, and the poor reconstruction of the data with CuS (SPOIL =6.6 - 8.6).

Overall, cysteinyl sulfur and a-SH substituted aliphatic carboxylic structures do not seem to
play an important role in Cu(Il) chelation, in contrast to oxygen donors. Thiolactate-like complex
were detected in SP only, not in its humic, fulvic and DOM fractions, although DOM contains two-
times more S (Table 2). This increase does not means that the sample has more reduced sulfur
groups because oxidized sulfur is preferentially extracted in hydrophilic water-soluble fractions
(PRIETZEL et al., 2007). However, with 1.1 wt. % S, there should be a large excess of Sred ligands
for SPDOM to bind 100 ppm Cu(Il) (sample SPDOM10) (KARLSSON et al., 2005). Confirming
evidence comes from the conversion of Cu(Il)-O to Cu(I)-S bonds by radiation damage in the two
SPDOM samples. The formation of strong metal-sulfur bonds following the photoreduction of
divalent Cu is consistent with the hard metal character of Cu(I) (PEARSON, 1973), and suggests that
the softness of Cu(Il) is the main reason for the limited role of -SH ligands in the binding of Cu(II)
in NOM. The detection by EXAFS of Cd-S bonds in SOM and DOM (KARLSSON et al., 2005) also
can be explained with the hard and soft metal concept, since Cd(II) is slightly harder than Cu(II).
However, in terms of electronegativities metals ranks as follows: Au(I) > Ag(I) > Hg(II) ~ Cu(I) >
Pb(IV) > Pb(Il) > Cu(Il) > Cd(II) > Co(II) > Ni(II) > Fe(Il) > Mn(Il), suggesting that Cu(Il) and
Cd(IT) have similar thiophilicity (STUMM, 1993). These considerations do not take into account the
relative stability of the complexes, which depends (among other factors) of the conformation of the
chelate and the inter- and intramolecular packing forces and interactions of the metal with other

moities (e.g., hydrogen bonds).
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Table 1. Stability constants for Cu organic complexes. [=0.1 M.

Name of the log Name of the log
Formula Formula
compound Kcu.coon compound Kcy.coon
0 COOH
Benzoate ©_<OH 1.60 Butanoate e 1.70
Von COOH
OH 2-hydroxybutanoate /\/
Phthalate 3.22 yaroxy OH 2.66°
o (0-OH)
OH 5 OH
3-hydroxybutanoate
Salicylate C}//(OH 2.22 yaoRou I coon 1.822
(B-OH)
o]
o 4-hydroxybutanoate
Furanate \ OH 1.10 (+-OH) HO.__~_COOH 1.522
HO OH 4.85
Oxalate Tr Malate HOOC/Y cooH 3.63
° ©° OH
HoOC COOH 370 Glutamate Hooc coor 832
Citrate OH WW
o o0
504 OH OH
Malonate ud oH Gluconate Ho OH 2.51
OH OH O
~~_-COOH
Succinate Hooc 2.70 Lactate " b
((I-OH) COOH 252
H,N.__COOH Lactate HO_~ b
Alanine T 8.11 (B-OH) COOH 3.62

a]=2.0 M;  I=0.5M; source: Martell et Smith (2004)
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Table 2. Samples names and chemical compositions.

Samples [Org-C] [S] [N] [Cu] [Cu/C]*10°
(g/kg) (g/kg) (g/kg)  (mg/kg)  (mol/mol)

SP10 480 6.2 9.4 100 0.04
Sp13® 480 6.2 9.4 130 0.05
SP110 480 6.2 9.4 1100 0.43
SP290 480 6.2 9.4 2900 1.14
SP300° 480 6.2 9.4 3000 1.18
SPHA20 507 6.3 17.0 200 0.07
SPHA20 RT 507 6.3 17.0 200 0.07
SPHA30" 507 6.3 17.0 300 0.11
SPHA260° 507 6.3 17.0 2600 0.97
SPHA470 507 6.3 17.0 4700 1.75
SPHA470 RT 507 6.3 17.0 4700 1.75
SPFA30 486 4.8 42.1 300 0.12
SPFA310° 486 4.8 42.1 3100 1.20
SPFA650 486 4.8 42.1 6500 2.52
SPDOM10 436 11.3 25.0 100 0.04
SPDOMI10 RT 436 11.3 25.0 100 0.04
SPDOM30 436 11.3 25.0 300 0.13
SPDOM30 RT 436 11.3 25.0 300 0.13
CP32 472 17.8 21.8 320 0.13
CP230 472 17.8 21.8 2300 0.92
CPHA20 446 13.7 28.6 200 0.08
CPHA160 446 13.7 28.6 1600 0.68
CPFA34 456 6.4 10.1 340 0.14
CPFA490 456 6.4 10.1 4900 2.03
CPDOM30 296° 15.0 20.0 300 0.19
ESHA200 - - - 2000 -
FPHA200 - - - 2000 .

* This fraction contains inorganic colloids. ° Sorption samples prepared at pH 5.5. All others were
prepared at pH 4.5. Organic carbon and nitrogen were measured by combustion with an elemental
analyzer (Perkin-Elmer, 2400 CHN), and total sulfur with a LECO sulfur analyzer (LECO Corp., MI).
Copper was analyzed by ICP-AES. The ash fraction was determined by ignition at 900°C for 5
hours. It amounts to 1.5 % w/w in SP and 34.5 % w/w in CP. This fraction is subtracted from
the elemental analyses of CP. All EXAFS spectra were recorded at 10° K, except those
labelled with the RT extension.

