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Introduction



La science restera toujours la satisfaction du plus haut désir de notre nature, la curiosité.

- Ernest Renan



La matiere organique naturelle (MON) est présente dans tous les environnements. Elle joue un role
important dans la circulation des €léments chimiques en général et du carbone en particulier. Elle
intervient, entre autres, dans le recyclage par les microorganismes de certains éléments comme
I’azote, le soufre, et le phosphore. La MON sert également de nourritures aux microorganismes. Elle
regroupe deux catégories de molécules : les biopolymeres et les géopolymeéres. Les biopolymeres
peuvent étre des acides aminés, des protéines, des lipides ou des sucres, par exemple. Les
géopolymeres résultent, quant a eux, de la dégradation ou de I’association de biopolyméres.

La MON interagit également avec les cations et favorise, en partie, le transport des métaux lorsqu’ils
sont associés a la MON (complexation). Les métaux ainsi complexés peuvent voir aussi leur toxicité
modifiée par rapport a leurs formes inorganiques. Cette modification de la forme chimique de
métaux est importante car elle permet I’assimilation du métal par les organismes vivants. La MON
joue aussi un role de tampon dans le contrdle du pH dans certains environnements, ainsi que dans les
processus d’oxydo-réduction de I’environnement.

L’¢tude de la MON se fait par le biais de différentes techniques. Citons entre autres, la
pyrolyse-GC-MS, les techniques isotopiques, la spectroscopie infrarouge (IR), la résonance
magnétique nucléaire (RMN) et la spectrofluorimétrie. La pyrolyse-GC-MS consiste & mesurer les
composés de dégradation de la MON, les techniques isotopiques fournissent des informations sur les
différents isotopes présents dans la MON, la spectroscopie IR et la RMN permettent d’identifier les
fonctions moléculaires ou parfois des fragments de structure. La spectrofluorimétrie, qui est une des
techniques utilisées dans le laboratoire PROTEE permet, quant a elle, d’analyser la MON en
conservant sa concentration naturelle et de maniere non destructive. Cette technique reste
performante méme si la concentration en maticre organique fluorescente est faible, car la
fluorimétrie permet la mesure de spectres d’émission méme pour de tres faible quantités de MON.

Depuis 1963, la spectrofluorimétrie d’émission progresse puisque les premicres mesures de
fluorescence se limitent a D’intensité dépendant d’un couple de longueurs d’onde d’excitation et
d’émission fixes (mesure 1D). Dans les années 70 et 80, la technique permet la mesure de spectres
d’émission a longueur d’onde d’excitation fixe, ou bien la mesure de spectres d’excitation a
longueur d’onde d’émission fixe, ou encore la mesure de spectres synchrones : on parle alors de
spectres 2D. En 1988, on mesure pour la premiére fois une matrice d’excitation et d’émission
(MEEF). Ces matrices sont ¢galement qualifiées de spectres 3D ou encore de signaux de
luminescence totale.

A la fin des années 80 et au début des années 90, 1’analyse des MEEF est tres simple : elle consiste a
repérer les maxima locaux de l’intensité de fluorescence (ou pics) en fonction des longueurs
d’excitation et d’émission (« peak-picking »). Tres rapidement, [’application de cette technique aux
MEEF mesurées est a I’origine d’un nombre conséquent de pics inventoriés par les auteurs. Malgré
la subjectivité du repérage des pics, on peut constater que certains entre eux sont toujours situés dans
les mémes domaines spectraux. Cependant, les pics les plus proches s’influencent mutuellement et
cela induit généralement une erreur de pointé des pics (mauvaise position du pic et mauvaise
estimation du maximum local).

Conscients des limites du « peak-picking », des auteurs ont défini un modéle mathématique
trilinéaire qui rend compte des variations de [’intensit¢ de fluorescence en fonction des
concentrations relatives de fluorophores et de leurs spectres d’excitation et d’émission. La résolution
numérique basée sur ce modele trilinéaire permet de calculer, a partir de MEEF de plusieurs
échantillons, les concentrations relatives et les spectres d’excitation et d’émission de fluorophores
présents dans tous les échantillons. Cette méthode de résolution est couramment appelée « PARAllel



FACtor analysis » (PARAFAC). A l’aide de cette méthode, on peut séparer les différentes
contributions spectrales associées aux fluorophores, cela signifie qu’il devient possible de repérer les
pics de fluorescence (contributions spectrales) sans qu’ils soient influencés par d’autres pics : la
position du maximum et la valeur de celui-ci sont alors déterminées avec une erreur minimale.

Le modeéle trilinéaire admet, cependant lui aussi une limite, quand ’absorbance des échantillons
devient trop importante. En effet, le modele mathématique trilinéaire tient compte seulement de
I’absorption lin€aire de la lumicre excitatrice. Cependant, lorsque la concentration en fluorophores
augmente de facon conséquente, on ne peut plus négliger le phénomeéne d’absorption de la
fluorescence induite : on parle alors d’effet d’écran interne. Pour appliquer la méthode PARAFAC
aux MEEF mesurées, il est alors nécessaire de corriger celles-ci de ’effet d’écran interne.

Ce travail est constitué¢ de deux €tudes distinctes visant a caractériser la MON. La premicre étude
concerne la variabilité des contributions spectrales calculées par PARAFAC a partir de MEEF des
¢chantillons prélevés dans différents milieux : eaux cotieres (EC), eaux de mer (EM), eaux de sol
(ES), eaux douces (ED), eaux extraites (EE) et eaux interstitielles (EI). Ces prélévements étaient
effectués des projets auxquels a parcitipé le laboratoire PROTEE. Certains de ces projets a débuté
avant ce travail. Sur les 14 projets dans ce travail, les échantillons prélevés issus de 5 de ces projets
sont caractérisés par spectroscopie de fluorescence alors que ces projets initiaux ne le prévoyaient
pas. Pour atteindre 1’objectif de connaitre les variations de la MON liées a sa diversité
environnementale, il est défini une méthode originale de représentation des domaines spectraux sur
lesquels P’intensité de fluorescence des composants PARAFAC dépasse un seuil prédéfini : cette
représentation est appelée « recouvrement des zones PARAFAC ». La seconde étude porte sur les
propriétés complexantes de la MON d’un échantillon et plus précisément des fluorophores contenus
dans cet échantillon. Pour obtenir ce résultat, on utilise une combinaison originale de quatre outils
déja connus : ajout logarithmique d’ions métalliques dans I’échantillon, la mesure de MEEF pour
chaque ajout, 1’application de PARAFAC a I’ensemble de MEEF mesurées et [’optimisation des
valeurs de constantes de complexation et des capacités complexantes des fluorophores a partir des
intensités relatives calculées par PARAFAC. Cette optimisation est effectué¢e par le programme
d’optimisation et de spéciation chimique dans 1’environnement (PROSECE) développé au sein du
laboratoire PROTEE.

Le chapitre 1 définit la MON, son origine, ses propriétés et ses roles dans 1’environnement. Le
chapitre II retrace 1’évolution de la mesure de la fluorescence depuis les années 60. Le chapitre 111
décrit les traitements numériques appliqués aux signaux spectroscopiques de la MON, le principe de
la méthode PARAFAC et la correction de 1’effet d’écran interne. Le chapitre IV aborde les questions
qui concernent la variabilité spectrale des composants PARAFAC a partir d’un millier d’échantillons
d’eaux naturelles. Enfin, les chapitres V et VI porte sur les phénomenes de complexation et sur le
quenching de fluorescence et sur un résultat des propriétés complexantes des composants
PARAFAC dans le cas particulier d’un échantillon de MON complexant des ions de cuivre.



Chapitre 1.
Matiere organique naturelle



Le bon sens surtout vaut mieux que la science.

- Lombard de Langres



La matiére organique naturelle (MON) constitue [’objet de cette étude en raison de son importance
dans D’environnement. La MON est composée de molécules organiques dégradables ou non,
représentant des groupes de familles aux propriétés diverses et présentes partout dans la géospheére.
Elle joue un role de connexion entre les organismes vivants et les différents réservoirs de
I’environnement. La MON, elle-méme, provient principalement de I’activité et la dégradation de la
biomasse. La MON participe en particulier aux échanges des especes chimiques entre les végétaux,
les animaux, les micro-oganismes et les milieux : elle est donc le siége de nombreuses réactions
d’échanges et de transformations dont les cinétiques s’échelonnent de la seconde a la dizaine
d’années voire quelques millénaires. Ainsi, le réservoir de la MON joue un rdle central dans
I’équilibre qui existe entre les €tres vivants et I’environnement.

En fonction de sa concentration, de ses caractéres et de I’environnement, la MON est un élément
régulateur ou un élément perturbateur : par exemple, la MON aide au dévéloppement de certains
végétaux, en jouant le réle de nutriments ; cependant, si la concentration de la MON dépasse la
capacité de stockage d’un sol, une partie de la MON va diffuser dans ’eau entrainant avec elle
nutriments et micro-polluants. Ces éléments transférés dans un milieu aquatique peuvent alors
déséquilibrer la chaine alimentaire incluant les micro-organismes, les végétaux, les animaux et les
humains. Autre exemple, la MON peut aussi se complexer avec de nombreux métaux (Elkins &
Nelson, 2001) qui sont alors sous forme organique. Ce changement de forme chimique entraine un
comportement différent du métal dans I’environnement. Dans le cas de certains métaux comme, par
exemple, le cuivre, le plomb ou le chrome, la fixation par la MON limite leur toxicité vis-a-vis des
organismes vivants. A I'inverse, la complexation du mercure par la MON est problématique, car le
mercure organique est plus dangereux pour la biosphere que le mercure inorganique (Stober et al.
1995 ; Stordal et al., 1996 a & b ; Lu & Jaffé, 2001). C’est pourquoi il est nécessaire de caractériser
correctement la MON dans sa composition, sa structure et ses propri€tés.

Ce chapitre présente tout d’abord la composition générale de la MON, son origine possible, son rdle
dans les cycles élémentaires, ses propriétés ainsi que les méthodes d’analyse appliquées pour la
caracteriser.

LA Composition générale

La définition de la MON dépend de plusieurs domaines scientifiques : la chimie, la physique et la
biologie. En effet, la MON est le résultat de la dégradation et de la condensation des molécules en
provenance de la biomasse principalement (Buffle, 1988 ; Hedges, 1988 ; Hatcher & Spiker, 1988 ;
De Souza Sierra, 1992). La MON est généralement un mélange des produits de la synthése, de la
dégradation et des rejets des étres vivants ou parfois méme de fragments biologiques sans
modification. Ces composés peuvent avoir une masse molaire comprise entre celle d’une petite
molécule (< 400 Da) et celle de polymeéres suffisamment grands (jusqu’a 3000 Da) pouvant alors
former des colloides ou des particules.

Souvent, la MON est définie en deux familles principales : les biopolymeres et les géopolymeéres (ou
les substances humiques).

Dans la Figure 1, les relations sont données entre les composants de la MON (biopolymeres et
géopolymeres), entre les composants des géopolymeres (acides fulviques, acides humiques et
humines), entre la MON et I’environnement jusqu’a sa transformation finale en pétrole.
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Figure 1: Schéma relationnel des composants de la MON

Il y a les réactions de dégradation et de reconstruction moléculaires entre les biomasses et la maticre
organique biopolymeres ou géopolymeres. Puis dans la MON, les biopolyméres et les géopolymeres
peuvent se transformer par des dégradations, des condensations, des précipitations et des
associations. Dans les géopolymeéres, trois grandes catégories sont montrées ainsi que les relations et
les transformations qui les relient. Les acides humiques peuvent se dégrader en particules plus
petites comme les acides fulviques, les acides fulviques peuvent aussi polymériser en particules plus
grosses, les acides humiques ; les deux types d’acide peuvent se transformer en humine par
dégradation ou polymérisation. Ils peuvent aussi s’associer aux humines dans I’environnement. La
MON est une des sources possibles d’origine de la formation des pétroles.



I.A.1 Biopolymeéres

Les biopolymeres sont des molécules caractérisables (acides aminés, protéines, lipides, sucres,
polysaccharides, etc. (Croué¢ et al., 2003) dans la MON. Ils appartiennent a la famille des
biomolécules qui peuvent participer au processus meétabolique des organismes vivants. Ce sont des
macromolécules naturelles qui proviennent souvent des dégradations simples des organismes vivants
par des mécanismes soit physiques (pression, séchage, changement thermique), soit biologiques
(bactérienne, absorption végétale, chaine alimentaire), soit chimiques (hydrolyse, photolyse).

Les biopolymeres sont beaucoup moins persistants que les géopolymeres a cause de leur réactivité
biologique. Ils représentent une étape du processus de dégradation des organismes vivants vers les
substances humiques. Selon I’estimation de Hansell & Carlson (2002), les biopolymeres ne
constituent que 15 a 20% du carbone organique naturel. Une partie des biopolymeéres se transforme
en géopolymeres, encore appelés substances humiques, ou en humines (Hatcher & Spiker, 1988).
L’autre partie subissant une dégradation ultime retourne a 1’état minéral de nutriment. Les
biopolymeres peuvent également s’associer aux géopolymeres (acides humiques, acides fulviques et
humines) pour y étre finalement incorporés partiellement ou totalement (Hedges, 1988).