Table 3. In preparation

Table 4. Results from the PCA in the [2.0 - 11.6 A"'] k interval.
PC#  Eigenvalue® % of variance® IND x 10™ NSS-Tot x 10 % of variation'

1 149 94 12.7 7.9 -
2 31.5 4 9.7 3.8 52
3 15.8 1 9.2 2.8 26
4 94 0.4 9.5 24 14
5 9.0 0.3 9.9 2.1 12
6 7.9 0.2 10.4 1.8 14

* Principal component number (i). ® Values of the diagonal matrix in the PCA. Eigenvalues rank PCs according to their
importance to reproduce data. © Calculated from the first 6™ components. ¢ Malinowski (1977) indicator value. °
Normalized sum-square total = Zspectmzn[kax(kn)exp s )((kn)rwmst]2 / Zspemzn[k; x(kn)exp]z. This parameter is the
normalized sum-sq (NSS) residual of the entire set of data, taken as one. ' [(NSS-Tot);:;-( NSS-Tot);}/((NSS-Tot);,
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FIGURE CAPTION
Fig. 1. Structure of Cu organic complexes.
Fig. 2. Normalized Cu K-edge XANES spectra of samples and references.

Fig. 3. Derivative of XANES spectra showing the splitting of the 4p orbitals resulting from the Jahn-Teller
distortion (ESHA200, SPDOM10), and the formation of Cu-S bonds at room temperature (SPHA20 RT,
SPDOM10_RT).

Fig. 4. EXAFS spectra and Fourier transforms (FTs) of model compounds. Cu[Bid], = bidentate complex
with phthalate (powder, RT); Cu[MonoBid], = monodentate and bidentate complex with phthalate (powder,
RT); Cu[5-O-ring], = five-membered complex with malate (solution frozen at 10 K); Cu[5-O/N-ring], =
five-membered complex with histidine (powder, RT); Cu[6-O-ring], = six-membered complex with
malonate (powder, RT); Cu[5/6-O-ring], = five- and six-membered complex with citrate (2:1 complex,
solution at RT); Cu[5-O/S-ring], = five-membered complex with thiolactate (binding environment analog to
ethylthioacetate) (2:1 complex, solution frozen at 10 K). The FTs are uncorrected for phase shift, resulting in
FT distances approximately 0.4 A smaller than the actual interatomic distances reported in Table in
preparation.

Fig. 5. First six abstract components weighted by eigenvalues (L) of the K’y (k) spectra for the 27 spectra
presented in Figure S1. For clarity, the amplitudes of the 2nd, 3rd, 4th, 5th, and 6th components have been
multiplied by 4.5, 6, 10, 12, and 14, respectively.

Fig. 6. Target transformations (dotted lines) of the &’y (k) spectra for model compounds (solid lines). SPOIL
values were calculated in the [2.0 - 11.6 A'] and [2.0 - 10.2 A™'] intervals. The citrate reference is a 1:1
complex. The 2:1 complex (Cu(citrate), = Cu[5/6-O-ring],) has SPOIL values of 6.4 and 8.6.

Fig. 7. EXAFS spectra and Fourier transforms for Cu complexed to carboxyl groups at low Cu concentration
(DOMHe), and intermediate to high concentration (MidHe), with references. The DOMHe spectrum is the
average of SPDOM10, SPDOM30, CPDOM30, and MidHe is the average of CPHA160, CPFA490,
SPHA470, SPFA650, and SPFA30.

Fig. 8. (a-f) Second oscillation of the EXAFS spectrum for Cu complexed to carboxyl groups at low Cu
concentration (DOMHe) with references. This indicator region is sensitive to the size (5-membered vs. 6-
membered) and number (mono- vs. bis-chelate) of carbon rings bridged to Cu. Cu(citrate) and Cu(citrate),
were recorded in aqueous solution at room temperature, Cu(lactate), and Cu(malate), at 10° K in frozen
solution, and gluconate as crystalline powder. (g) EXAFS signal for DOMHe filtered in the [1.0 - 2.7 A] R +
AR interval (SS paths), [3.1 - 4.5 A] interval (MS paths), and [1.0 - 4.5 A] interval. (h) Schematic
representation of the various MS scattering paths (arrowed thick lines).

Fig. 9. (a) EXAFS spectra showing the presence of Cu-(0O,S) bonds in SP (SP10 and SP13) and their
formation at room temperature due to the reduction of Cu(Il) to Cu(I) under the X-ray beam (SPHA20 RT,
SPDOM10_RT). (b,c) Reconstructions of SP13 and SPHA20 RT with linear combinations of MidHe and
thiolactate references.

Fig. 10. Top- and lateral-views of the geometry of Cu carboxylate complexes.
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Electronic Annex

Fig. S1. EXAFS spectra of Cu-NOM samples (red lines) and their reconstructions with linear combinations
of the two first abstract components shown in Figure 5 (blue lines). Sum-Sq is the sum of the squares of the
residuals, normalized to the sum of the squares of the data values.

Fig. S2. Fourier filtered EXAFS spectra in the [1.0 - 2.7 A] R + AR interval (red lines) and simulations with
two shells (Oeq and C1) and three shells (Oeq, Oeq, and C1) (blue lines). When the Oeq shell is at ~2.6 A, as
in the Cu[Bid], chelates citrate dihydrate (WANG et al., 2006)and phthalate (BARTL and KUPPERS, 1980;
CINGI et al., 1969), omitting this shell in the fit shifts the calculated curve to the right at 6.5 A relative to
data (arrow). In contrast, the calculated curved is shifted to the left when the Oeq shell is at ~2.3 A, as in
Cu[5-O-ring], (DOMHe, malate, histidine) and Cu[6-O-ring];., (malonate, MidHe) chelates.
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Chapitre 10

Formes géochimiques du cuivre dans le
casler a tourbe

10.1 Introduction

Comme cela a été mentionné dans la partie précédente, les acides carboxyliques aliphatiques
substitués en o par des groupements OH et COOH sont les ligands fixant majoritairement le cuivre
sur des échantillons synthétisés au laboratoire. La question est maintenant de savoir quelle est 'in-
fluence de la végétation sur la nature des espéces cupriféres. Pour répondre & cette question, des
échantillons de rhizospheére du casier & tourbe ont été examinés par micro-fluroescence X (p-XRF),
par micro-XANES (u-XANES), par micro-EXAFS (u-EXAFS), par XANES de poudre et par EXAFS

de poudre.

La premiere étape de la procédure d’analyse de échantillons utilise la y-XRF. Cette technique
image la distribution spatiale du cuivre et du zinc et identifie les spots de cuivre intéressants. Vu
la faible taille du faisceau (= 5 pm), on peut supposer que ces spots ne contiennent qu’une seule
espéce de cuivre. La deuxiéme étape de la procédure consiste & enregistrer les spectres y-EXAFS
et u-XANES de chaque spot au seuil du cuivre et/ou du zinc dans le but de connaitre le degré
d’oxydation et I’environnement immédiat de ces éléments a cette échelle. Enfin, la troisiéme étape
de la procédure évalue I’hétérogénéité de I’échantillon & 1’échelle de la centaine de micrométres. Pour
cela, les spectres u-EXAFS des espéces pures ou pseudo-pures sont comparés avec le spectre EXAFS
moyen mesuré sur une poudre. Ceci permet d’évaluer la proportion de chaque espéce dans ’échan-
tillon massif. L’application de cette procédure donne de trés bons résultats quant-a 'étude de la
spéciation des ET dans les sols (Kirpichtchikova et al., 2006).

10.2 Matériel et méthode

Les échantillons analysés proviennent tous de la rhizosphére de Phragmites australis du casier a
tourbe du site pilote d’Avrigny.

10.2.1 Préparation des échantillons pour ’analyse par rayons X

Selon que 'on est en micro-absorption X ou en absorption X de poudre, les échantillons ne sont

pas préparés de la méme maniére.
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10.2.1.1 Préparation des échantillons pour la micro-absorption X

Les mesures sont effectuées sur des lames minces. Leur fabrication comporte trois étapes. La
premiére consiste & solidifier I’échantillon grace & une résine puis a les coller sur une lame de verre.

Enfin, I’épaisseur de la préparation est ramenée & 30 ym par abrasion.

10.2.1.2 Préparation des échantillons pour ’absorption X de poudre

Les échantillons massifs ont été lyophilisés, puis broyés pour obtenir une poudre homogeéne. Cette
poudre a ensuite été pressée sous forme de pastilles de 0.5 cm de diamétre. Pour les références, du
téflon a été ajouté a la poudre pour diminuer la concentration en cuivre dans I’échantillon & une
valeur inférieure a 6 000 ppm (mesurés par fluorescence X).

10.2.2 Analyse des échantillons par rayons X
10.2.2.1 Micro-fluorescence X

L’association, la distribution et la localisation des éléments lourds (Z > 18) dans les échantillons
ont été obtenues par p-XRF a 13.05 keV. Cette analyse a été réalisée sur la ligne de lumiére 10.3.2
de I’Advanced Light Source (ALS, Berkeley, USA). Les régions "grossiéres" ont été scannées avec
des pas de 10 um et une taille de faisceau de 10 (H) x 7 (V) um?, tandis que les régions détaillées
ont été scannées avec des pas de 5 ym et une taille de faisceau de 5 (H) x 5 (V) um?. Le temps de
comptage pour chaque pixel a été de 200 ms. Cette vitesse est assez rapide pour prévenir ’altération
des espéces originelles de cuivre sous faisceau. De plus amples détails sur la ligne de lumiére et le
traitement des données de fluorescence X peuvent étre trouvés dans Marcus et al. (2004).

10.2.2.2 Micro-absorption X et absorption X de poudre

Les formes chimiques de Cu et Zn ont été déterminées par spectroscopies XANES et EXAFS
appliquées & I’échelle microscopique (u-XANES et uy-EXAFS) et & I’échelle macroscopique (XANES
et EXAFS moyen). Les spectres de y-XANES et p-EXAFS au seuil K du cuivre et du zinc sur les
espéces géochimiques intéressantes (spot) ont été enregistrés sur la ligne de lumiére 10.3.2 a 'ALS.
La taille du faisceau a été ajustée en fonction de I’hétérogénéité de ’échantillon et du spot analysé.
Les spectres XANES et EXAFS moyen au seuil du cuivre ont été enregistrés sur la ligne de lumiére
FAME a I’European Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, France) en utilisant un mul-
tidétecteur solide (Canberra) comportant 30 cristaux de Ge et une taille de faisceau de 300 (H) x
100 (V) um?.

Dans les deux cas, ’échantillon a été orienté a 45 ° du faisceau X incident et du détecteur. L’évo-
lution des espéces de cuivre organique causée par l'instabilité de la matiére organique sous radiation
des rayons X a été minimisée en déplacant I’échantillon de 15 ym (u-EXAFS) a 300 ym (EXAFS de
poudre) aprés chaque scan dans la direction de la particule de tourbe. Ceci permet d’accéder a un
matériel "frais" entre chaque scan. Selon la quantité de cuivre contenue dans 1’échantillon, de 4 &
15 scans ont été sommeés. Les enregistrements ont été effectués soit & température ambiante (293 K)
soit a froid (10 K). L’avantage majeur de travailler & froid par rapport a la température ambiante
est de réduire la contribution du terme d’agitation thermique du facteur Debye-Waller (équation
8.5) et d’obtenir une plus grande stabilité des espéces photosensibles. Les oscillations EXAFS sont
également moins atténuées et donc les spectres obtenus sont de meilleure qualité. Enfin, les com-
posés de cuivre organique ont été enregistrés par détection de fluorescence tandis que les composés
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contenant du cuivre métallique ont été enregistrés en transmission.