I.A.2 Géopolymeéres (Substances humiques)

Selon I’hypothese la plus couramment admise, les biopolymeres sont transformés en géopolymeres
(ou substances humiques, SH) suivant un processus de dégradation ou d’association (Buftle, 1988 ;
Hedges, 1988). Les SH sont des molécules plus résistantes a la dégradation. Elles peuvent étre agées
de dizaines, de centaines voire de quelques milliers d’années (William & Druffel, 1987). Certaines
études montrent les caractéres aromatique et aliphatique des SH. Ces caractéres sont principalement
représentés par les groupes phénoliques et les groupes carboxyliques. Les propriétés optiques des SH
sont semble-t-il dues principalement a la fonction semi-quinone (Florence & Batley, 1980).

Les SH peuvent étre classées soit en acide humique (AH), soit en acide fulvique (AF) ou soit en
humines (Seitz, 1981). Ces trois catégories constituent un systeme supramoléculaire extrémement
hétérogene. Cependant, il faut noter qu’il n’existe aucune division formelle entre les trois groupes.
Les classifications sont basées sur la solubilit¢ dans 1’eau : les humines insolubles, les acides
humiques solubles dans une base et les acides fulviques solubles a tous les pH (Seitz, 1981 ; Buffle,
1988). Méme si I’ordre de formation dans la nature n’est pas toujours clairement défini en raison de
la simplicité des protocoles employés, une théorie commune propose que les AH sont des molécules
venant directement de la dégradation des biopolymeres. Les AF sont donc des produits plus réactifs
et donc moins résistants vis-a-vis des réactions chimiques (dégradation ou association moléculaire)
par des micro-organismes a partir des AH (Hedges, 1988). Ces mémes réactions transforment
¢galement les AH en humines. En revanche, la polymérisation transforme les petites molécules des
AF en AH qui représentent souvent une part importante de la MON dans 1’environnement (Buffle,
1988). De plus, les biopolymeéres et les substances humiques peuvent a tout moment étre dégradés en
partie ou totalement par des réactions chimiques ou biochimiques (Figure 1).

1.A.2.a Humines

Les humines sont des composés d’origine essentiellement terrestre. Ces composés proviennent de la
dégradation des composés vivants et bien souvent de la lignine. Ils sont stables dans le sol,



insolubles dans 1’eau quelque soit le pH et résistants a la dégradation (Hansell & Carlso, 2002). Ces
composés ne jouent pas un role nutritionnel pour les organismes vivants, mais plutot un réle de
cohésion pour le sol (Hedges, 1988). Leur poids moléculaire est généralement compris entre 1100 et
2400 Da.

LA.2.b Acides humiques (AH)

Les AH sont un des composants majeurs des SH. Ces composés sont solubles a pH basique (pH=12)
et insolubles a pH acide (pH=:2). IIs constituent aussi une des fractions les plus importantes des SH
dans I’humus et dans les eaux. Par rapport aux acides fulviques, ces molécules contiennent moins
d’oxygene (Seitz, 1981). Les AH sont moins complexants, plus agés et plus stables dans les sols
(Buffle, 1988). Bien que majoritaire, la proportion des AH est trés variable d’un milieu a 1’autre.
Comparés aux acides fulviques (AF), les AH ont un poids moléculaire plus élevé, généralement
compris entre 750 et 1230 Da.

1.A.2.c Acides fulviques (AF)

Les AF sont des molécules solubles dans I’eau a n’importe quel pH. Un acide fulvique typique
contient 50% de carbone, environ 40% d’oxygene, 3-4% d’hydrogéne et environ 1% d’azote
(Schnitzer, 1974). Mais le rapport C/N peut varier d’un environnement a un autre (Wolfe et al.,
2002). Les acides fulviques représentent moins de 35% du carbone organique total (COT) de
I’environnement selon Buffle (1988). Le poids moléculaire des AF est plus faible que celui des AH
(Seitz, 1981), généralement inférieur a 450 Da.

1.B Origines

La matiere organique naturelle peut étre terrestre ou marine, elle est présente soit dans une matrice
solide (sol, sédiment, etc.), soit dans une matrice liquide (lac, riviere, mer, océan, etc.). La MON
posséde des propriétés chimiques (composition élémentaire, fonctions chimiques, rapport
isotopique), physiques (absorbance, fluorescence, taille, ...) et biologiques (proportion de
biopolymeéres, ...) qui semblent indépendantes du milieu d’origine. Cependant, entre ces molécules,
il existe un certain nombre de différences mesurables concernant l’acidité, les propriétés de
complexation, le rapport C/N, les propriétés chromophoriques, etc. (Florence & Batley, 1980). Ces
dernieres semblent liées a I’environnement géochimique et aux processus d’humification subis
(Hansell & Carlso, 2002) ce qui permet de trouver des indicateurs d’origine et d’état de
I’environnement.

I.B.1 Terrestres (continents)

On distingue deux systémes essentiels d’origine soit pédogénique soit aquatique. Buffle (1988) a
classifié¢ la MON terrestre par ses fractions chimiques et physiques, puis il 1’a liée a la classification
biologique (Figure 2) en trois groupes majeurs : hydrocarbonates, proteines et lipides.
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Figure 2: Schéma relationnel des composants de la MON terrestre selon Buffle (1988)

IL.B.l.a MON pédogénique

Existant essentiellement dans les humus de la couverture pédogénique, la MON pédogénique est le
résultat de la décomposition des molécules organiques par les micro-organismes du sol. Différente
de la MON aquatique, la MON pédogénique est formée et développée dans un milieu compact et
dense. Les informations sur la MON pédogénique ont une trés grande importance dans les études
biologiques terrestres. Sa qualité et sa quantité sont essentielles pour 1’agriculture, 1’élevage, la
sylviculture, etc (Provencano, 2004 et Baker, 2005, 2007).

1.B.1.b MON aquagénique

Transportée par I’eau, une partie de la MON produite dans les sols entre dans le systeme aquatique.
Dans ce nouveau milieu, des phytoplanctons et des bactéries aquatiques utilisent et/ou transforment
ces composants. Les transformations sont soit une dégradation supplémentaire de la MON
allochtone*, soit une polycondensation de cette MON avec la MON autochtone”. Ces nouveaux
composés formés dans un milieu aquatique souvent a faible force ionique sont considérés comme de
la matieére organique aquagénique - la matiere organique aquatique continentale. Il faut remarquer
que cette matiére organique a une plus grande similarité avec les MON marines qu’avec les MON
pédogéniques, car les conditions biologiques et chimiques du milieu aquatique continental sont
proches de celles du milieu marin (Hansell & Carlson, 2002 ; Yamashita & Tanoue, 2003b ; Zhang
et al., 2006).