10.2.2.3 Extraction et analyse des données EXAFS et u-EXAFS

Les données y-EXAFS et EXAFS ont été extraites des spectres bruts selon la procédure décrite
dans le chapitre précédent.

Les paramétres structuraux des espéces de cuivre ont été, selon le cas, déterminés par deux mé-
thodes exposées au chapitre 8. La premiére méthode consiste & reconstruire les spectres y-EXAFS
et EXAFS avec un ou plusieurs spectres EXAFS de composés de référence simples de structure et
de composition connues. Les reconstructions sont optimisées en ajustant la proportion de chaque
référence.

La deuxiéme méthode consiste a simuler les spectres EXAFS pour déterminer la nature, le
nombre et la distance des proches voisins atomiques autour de 'atome central (Cu ou Zn). Les
calculs ont été effectués avec les programmes WinXAS et FEFFS.

10.3 Reésultats

10.3.1 Distribution spatiale du Cu et du Zn dans le filtre a tourbe par micro-
fluorescence X

La figure 10.1 présente les cartes de y-XRF du cuivre et du zinc au niveau d’une racine, de 'inter-
face racine/sol et d’une particule de tourbe. Le cuivre (couleur verte) et le zinc (couleur rouge) sont
répartis de maniére hétérogéne dans ’ensemble des trois échantillons donnant a ’ensemble une teinte
orangée (mélange de cuivre et de zinc). L’étude approfondie de ces cartes de y-XRF (et d’autres non
présentées dans le manuscrit) a permis de mettre en évidence trois espéces géochimiques contenant

chacune du cuivre et/ou du zinc.

La premiére espéce géochimique (spot #1) se présente sous forme de grains de quelques mi-
crons de diameétres. Leur couleur jaune-orangé laisse supposer qu’ils sont composés d’'un mélange de
cuivre et de zinc. Ce résultat est confirmé par I'enregistrement du spectre de u-XRF & 10 eV (figure
10.2). Dans cette figure, chaque pic correspond & une raie de fluorescence X d’un élément particulier
présent dans le spot analysé. Les pics & 8000 eV et 8600 eV sont caractéristiques respectivement des
raies K, du cuivre et du zinc.

La deuxiéme espéce (spot #2) se présente sous forme d’agrégats de quelques microns & quelques
dizaines de microns. Leur couleur exclusivement verte laisse supposer qu’ils sont composés exclusi-
vement de cuivre. La présence d'un pic unique a 8000 eV dans le spectre de y-XRF confirme cette
hypothése. Dans la suite du texte, ces petites particules seront dénommées nanoparticules de cuivre.

La troisiéme espéce (spot #3) se présente sous forme d’'un agrégat millimétrique. Sa couleur
jaune-orangée laisse supposer que cette espéce est composée de cuivre et de zinc, hypothése vérifiée
par les raies de fluorescence a 8000 eV et a 8600 eV. Cependant, contrairement a ’espéce #1, cette
région donne également un pic vers 3800 eV caractéristique de la raie K, du calcium. Or cet élé-
ment se trouve majoritairement dans la matiére organique. Cette 3iéme espéce correspond donc a
du cuivre et du zinc formant un complexe Cu ou Zn - MO.
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Partit;t]le tourbé

Racine / sol

FIGURE 10.1 Carte de micro-fluorescence X du cuivre (vert) et du zinc (rouge) au niveaw d’une racine de
Phragmites autralis, de linterface racine/sol et au niveau d’une particule de tourbe ¢ T = 293 K.
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FIGURE 10.2 Spectre de fluorescence a 10 keV des spots #1, #2 et #83 a T=293 K.

La y-XRF a permis de mettre en évidence l'existence de trois associations géochimiques. Le
degré d’oxydation du cuivre et la symétrie de son environnement ont été précisés par u-XANES.

10.3.2 Détermination par u-XANES du dégré d’oxydation du cuivre dans les
trois associations géochimiques

La figure 10.3 compare les spectres XANES (figure 10.3a) des spots #1, #2 et #3 et leurs dérivés
(figure 10.3b) avec ceux du cuivre métallique. Les XANES des spots #1 et #2 présentent de grandes
similitudes avec celui du cuivre métallique et leurs seuils d’absorption sont situés & la méme valeur
en énergie (8980 eV). Au contraire, le seuil d’absorption du spot #3 est décalé de quelques eV vers les
hautes énergies (8982 eV). Ce décalage est caractéristique d'une augmentation de 1’état d’oxydation
du cuivre (Kraft et al., 1996). Etant donné que dans nos conditions le Cu(I) n’est pas stable, on en
déduit donc que le spot #3 a un degré d’oxydation de +II tandis que les spots #1 et #2 ont un
degré d’oxydation de 0. On en conclut donc directement que (i) le réseau cristallin du spot #2 est
comparable & celui du cuivre métallique, c’est-a-dire cubique face-centrée et, (ii), le Cu(II) dans le
spot #3 présente selon toute vraisemblance une configuration octaédrique (Karlsson et al., 2006).
Dans le cas du spot #1, une étude du spectre EXAFS sera nécessaire pour conclure puisque ce spot
contient du zinc, en plus du cuivre métallique.