1.B.2 Marines

La mer et les océans sont la destination de tous les courants d’eau terrestres. Le milieu est également
un mélange de maticres organiques autochtones et des matieres organiques allochtones. Les
transformations subies par la MON dans les océans différent de celles qui se produisent sur le
continent (notamment temps de résidence, photodégradation, force ionique, ...). Elles ménent a des
différences par rapport aux matiéres organiques continentales au niveau de la composition de la

7
* et " : En géologie, allochtone qualifie des terrains qui ont été charriés et qui en recouvrent
d'autres pouvant étre plus récents, dits autochtones.



matiere organique, des propriétés spectroscopiques (Coble, 1990, 1993, 1996), des propriétés
complexantes (Saar & Weber, 1980) entre autres.

1.B.3 Zones de transition

Dans les zones de transition, comme les cotes, les estuaires et les s€diments, les conditions peuvent
étre tres différentes. On observe alors une forte variabilité de la composition et des propriétés de la
MON au cours du temps dans une méme zone de transition, car ces zones correspondent a des
mélanges de phases soit entre des eaux douces et des eaux salées (par exemple, les estuaires), soit de
la phase liquide et de la phase solide (par exemple, les cotes et les s€diments) (Buffle, 1988). La MO
présente dans les zones de transition n’est pas simplement un mélange des matiéres organiques
terrestres et marines. Au contraire, les zones de transition doivent étre considérées comme un milieu
spécifique. De plus, ces zones sont souvent 1’objet d’une influence anthropique qui apporte des
propriétés particulieres (Chen, 1999 ; Parlanti, 2000).

I.C Réles dans les cycles des éléments chimiques

La MON est le résultat final des dégradations et des transformations a partir des organismes vivants
ou de leurs fragments biotiques. Elle représente une partie du réservoir de I’élément carbone et elle
est aussi une source indispensable aux activités biologiques.

I.C.1 Role dans le cycle du carbone

Le stock de carbone joue un role important dans le systéme environnemental global. Le carbone peut
étre utilisé directement par des organismes sous la forme de matiere organique (Buffle, 1988). La
MON joue également un role de transport du carbone entre les différents réservoirs en particulier via
la respiration et le transport par voie aqueuse. En plus de son rdle de transport du carbone, la MON
est aussi une source de CO, pour des bactéries et des photolyses (Figure 3). Le compartiment de la
matiere organique naturelle représente une treés petite partie du carbone présent sur Terre. Son role
est pourtant primordial dans le cycle du carbone car il intervient dans les processus de transfert du
carbone organique vers le carbone minéral (dioxyde de carbone, carbonate et combustibles fossiles).

I.C.2 Réle dans le transport des métaux - complexation

La MON est aussi capable de se complexer avec des cations dont les métaux. Elle s’associe avec les
ions multivalents (Mg2+, Ca2+, Fe%, F e3+, Cu2+, Cd2+, Pb2+, etc.). La complexation entre la MON et
les métaux facilite la mobilisation de ces derniers (Schmitt et al., 2003). Elle favorise la mise en
solution des éléments dans I’environnement en changeant leur forme chimique (Batley & Florence,
1976). A ce titre, elle joue un role important dans le cycle de nombreux contaminants (Hering et
Morel, 1989 ; Cornejo et Hermosin, 1996).
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Figure 3: Schéma du cycle du carbone :
Transferts possibles entre les différents réservoirs de carbone (De Souza-Sierra et al., 1994). Seuls les
principaux réservoirs et les possibilités de transfert de C sont montrés. Les surfaces relatives des réservoirs
montrés dans le diagramme n’ont pas de signification. Transferts de CO, : 1 et 2, échange entre
I’atmosphére et ’océan ; 3 et 4, photosynthése et respiration ; 5 feux de combustibles ; 6 et 7, désagrégation
des roches ; 8, respiration des animaux ; 9, oxydation des composés humiques et des débris organiques ; 10,
consommation des plantes par les animaux ; 11 et 11°, formation des composés humiques ; 12, transfert des
composés humiques aux océans ; 13, CO, juvénile ; 14, décomposition de la matiére organique et
précipitation de CaCQsj; ; 15 et 16, photosynthése et respiration dans la biosphére marine ; 17, génération de
CO, par calcination des pierres pour I’obtention du CaQ, etc. (Sigg, 1990)

I.D Caractérisation de la MON

Afin de mieux comprendre le role précis de la MON dans I’environnement, il est nécessaire de la
caractériser du point de vue de sa composition, de sa structure et de ses propriétés (Buffle, 1988 ;
Weber, 1988).

En ce qui concerne sa composition, la MON contient une proportion importante de carbone environ
entre 8,5% et 11,7% pour des sédiments et jusqu’a environ 50% pour du sol d’azote de 0,25 a 10%
selon 1’origine de la MON (Senesi, 1990 ; Pernet-Coudrier, 2008, Xu et Jaffé¢, 2009) (Tableau 1).
L’oxygene est également un €lément important dans la composition de la MON puisqu’il participe
aux fonctions chimiques présentes sur la MON, c’est-a-dire les fonctions carboxyliques (-COOH),
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phénoliques (¢-OH) ou hydroxyles (-OH). D’autres fonctions minoritaires sont aussi présentes sur
les squelettes carbonés de la MON comme les fonctions quinones, thiols, phtalates, ... Ces fonctions
conferent a la MON diverses propriétés comme la complexation vis-a-vis des cations, les propriétés
d’absorbance et luminescence, la formation de structure tertiaire, les propriétés surfactantes, ... Dans
ce travail, nous nous focalisons principalement sur les propriétés optiques et complexantes de la
MON. Depuis la découverte des caractéritiques optiques de la MON (Saar & Weber, 1980 ; Ryan &
Weber, 1982 ; Cabaniss & Shuman, 1986, 1988a), la spectroscopie de fluorescence permet
d’analyser I’émission lumineuse de la MON particulierement pour les courtes longueurs d’onde
d’excitation de 200 nm a 500 nm.

I.D.1 Description générale des propriétés de la MON

I.D.1.a Composition élémentaire de la MON

La MON contient principalement des ¢éléments chimiques comme le carbone, 1’azote, le phosphore,
le soufre, I’hydrogene, 1’oxygene et des éléments métalliques. La composition €élémentaire est le
résultat des multiples réactions qu’a subi la MON au cours de son histoire. Elle donne donc une
information sur I’état de la MON. Les fonctions chimiques €tant plus réactives que le squelette, elles
se minéralisent plus rapidement, ce qui a pour conséquence la perte des atomes autres que le carbone
ou I’hydrogene. Ainsi, il est souvent observé les rapports des compositions C/N, C/H ou C/O,
rapports qui augmentent avec 1’age ou la maturation de la MON. Ces rapports peuvent étre comparés
entre deux sites pour une MON d’age identique ou pour un méme site entre deux MON d’ages ou
d’environnements différents. Le rapport carbone-azote (C/N) est donc utilisé pour comparer la MON
d’¢chantillons différents pour mieux comprendre I’activité biologique de la MON (Buftle, 1988 ;
Wolfe et al., 2002 ; Zhang et al., 2006 ; Maie et al., 2007 ; Tian et al., 2010). Dans le tableau ci-apres
(Tableau 1), les proportions des principaux €léments dans des échantillons de MON référencées
(International Humic Substance Society) sont présentées.

Il est possible d’observer plus finement la composition élémentaire de la MON en s’intéressant a
I’abondance isotopique d’éléments. L’isotope 13 ou 14 du carbone par rapport a une référence
(PC/™0), (**C/'*C) ou celle de I’azote 15 par rapport 14 (""N/**N) sont beaucoup étudiées (Deines,
1980 ; Macko et Estep, 1984 ; Buffle, 1988 ; Gjssing et al., 1998 ; Schell et al., 1998 ; Xu et Jaffe,
2009). L’écart de la concentration en isotope par rapport une référence permet également d’obtenir
des informations sur 1’origine ou I’environnement de la MON. Ces valeurs peuvent varier de -28,2%o
a4 -22,6%o pour 8"°C (Tableau 1 et Xu & Jaffé, 2009), 0.5%o a 6%o pour 8"°N (Pernet-Coudrier, 2008).

Le phosphore est un élément nutritionnel important (Ricklefs & Miller, 2005-Chapitre 13). La
proportion de phosphore contenue dans la MON peut varier de <0,01 a 0,55% . Le phosphore
organique est aussi mesuré apres oxydation en milieu liquide (Ohno et al., 2005; Ohno et
Amirbahman, 2010 ; Tian et al., 2010). Cependant, les informations apportées par cet €lément ne
sont pas souvent discriminantes.

Bien que les composés organo-soufrés soient trés importants dans la chimie du vivant (un dixieme
des acides aminés sont des compose€s organo-souftés), la proportion de soufre dans la MON est tres
faible (0,29 a 3,03%). Le soufre organique peut étre mesuré par spectroscopie infrarouge, Raman et
fluorescence (Kister & Dou, 1986).
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Cat. No.

Standard HA
Suwannes River | * 15101H

Suwwan 25101H
Elliott 158102H

Lecnardite

Standard FA

Suwan
Elliott
Ellict

Ellictt

Pahokee Peat | *
Pahokes Peat Il

LA

1R101H
Pahokes Peat 1R103H
Mordic Lake 1R105H
Summit Hill Soil 1R106H | ]
Waskizh Peat 1R107 1 5472 4 147 a5 3 nd nd

TR101F

1R103F k-

1R105F 9 43 4. o K <. -3.148
1R107F 0.1¢ ] : 1.07 29 A2 il nid
1R105F y 1.25 : 6. | 0. nid nd

1R10IN 8.7 414 42 5 1. kit 02 il nd
1R108MN I 41.4 3 i 1. I | md nd

Bulk Materials
Elliott Soi 1B85102M  1.52 L } i : i nid nd
Pahokee Peat 5 . : 4.74 ! 3. i nd nd

Pahokes Peat Il 6.2 7o k=t 266 0.37
Leonardite 3 4592 452 ! § nd nd

Tableau 1: Compositions élémentaires de la MON extraite par ’association THSS
(http://www.ihss.gatech.edu/elements.html)

Source: analyses élémentaires du laboratoire Huffman (Huffman Laboratory), Wheat Ridge, CO, USA; analyses
isotopiques du laboratoire de la biochimie du sol (Soil Biochemistry Laboratory), Dept. of Soil, Water, and Climate,
University of Minnesota, St. Paul, MN, USA.
La valeur d’H,O du pourcentage de masse d’eau dans 1’échantillon équilibré dans I’air (une function d’humidité relative).
La valeur d’Ash est du pourcentage de masse des résidus inorganiques dans 1’échantillon sec.
Les valeurs de C, H, O, N, S, et P sont des pourcentages de masse des compositions élémentaires dans 1’échantillon sec et
sans résidus inorganiques.
Les valeurs 8"C et 6"°N sont des abondances par mille (%) relatives en fonction de leur isotope stable.
* signifie que 1’échantillon n’est plus valable, et nd signifie que pas de valeur déterminée.
Les deux references des acides fulviques aquatiques, 1S101F et 2S101F, sont prélevées a partir d’un méme site dans la
riviere Suwannee, Georgia, U.S.A. in 1982-83 and 2003, respectivement.

Méme si les méthodes de mesure précédentes permettent de connaitre les principaux €léments qui
constituent la MON, la composition élémentaire n’est pas suffisante pour comprendre toute la
complexité moléculaire de la MON. Des identifications moléculaires sont donc nécessaires.



ILD.1.b Fonctions et structures de la MON

La MON est le résultat d’'un mélange de plusieurs molécules organiques et inorganiques. Elle
contient des composés organiques de tailles différentes et de structures variées. Il existe des
techniques pour identifier des compos€s organiques par leur masse et leurs structures. Ces
techniques sont performantes avec des échantillons purs, mais elles sont difficilement appliquées
dans les analyses de la MON a cause de la variabilité et de la complexité de la composition de la
MON. Toutefois, on peut tirer quelques informations importantes de I’analyse directe.

- Fonctions identifiées par Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Les signaux mesurés par résonance magnétique nucléaire (RMN) montrent que la matiere organique
contient un grand nombre de fonctions allant de la chaine aliphatique jusqu’aux fonctions les plus
déblindées (aldéhyde, acide, phénol). Suivant le développement des techniques de mesures, les
environnements chimiques autour de 'H, "°C et "°N peuvent étre identifiés, classés et quantifiés en
RMN 1D (liaison directe), RMN 2D (liaison indirecte ou parallele dans I’espace). Les fonctions
alkyles (C-H), esters (COO), éthers (C-O), amine ou nitrile (C-N), aromatiques, carboxyles (C=0),
carbohydrate (CHO) et acéthylénes (C=C) entre autres ont été identifiées (Thomsen et al., 2002 ; Lu
et al., 2003 ; Jagadamma et al., 2010).