Dans le cas du spot #3, la dérivée premiere du spectre uy-XANES donne des informations plus
précises sur l'environnement des atomes du Cu(ll) (Flogeac et al., 2004). L’absence de structure
avant seuil, appelée généralement pré-pic, a plus basse énergie que la transition notée o sur la figure
10.3, est typique d'un environnement centrosymétrique (Kosugi et al., 1984). Autrement dit, si on
considére que le complexe Cu(II)-MO est situé au milieu d’'un octaédre allongé comme le proposent
Karlsson et al. (2006), les 4 atomes d’oxygéne du plan (Oeq) sont équidistants de I’atome de Cu(II).
Le pic a vers 8982 eV correspond probablement & une transition 1s — 4s. Entre 8987 ev et 8995 eV,
on observe un pic large dédoublé (transitions 3 et «, figure 10.3b). Le premier pic () correspond
a la transition 1s — 4p, tandis que le deuxiéme pic (y) correspond & la transition 1s — 4p, . Au-
trement dit, les niveaux 4p normalement dégénérés en symétrie purement octaédrique sont séparés.
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FIGURE 10.3 u-XANES (a) et dérivés (b) au seuil du cuivre des spots #1 (rouge), #2 (bleu), #3 (vert) et
du cuivre métallique (orange) a T = 293 K.

Structuralement, cela provient d’une différence entre les distances Cu(II) - O équatoriaux (dcy-o.,)
et Cu(IT) - O axiaux (dcy-o,, ). Ce phénomene est 1’effet Jahn Teller.

Pour bien comprendre I'effet Jahn Teller, il est nécessaire de revenir aux orbitales moléculaires.
Dans un champ de ligands octaédriques, les cinq orbitales 3d du cuivre se subdivisent en deux
groupes d’orbitales : les orbitales triplement dégénérées To4 (day, da et dyy.) et les orbitales double-
ment dégénérées Eg (d 2,2 et d,2, figure 10.4). L’ion Cu(Il) étant de configuration 3d”, Porbitale Eg
(de plus haute énergie) contient un électron célibataire. Cet électron célibataire peut alors se placer
dans I'un ou lautre des niveaux d,2_,2 et d,2, entrainant la levée de leur dégénérésence. L’électron

2, dont les orbitales sont dirigées vers les oxygénes

célibataire de I'ion Cu(II) occupe le niveau d,2_,p2,

equatoriaux. Donc, dcy-0pq < dCu-0,y-

10.3.3 Etude microscopique des trois associations géochimiques par y-EXAFS
et EXAFS

10.3.3.1 Etude du spot #1

La figure 10.5 compare le spectre y-EXAFS du spot #1 avec celui du laiton « aux seuils du
cuivre (Figure 10.5a) et du zinc (Figure 10.5b). Les deux spectres étant semblables & chacun des
seuils, le spot #1 est du laiton a.

Le laiton est un alliage de cuivre et de zinc métallique, aux proportions variables, largement
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FIGURE 10.4 Orbitales moléculaires 3d et 4p du Cu(Il) en coordination octaédrique : effet Jahn-Teller.

(@) Au seuil du cuivre T=293 K (b) Au seuil du zinc A T=293 K

B — Spot #1
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FIGURE 10.5 Spectre EXAFS du spot #1 et du laiton o (a) aw seuil du cuivre et (b) au seuil du zinc & T
= 293 K.
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FIGURE 10.6 Représentation schématique de la structure du spot #1 et distance et nombre de voisins

théoriques entre les atomes (tableau,).

répandu & travers le monde depuis le néolithique. Cet alliage existe sous différentes formes cristal-
lines. Ces formes sont fonction de la concentration en zinc. Parmi toutes ces formes, le laiton «,
qui présente avantage de pouvoir étre travaillé a froid, est la forme la plus répandue. Sa teneur
en zinc est au maximum de 35 % et sa structure cristalline est cubique face-centrée (figure 10.6).

Théoriquement, chaque atome d’une structure CFC posséde 12 voisins & une distance de a x ?, 6

voisins & une distance de a, 24 voisins & une distance de a x % et 12 voisins & une distance de a x v/2.
Il est donc tout a fait possible de simuler le spectre du laiton o avec 4 paires atomiques Cu-Cu ou 4
paires atomiques Cu-Zn au seuil du cuivre. Etant donné que les atomes Cu et Zn sont adjacents dans
le tableau périodique, 'EXAFS n’a pas la sensibilité nécessaire pour différencier ces deux éléments.
Les paires Cu-Zn ne sont donc pas prises en compte dans les simulations et sont remplacées par
des paires Cu-Cu. Au final, 4 couches atomiques sont a-priori suffisantes pour reproduire le spectre
EXAFS. La figure 10.7 compare le spectre EXAFS du spot #1, du laiton « et du cuivre métallique
avec leurs simulations FEFF8 a 4 couches Cu-Cu. Les paramétres de structure sont donnés dans le
tableau 10.1. Pour les trois espéces, les simulations & 4 couches reconstruisent assez bien les spectres
EXAFS et les transformées de Fourier. Les facteurs de Debye-Waller (02) sont tous inférieurs & 0.012
A2, Ces valeurs sont comparables a celles de Girardeau et al. (1988) et de Manceau et al. (2008).

Les nombres de voisins (N) obtenus en EXAFS et en diffraction sont proches. Les distances
des 3 premiéres couches du spot #1, de la référence laiton o et de Cu(0) sont proches a + 0.10 A
des distances Cu-Cu déterminées par diffraction. Les distances pour la 4iéme couche du spot #1
et de la référence du laiton sont quant-a elles supérieures de 0.3 A par rapport a celle de Cu(0).
La présence de Zn dans le laiton, dont le rayon atomique est supérieur & celui du cuivre explique
cette différence. De plus, la 4iéme couche Cu-Cu du spot #1 est inférieure & celle du laiton. Ceci
suggeére que la proportion de zinc dans le spot #1 est inférieure a celle du laiton o, qui est de 35 %.
Malheureusement, la teneur en zinc des grains de laiton dans la rhizosphére n’a pu étre directement

déterminée par une technique indépendante, comme par exemple la microsonde électronique.