Dans la pratique, cette technique nécessite la plupart du temps un protocole incluant une procédure
de dissolution, de séparation, de concentration et de purification pour les €chantillons liquides
(Hatcher et al., 1981 ; Dudley et Fyfe, 1982 ; Poirier et al., 2000 ; Gonzalez-Vila et al., 2001 ;
Hatcher et al., 2001 ; Peuravuori et al., 2003 ; Cook, 2004 ; McDonald et al., 2004). Cependant, la
MON, de part sa dispersion en différentes fonctions, ne permet pas une analyse précise de sa
structure. Par spectroscopie RMN, seule une proportion des grandes familles de fonctions est
accessible.

- Fonctions acido-basiques

La titration acido-basique permet d’¢tudier la densité en sites acido-basiques (Christensen et al.,
1998 ; Masini et al., 1998 ; Milne et al., 2001 ; Lu et Allen, 2001, 2002 ; Impellitteri et al., 2002 ;
Ritchie et Perdue, 2003). Selon les propriétés acido-basiques, les substances humiques sont séparées
en deux types : AF et AH (Smith et Kramer, 1998, 1999, De Souza Sierra et al., 1994, 1997, 2001 ;
Milne et al., 2001 ; Ritchie et Perdue, 2003). Les fonctions acides, comme les groupes carboxyliques
et les groupes phénoliques, sont identifiées et quantifiées. Dans les analyses de De Souza Sierra
(2001), 75% des sites carboxyliques liés aux AH et 40% liés aux AF avec les gammes de la
constante d’acidité (pK,) de 5,51 a 5,99 pour les sites carboxyliques et de 9,09 a 9,85 pour les sites
phénoliques dans les deux familles de la MON (AH et AF) ont été trouvés. Smith et Kramer (1999) a
par contre trouvé la constante d’acidité (pK,) de 3 a 5 correspondant aux groupes carboxyliques et
celle de 9 a 11 concernant des phénoliques et celles intermédiaires (entre 5 et 9) pouvant
correspondre aux fonctionnements des énols, des alcools, des B-dicarbonyl ou des substituants
inorganiques.

Ces mesures permettent de modéliser et de caractériser les interactions entre la MON et le proton,

mais il est nécessaire de faire des mesures complémentaires pour modéliser les propriétés générales
de complexation de la MON.
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- Polydispersion moléculaire importante

La pyrolyse couplée a la chromatographie en phase gazeuse et a la spectrométrie de masse
(pyrolyse-GC-MS) permet la caractérisation des macromolécules organiques en caractérisant les
fragments organiques issus de la pyrolyse (Dignac, 1998). Les résultats ne permettent pas seulement
une interprétation qualitative : par exemple, 322 composés ont €té identifiés par Saiz-Jimenez & De
leeuw en 1986. 11 est possible aussi d’obtenir une estimation de la proportion en sucres, en protéines,
en sucres-amineés et en composés aromatiques polyhydroxylés dans un échantillon grace a un calcul
semi-quantitatif (Bruchet et al., 1991 ; Pernet-Coudrier, 2008). Cependant, cette méthode n’est
capable ni de donner la structure exacte de la MON ni d’identifier les origines des molécules de la

MON, méme si elle est appliquée dans des comparaisons entre différents échantillons
(Pernet-Coudrier, 2008).

- Groupements fonctionnels identifiés par spectroscopie infrarouge

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est répandue dans la caractérisation de
la MON (Davis et al., 1999 ; Croué¢ et al., 2000 ; Rinnan et Rinnan, 2007). Cette technique permet
notamment de mettre en évidence de nombreux groupements fonctionnels tels que O-H, N-H, C-H,
COOH, COOR, C=0 aromatique, C-O, N-C=0, SOOH (Davis et al. 1999 ; Skoog et al., 2003).
Cependant, comme toutes les techniques précédentes, I'IRTF apporte une information globale
quantitative sur les groupes de fonctions présents dans la MON, mais elle ne permet pas une
caractérisation structurale fine a cause de la variabilité des environnements fonctionnels.

Ensuite, si les techniques utilisées permettent de déterminer la présence de fonctions chimiques dans
la MON, elles ne permettent pas de relier ses fonctions entre elles dans une structure moléculaire de
la MON. En effet, la MON est constituée de nombreuses macro-molécules, il apparait impossible de
proposer une structure type de la MON. Pour cette raison, on étudie généralement les variations
quantitatives des groupements fonctionnels par rapport a 1’environnement ou a I’historique de
I’échantillon.

I.D.1.c Relations MON-métaux

Comme cela a été dit précédemment (partie 1.C.2), la MON joue un rdle dans le transport des métaux
grace a ses propriétés de complexation. Les métaux sont trés répandus dans 1’environnement sous
forme minéralisée mais aussi dans les environnements liquides en raison de leur solubilité. Ces
métaux peuvent faire partie des éléments structurels de la MON (Fe et Al), sous forme dissoute, sous
forme ionique (libre ou minérale) ou sous forme complexée organique dans I’environnement.

L’interaction MON-métaux peut influencer le devenir des métaux dans 1’environnement. La MON
diminue la toxicité de certains métaux tels que, par exemple, le cuivre, le plomb et le nickel (Smith
& Kramer, 2000 ; Provenzano et al., 2004 ; Zhao & Nelson, 2005 ; Plaza et al., 2005 ;
Markiewicz-Patkowska et al., 2005). De plus, la MON complexante peut transporter les métaux dans
un endroit a un autre, déplagant ainsi les contamination (Senesi et al., 1992 ; Hernandez et al., 2006).

La propriété de la complexation de la MON peut étre quantifiée par une concentration de sites
complexants rattachés a la MON, i.e. la concentration en sites. Ces sites sont caractérisés par leur
capacité a fixer les métaux au travers d’une constante thermodynamique de complexation. L’analyse
de la complexation entre la MON et les métaux peut étre réalisée de manicre directe par
électrochimie (Filella et Town, 2000 ; Town et Filella, 2000 ; Kogut et Voelker, 2001 ; Voelker et
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Kogut, 2001 ;Louis et al., 2008), par titration acido-basique (Garnier et al., 2004) et par quenching
de fluorescence (Mounier et al., 2010), ou par toute autre méthode analytique permettant de mesurer
une ou plusieurs concentrations des formes chimiques présentes a équilibre.

I.D.2 Propriétés optiques de la MON

Selon les environnements, 40% a 60% de la MON fluoresce (Senesi, 1993). Les analyses en
spectroscopie de fluorescence nous apportent des informations complémentaires a la connaissance
de la MON comme : la caractérisation spectrale et 1’origine des fluorophores (Coble, 1996 ; Smith &
Kramer, 1999 ; Wolfe et al., 2002 ; Murphy et al., 2006), les réactivités chimiques (Saar & Weber,
1980 ; Plaza et al., 2005) et biologiques (Rinnan et Rinnan, 2007 ; Zhang et al., 2008).

La technique de fluorescence présente plusieurs avantages (Weber, 1988). Elle permet d’analyser
directement les échantillons sans préparation particuliere hormis la filtration pour les mesures de
laboratoire. Elle est trés sensible car dépendante de I’intensité incidente et ne nécessite pas 1’ajout
d’¢lectrolyte ou de tampon. Le matériel de mesure n’induit pas de pertubation et n’introduit pas de
pollution par diffusion. De plus, les informations contenues dans les résultats de fluorescence nous
permettent d’identifier plusieurs origines de composants dans la MON (Coble, 1996). Le principe de
la fluorescence, la technique de mesure et son évolution récente sont détaillés dans le prochain
chapitre.

14



Chapitre 11.
Spectroscopie de fluorescence



La science doit étre tirée de la lumiere de la nature,
elle ne doit pas étre retirée de [’obscurité de | ’antiquiteé.

- Francis Bacon



La spectroscopie est une technique qui permet d’obtenir des informations moléculaires et
structurales a partir de 1’interaction entre la matiere et les ondes €lectromagnétiques. Parmi ces
techniques, la spectroscopie de fluorescence est utilisée depuis longtemps dans le domaine de la
chimie (Kalle, 1963). Excitée par une onde €lectromagnétique (OEM), une molécule organique peut
absorber une partie de 1’énergie dans un premier temps, puis dans un second temps €mettre une
énergie plus faible apres quelques réarrangements internes : ¢’est le phénomene de fluorescence.

En environnement, cette technique s’est développée a partir d’une simple mesure d’intensité¢ de
fluorescence (Kalle, 1963) jusqu’a I’utilisation du spectre total de luminescence qui analyse la
réponse de fluorescence des composés naturels pour toutes les longueurs d’onde de I’UV au visible
(Coble, 1996).

ILA L’interaction photon - molécule

Quand une OEM interagit avec une molécule, cette derniére peut absorber 1’énergie
¢lectromagnétique. Cette énergie (E) est proportionnelle a la fréquence (v) de I’OEM absorbée : on a
E=h-v, avec h constante de Planck (1901).

Apres 1’absorption d’un photon (Figure 4, étape A), la molécule change d'état €lectronique, passant
du niveau fondamental Sy a un niveau électronique supérieur (S;, S,...S,). Les fonctions chimiques
capables d’interagir ainsi avec une OEM sont appelées chromophores.

a eiets excites vibmationels
g ‘/ A = absorption

F =fluorescence

P = phosphorescence
5 = éfat singulet

5 I -
f— T = étaf triplet
— CI = conversion interne
2, CIS = conversion intersystéme
"éﬂ T,
o
= T1
e
S

Etat électronique fondamental
Figure 4: Diagramme de Jablonski

L’¢état excité correspond a un niveau d’énergie constitu¢ d’énergies électronique, vibrationnelle et
rotationnelle. En milieu liquide, la molécule excitée perd de I’énergie avant d’atteindre le niveau
¢lectronique le plus bas de méme multiplicité (S;). Cette perte d’énergie se fait principalement par
conversion interne (CI) et sans radiation : elle se produit en 10"'-10” s. Cette régle dite de Kasha’s
est valable pour toutes les molécules a I’exception des azulénes et des thiophénones. Le retour a
I’état fondamental S, peut se faire par trois voies différentes. Le retour sans radiation par conversion
interne et collision représente la majeure partie des cas. Pour certaines molécules, le retour a Sy peut
se faire au travers de [’émission d’une OEM correspondant a la différence d’énergie entre Sy et S;.
Ce phénomene est appelé fluorescence (F). La troisieme voie de relaxation consiste a partir du
niveau S;* en une conversion intersysteéme (CIS) pour atteindre I’état triplet Ty, T», ... La molécule
perd alors de I’énergie suivant la régle de Kasha’s pour atteindre le niveau T;. A partir de cet état
triplet, la molécule peut retourner a 1’état fondamental S, par conversion interne (sans radiation) ou
en émettant une OEM dont énergie correspond a la différence de niveaux entre T; et Sy (P). C’est le
phénomene de phosphorescence.
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L’absorption d’un photon ne dure que 10" s, la molécule ne change pas de conformation durant
I’absorption. Par contre, la relaxation vibrationnelle dure entre 107" et 10”7 s puisqu’elle fait
intervenir des mouvements d’atomes. La molécule reste environ 107'% s 2 107 s dans 1’état excité Si
ce qui correspond au temps de vie de fluorescence. Dans le cas de la phosphorescence, le passage
d’un état triplet a un état singulet est quantiquement défavorable, ce qui explique une durée de vie
variant de 107 jusqu’a Is (Valeur, 2001 ; Skoog et al., 2003). En milieu liquide, pendant la durée de
vie de I’état T;, le nombre de collisions entre molécules est considérable, ce qui favorise la
relaxation par voie non radiative au point de faire disparaitre ce phénomene de phosphorescence.

En milieu liquide, la perte d’énergie par CI est suffisamment importante pour entrainer un décalage
de longueur d’onde appelé « déplacement de Stokes » (Valeur, 2004). Ainsi, la longueur d’onde
d’émission est toujours plus grande que la longueur d’onde d’excitation. Il en est de méme entre la
longueur d’onde d’émission de fluorescence et celle de phosphorescence. D’autre part, la régle de
Kasha’s induit que 1’émission de fluorescence ne dépend pas de la longueur d’onde d’excitation.

Une molécule ou une fonction capable d’absorber 1’énergie de photons et d’émettre ensuite une autre
OEM dans la gamme du spectre visible, s’appele un fluorophore.

II.B Mesure de Ila fluorescence

I1.B.1 Spectres d’absorption et émission en mode continu

I1.B.1.a La spectroscopie d’absorbance

Dans I’histoire du développement de mesures spectrales, la mesure d’absorbance est la premicre
utilisée (Malmstadt & Vassallo, 1957). Elle est mesurée pour obtenir la relation entre 1’intensité
lumineuse incidente et transmise (Figure 5). La mesure de l'absorbance se fait grice a un
spectrophotométre.