10.3.3.2 Etude du spot #2

La figure 10.8 compare le spectre EXAFS du cuivre métallique avec les spectres EXAFS de dif-
férents spots semblables au spot #2. La phase des spectres des spots #2 est trés proche de celle
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Tableau 10.1 Comparaison entre les parameétres structurauz duw spot #1, de la référence de laiton o et du
cuivre métallique obtenus par EXAFS et par diffraction des rayons X.

Couche 1 Couche 2 Couche 3 Couche 4
Cu-Cu Cu-Cu Cu-Cu Cu-Cu
R N c? R N o? R N o? R N o?

Spot #1 256 142 1.1 | 3.51 1.8 1.1 , 448 153 1.1 ,534 203 1.1

Laiton

iy 2.56 12.7 1.2
référence

3.59 41 1.2 + 450 125 121540 253 12

Cuivre

254 205 1.1 1 3.58 6.3 1.1 +439 281 11514 12 1.1

métallique

Cuivre
Métallique 2.57 12 /
(Diffraction)

3.61 6 / 442 24 /v 511 12 /

R: distance interatomique (A); N: Nombre de coordination; 62: 102 “facteur de Debye-Waller (A2). Pour
toutes les simulations, le facteur d’amplitude est €gal a 0.7. Les erreurs sur R et N sont respectivement de
0.02 A et 20 %.

—Spot #1
5| —— Référence laiton
0
_%-
5 L
0
_5 L —
| 5
ol -
5 L
O 7
_5 L

Seuil du cuivre

2 4 6 8 1I0 1I2 14 0 1 2 3 - 4 5 6
k (,06\'1) R+AR (A)

FIGURE 10.7 Simulation des grains de laiton et du cuivre métallique.
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FI1GURE 10.8 Comparaison entre le spectre EXAFS du cuivre métallique (référence) et les spectres EXAFS
de différents spots de type #2.

de Cu(0). L’épaulement vers 7.3 A1 caractéristique du cuivre métallique est présent dans tous les
spectres du casier. La structure cristalline des nanoparticules de cuivre est donc proche de celle du
cuivre métallique. Cependant, 'amplitude de Cu(0) est supérieure a celle des nanoparticules. Cette
différence d’amplitude ne semble pas venir d’un effet d’épaisseur car tous les spectres ont été enregis-
trés en transmission : elle est bien réelle. Si on compare maintenant les spectres des nanoparticules
entre eux, on observe une variation d’amplitude des oscillations EXAFS. Celle-ci est caractéristique
d’une variation moyenne de la taille apparente des particules.

Une étude approfondie de différents spots de type #2 montre qu’il est possible de classer leurs
spectres en classes d’amplitudes. La figure 10.9 présente les trois grandes familles d’amplitude (A, B
et C). Les spectres du groupe A ont une amplitude supérieure & celle des spectres du groupe B, qui
elle méme est supérieure & 'amplitude des spectres du groupe C. Il semblerait donc que les spectres
du groupe A proviennent de péles plus purs que les spectres des autres groupes et que ces derniers
contiennent une proportion plus importante d’une seconde espéce.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons comparé un spectre du groupe A, un spectre du
groupe B et le spectre du spot #3 (figure 10.10). Ce dernier spectre correspond au complexe Cu -
MO. Tandis que le spectre du groupe A a été enregistré dans une zone riche en cuivre (vert intense),
le spectre du groupe B a été enregistré dans une zone pauvre en cuivre (vert peu intense). La présence
de points isobestiques (fleches noires) indique que le spectre du groupe B est combinaison linéaire
du spectre du groupe A et du spectre du complexe Cu - MO. Par extrapolation, on en déduit donc
que les groupes B et C sont combinaison linéaire des groupes A et du complexe Cu - MO.

La figure 10.11 confirme la résultat précédent. Ainsi, un spectre du groupe B est similaire au
spectre composé & 50 % de Vespéce A et & 50 % du complexe Cu - MO. Comme Pamplitude des
spectres diminue quand la concentration en Cu - MO augmente, on en déduit donc que les spectres
du groupe C sont composés a environ 50 % de I'espéce A et & 50 % du complexe Cu - MO. Or, tous les
spectres des groupes B et C ont été enregistrés dans des amas de Cu(0). Comme les amas de cuivre
nanoparticulaire se forment a 'endroit d’hyphes de champignon (Manceau et al., 2008), on en déduit
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FIGURE 10.9 Mise évidence de 'existence de trois grands groupes (A, B et C) de types #2. Ces trois groupes

différent les uns des autres par ['amplitude des oscillations de leurs spectres.
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FIGURE 10.10 Comparaison entre un spectre de groupe A, un spectre du groupe B et le spectre du spot

#38 correspondant au complexe Cu - MO. L’existence de points isobestiques indique que le groupe B est
combinaison linéaire du groupe A et du complexe Cu -MO.
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FIGURE 10.11 Comparaison entre un spectre du groupe B et le spectre composé a 50 % de l’espéce A et a
50% du compleze Cu - MO.

qu’il existe une relation entre I'activité biologique et la formation de ces amas nanoparticulaires de
cuivre. On peut donc supposer que le complexe Cu - MO se transforme, via ’activité biologique,
en agrégat organo-métallique de type C, puis en agrégat de type B pour finalement devenir une
nanoparticule riche en cuivre pur de type A.

Ces nanoparticules de cuivre métalliques ont déja été observées dans des sols contaminés en
cuivre et plantés de Phragmites autralis et d’Iris pseudoacorus (Manceau et al., 2008). La présence
de cuivre sous forme Cu(0) dans un environnement oxydant, comme 'atteste la présence d’oxyhy-
droxydes de fer et I’absence de minéraux sulfures dans la rhizosphére, est a-priori inattendue. Cet
état du cuivre est bien réel et ne provient pas d’une réduction de Cu(II) sous faisceau puisque le
faisceau a été déplacé entre chaque scan et qu’aucune évolution a été observée en cours du scan. Il
semble donc que ces nanoparticules de cuivre sont bien issues de l'activité biologique. Selon Man-
ceau et al. (2008), les atomes Cu(II) liés & la MO seraient réduits par un antioxidant produit par
les plantes ou les champignons comme l'acide ascorbique. La MO agirait comme catalyseur de la
réaction et contrdlerait la taille et la forme des nanoparticules. La précipitation de Cu(Il) en Cu(0)
peut étre considérée comme un mécanisme de défense des plantes contre un excés de cuivre dans le

sol.

10.3.3.3 Etude du spot #3

Comme cela a été évoqué précédemment, le spot #3 correspond & du cuivre associé & la matiére
organique (complexe Cu-MO). La figure 10.12 compare le spectre p-EXAFS du spot #3, le spectre
EXAFS moyen de poudre de la rhizosphére de Phragmites ausralis (PA), et le spectre EXAFS moyen
de poudre du complexe Cu-SP contenant 3 300 ppm de Cu et synthétisé au laboratoire. L’amplitude
du spectre du spot #3 est plus faible que 'amplitude des deux autres spectres. Cette différence
s’explique au moins en partie par la différence de températures d’enregistrement des trois spectres
EXAFS. Tandis que Cu-SP et PA ont été enregistrés & T = 10 K, le spectre du spot #3 a été enre-
gistré a T = 293 K. De ce fait, le terme de désordre dynamique (équation 8.5) est plus important
dans le spectre du spot #3 que dans les deux autres spectres ; I’atténuation des oscillations EXAFS
est donc plus importante.
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F1GURE 10.12 Comparaison entre le spectre u-EXAFS du spot #3, le spectre EXAFS moyen de poudre de
la rhizosphére de Phragmites ausralis et le spectre EXAFS moyen de poudre du complexe Cu-SP synthétisé
au laboratoire et contenant 3 330 ppm de cuivre.

La phase du spectre du spot #3 est semblable a celle du spectre de la rhizosphére. Par consé-
quent, le spot #3 est 'espéce majoritaire dans le casier & tourbe. Comme la limite de sensibilité de
IEXAFS aux formes métalliques est de 5 % environ, la proportion de ’espéce Cu-MO dans le casier
a tourbe est de 'ordre de 95 %. La somme des espéces #1 et #2 ne représente pas plus de 5 % de
I’ensemble des formes du cuivre.

Enfin, la similitude des spectres de la rhizosphére et du complexe Cu-MO formé au laboratoire
montre que les résultats présentés au chapitre 9 sont transposables au milieu naturel. D’ailleurs,
I’épaulement du spectre de espéce #3 a ¥ = 5.5 A~1 suggere la formation d’un complexe de type
Cul5-O-ring|s.

10.4 Conclusion

En combinant la y-XRF, le p-XANES, le y-EXAFS, et le XANES et 'EXAFS de poudre, il a
été possible d’identifier trois espéces de cuivre dans le casier a tourbe et d’évaluer leurs proportions.
La premiére espéce identifiée est du laiton a. Cette espéce est selon toute vraisemblance d’origine
anthropique. La deuxiéme espéce identifiée est du cuivre métallique nanoparticulaire. Ces nanoparti-
cules proviendraient de la réduction du Cu(II) complexé a la MO en présence d’un réducteur comme
I’acide ascorbique. Cette acide proviendrait de ’activité biologique. Ces deux premiéres espéces sont
minoritaires dans le casier a tourbe. Enfin, la troisiéme et derniére espéce identifiée est un com-
plexe Cu(IT)-MO. Cette forme est trés largement majoritaire. Le mécanisme de complexation des
ions Cu(II) sur la MO est semblable au laboratoire et dans le casier. La rhizosphére de Phragmites
australis ne modifie donc pas cette forme.
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Conclusion générale

Des informations inédites sur ’adsorption et la complexation du cuivre sur les tourbes blondes et
noires et leurs fractions humiques, fulviques et dissoutes, ont été obtenues en couplant des techniques
macroscopiques (titrages protoniques et isothermes d’adsorption) et spectroscopiques (XANES et
EXAFS). Les résultats obtenus apportent des éléments de réponse aux trois grandes questions qui
avaient été posées :

1. Quelle tourbe est la mieux adaptée pour améliorer 'efficacité du casier & tourbe utilisé dans

le traitement des effluents par le procédé des Jardins Filtrants™™ ?

2. Quelles sont les structures des complexes Cu-matiére organique (Cu - MO) ?

3. Sous quelles formes le cuivre est-il piégé dans le casier a tourbe du site pilote d’Avrigny mis
en place par la société Phytorestore 7

A masse de matiére carbonée équivalente, la tourbe noire posséde une réactivité protonique supé-
rieure & celle de la tourbe blonde (5.56 vs. 3.88 mmol.g~!). Cependant, la tourbe noire contient 34.5
% de matiére minérale, donc a masse identique, elle posséde une réactivité protonique légérement in-
férieure & celle de la tourbe blonde (3.64 vs. 3.88 mmol.g~!). A cette réactivité protonique inférieure
s’ajoute le fait qu’elle posséde une affinité vis-a-vis du cuivre légérement plus faible (log Kcy,coon
= 1.30 vs. 1.71). Sa capacité totale de rétention du cuivre est donc inférieure a celle de la tourbe
blonde. Néanmoins, la tourbe noire contient trois fois plus de soufre que la tourbe blonde (17.8 vs.
6.2 g.kg™ 1), et devrait donc étre plus réactive que cette derniére vis-a-vis des éléments chimiques
trés électronégatifs, comme Hg(IT), car ceux-ci sont sélectivement complexés par les groupements
sulfydryles.

Aux échelles atomiques et moléculaires, la rétention du cuivre est expliquée par la grande capa-
cité complexante et 1’abondance des groupes carboxyles et hydroxyles en position o contenus dans
les deux tourbes. Pour des teneurs comprises entre 100 et 300 ppm, le cuivre forme majoritairement
un chélate double & 5 atomes avec les groupements mixtes OH-R-COOH, du type Cu(malate)s.
A des teneurs supérieures, il est complexé préférentiellement par les groupements dicarboxyliques
COOH-R-COOH, en formant un chélate a 6 atomes du type Cu(malonate). Ces mécanismes peuvent
étre schématisés par les deux équations bilan suivantes :

100 ppm < [Cu®T]ags < 300 ppm
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Cu(malonate

ol les sphéres vertes, rouges et grises représentent respectivement les atomes de cuivre, d’oxygéne
et de carbone.

Les complexes carboxyliques Cu - MO identifiés au laboratoire sont trés majoritairement do-
minants dans le casier & tourbe végétalisé par Phragmites australis du site pilote. La rhizospheére du
casier contient également des grains micrométriques de laiton et des agrégats organo-minéraux de
cuivre métallique nanodivisé. Les premiers sont d’origine anthropique et les seconds biologiques.
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Perpective

L’utilisation conjointe de techniques chimiques et structurales a permis d’améliorer notre com-
préhension de la spéciation macroscopique et moléculaire du cuivre dans les matrices organiques.
Cette approche duale pourrait étre entendue & d’autres éléments chimiques, comme le zinc, le ni-
ckel, le cadmium, et surtout le mercure en raison de sa trés forte toxicité et affinité pour la matiére
organique. Comme la MO est un polymeére polyélectrolyte, il est probable que certains d’entre eux
seront préférentiellement complexés par d’autres groupes fonctionnels que les carboxyles.

Il serait intéressant de connaitre également la spéciation du cuivre dans la rhizosphére d’autres
plantes utilisées en phytoremédiation, comme 1’ Iris pseudoacorus. Ceci permettrait in-fine de guider
le choix des plantes dans le procédé de phytoremeédiation.

Enfin, la biominéralisation du cuivre sous forme meétallique dans la rhizosphére des plantes
adaptées aux milieux humides ouvre des perspectives d’application en biotechnologie, comme le
biomining. S’il était renforcé, ce mécanisme de précipitation du cuivre par bio-réduction pourrait
conduire & des concentrations économiquement exploitables.
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Résumé

La tourbe posséde une grande capacité a fixer les éléments traces (ET). Industriellement, celle-ci
est utilisée dans le procédé des "Jardins filtrants™ " développé par la société Phytorestore, et qui
consiste & filtrer des effluents chargés en E'T & travers un casier contenant un mélange de tourbes
blondes (SP) et noires (CP), et planté de roseaux (Phragmites australis). Le but de ce projet de
recherche était d’améliorer I'efficacité du procédé via la compréhension des mécanismes de rétention
du cuivre sur les particules de tourbe et a Iinterface tourbe/racine. Ces interactions sont connues
pour conditionner la mobilité et la biodisponibilité des ET. Trois approches ont été mises en oeuvre.
L’approche chimique (titrages et isothermes d’adsorption) a montré que SP posséde une plus grande
réactivité que CP tant en terme d’échange de proton (Qp tor=3.88 vs. 3.64 mmol.g™!) que d’affinité
pour le cuivre (log Kcy,coor= 1.71 vs. 1.30). L’approche spectroscopique (EXAFS et XANES) a
montré que pour des teneurs comprises entre 100 et 300 ppmn, Cu forme majoritairement un chélate
double a cing atomes du type Cu(malate)s avec les groupements mixtes OH-R-COOH. A des teneurs
supérieures, il est complexé par les groupements dicarboxyliques COOH-R-COOH et forme un ché-
late a six atomes du type Cu(malonate). L’approche micro-spectroscopique (u-EXAFS et uy-XANES)
a montré que les deux complexes précédents sont majoritaires dans le casier a tourbe. La rhizosphére
du casier contient également des grains de laiton et des agrégats organo-minéraux nanocristallins de
cuivre métallique. Les premiers sont d’origine anthropique et les seconds biologiques.

MOTS CLES : Cuivre, Tourbe, Matiére organique, EXAFS, Titrage, Isotherme

The high retention capacity of peat can be used to purify wastewaters before their release into the
environment. Industrially, this capacity is used in a process called "Jardin Filtrant™", developed by
the Phytorestore company. In this process, wastewaters are filtered through pots, filled with carex
(CP) and sphagnum (SP) peat and vegetated with wetland plants, such as Phragmites australis
(P.a.). The purpose of this research project was to improve the efficiency of the process through
understanding the mechanisms of retention of copper on peat particles and the interface peat / root.
These interactions are known to influence the mobility and bioavailability of ET. Three approaches
have been implemented. The chemical approach (titrations and adsorption isotherms) showed that
SP has a higher reactivity CP in terms of proton exchange (Qg tot= 3.88 vs. 3.64 mmol.g~!) than
the affinity for copper (log Kcw,coor = 1.71 vs. 1.30). The approach spectroscopic (EXAFS and
XANES) showed that for levels between 100 and 300 ppm Cu form a predominantly double chelate
five atoms of the type Cu (malate)s with mixed groupings-OH R-COOH. At higher levels, it is
complexed by the dicarboxylic groups R-COOH and-COOH form a chelate six atoms of the type
Cu (malonate). The micro-spectroscopy (w-EXAFS and y-XANES) showed that the two previous
complexes predominate in the locker peat. Rhizosphere criminal also contains grains of brass and
organo-mineral aggregates of nanocrystalline copper metal. The former are of anthropogenic origin
and biological seconds.

KEYWORDS : Copper, Peat, Organic Matter, EXAFS, Titration, Isotherm
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