L’absorbance est une propriété qui décrit la capacité¢ d’absorption d’une OEM par le milieu. C’est la
premicre étape du processus de fluorescence. La relation connue comme la loi de Bouguer et aussi
comme la loi de Beer-Lambert a été formulée par Pierre Bouguer dans son livre « Essai d’Optique
sur la Gradation de la Lumiére » en 1729.

II.B.1.a.i Principe de mesure

Par définition, 1’absorbance A(4) est €gale au logarithme en base 10 du rapport de I’intensité
lumineuse incidente /y(4) sur I’intensité lumineuse transmise /,(4) :

I,(A
A(A)=log,, IO((/l)) =l.c.€(ﬂ) ou encore ],(1)210(2).10_/1(2) Equation 1

avec / qui représente la longueur du trajet optique (en cm) parcouru par le faisceau lumineux et c la
concentration molaire exprimée par mol.L™'. Le terme &) est défini comme le coefficient
d’extinction molaire en L.mol™.cm™. Ce coefficient est caractéristique de la molécule présente dans
le milieu. Si N molécules sont présentes en concentrations respectives c;alors les absorbances A;(2)
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de chacune d’elles s’additionnent pour donner 1’absorbance totale :

N N
A(A)= Z 4; (ﬂ'> = Z-Z €; (ﬂ')Ci Equation 2
i=1 , i=1

I,() L(A)<Iy?2)

AT

Figure 5: Principe de la mesure d’absorption

On peut aussi modéliser la décroissance de I’intensité lumineuse de la fagon suivante :
. Equation 3
ot a(4) est le coefficient d’absorption exprimé en cm™.

I1.B.1.a.ii Applications en suivi environnemental

La spectrométrie d'absorption est une méthode d'analyse physique. Elle s’applique facilement aux
échantillons en phase liquide ou gazeuse en environnement. La mesure de [’absorbance par
spectrométrie d’absorption permet d’étudier les propriétés chromophoriques de la MON en fonction
des conditions environnementales.

En ce qui concerne la MON les spectres d’absorbance sont généralement peu caractéristiques (Figure
6). Il est nécessaire d’avoir une forte concentration de certaines molécules (acides amings, protéines,
HAP) pour qu’apparaissent des pics d’absorbance caractéristiques (Figure 7). En effet, au fur et
mesure que le processus de condensation se produit, I’absorbance de la MON devient de moins en
moins spécifique. Toutefois, la mesure de 1’absorbance étant trés facile a mettre en oeuvre, elle est
encore et souvent utilisée comme premiere approche dans les ¢€tudes environnementales.
(Trubetskaya et al. 2002 ; Del Vecchio et Blough, 2004 ; Hong et al., 2005; Belzile et Guo, 2006).

Pour palier le manque d’information spécifique dans les spectres d’absorbance de la MON, il est
souvent utilisé une représentation semi-logarithmique de 1’absorbance 4(4). En effet, I’absorbance
de la MON semble décroitre exponentiellement en fonction de la longueur d’onde. Cette
transformation permet d’atténuer les erreurs dues au bruit provenant soit du milieu, soit de
I’instrument. La pente de cette courbe semi-logarithmique est visiblement plus caractéristique. La
transformation est obtenue en choisissant une longueur d’onde de référence 4 et la régression donne
une pente spectrale (S) dont la relation avec le coefficient d’absorption a(4) est définie par :

a(d)=a(h) e ") +cre F.quation 4
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Un exemple de I’utilisation de cette équation dans I’étude de la MON est présenté par la Figure 8
(Bricaud et al., 1981).

—— Nancy, 01/29/02 12 p.m, (350000 eg.finh.)
z i - =~ Villey-Saint-Etienne, 091802 & a.m. (1230 inh.}
=5 i Port-a-Nousson, 04/30/02 7 a.m. (16200 aquinh,)
2 .]1‘||I ------- O, 20202 T oo TE0000 aq.finh.)
i

Absorbance (a.u.)
-

0 T T 1
/I}D 300 400 500 600
Wanvelangth (nm)

Villey-Saint-Etienne
Figure 6: Spectres d’UV-Visible de différentes eaux de rivi¢res urbaines (Pons et al., 2004)
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Figure 7: Spectres UV-Visible de certaines substances anthropogéniques (Pons et al., 2004)
300 400 SO0 600

Figure 8: Représentation suivi logarithmique de I’absorbance de différents milieux. La pente = §.

Les pentes des coefficients d’absorption permettent de comparer quantitativement les absorbances de
différents échantillons (Andersen et al., 2000). Ce type de comparaisons ne peut pas donner
d’information ni sur la composition des échantillons, ni sur leur réactivité. A cause de cette
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limitation, le spectroscopie d’absorbance reste cantonnée a des techniques analytiques spécifiques
(colorimétrie) ou a des mesures globales ne permettant pas une bonne caractérisation de la MON.
C’est pourquoi la spectroscopie de fluorescence a connu un tel essor ces derniéres années.

I1.B.1.b Principe de fluorescence et simple mesure de I’intensité

Ensuite, I’observation de I’intensité de fluorescence est mise en place. Le faisceau €émis est mesuré a
angle droit pour limiter le signal de la lumiere d'excitation. Rapidement, les mesures en 2D sont
capables d'augmenter les informations recueillies, soit pour des longueurs d’onde d’excitation (Agx)
en axe X soit des pour des longueurs d’onde d’émission (Agy) en axe X et I’intensité de fluorescence
(Ir) en axe Y (Ryan & Weber, 1982 ; Elkins & Nelson, 2001). La mesure synchrone qui est aussi une
mesure 2D a ¢été développée (Miano & Senesi, 1992) au méme moment que la mesure en 3D car elle
nécessite deux réseaux de diffraction. Les spectres 3D sont pour I’instant la meilleure technique pour
observer la globalité de I’intensité de fluorescence d'un échantillon (Coble, 1993).

II.B.1.b.i Principe physique

On a vu précédemment que la fluorescence est un des chemins de relaxation de la molécule excitée.
Le rendement quantique de fluorescence @r est défini comme le nombre de photons émis par
fluorescence sur le nombre de photons absorbés par les molécules. D’ou la définition suivante :

j 1. (A )dA
F— I, (/1) Equation 5

Selon I’équation 3, I’intensité lumineuse /,(4) absorbée par le milieu au cours du trajet optique de
longueur / est définie par :

1,(A)=1,()=1,(A)=1,(A).(1-e**) Equation 6

L’intensité de fluorescence /r(1’) émise a la longueur d’onde A’ aprés une excitation a la longueur
d’onde / est égale a :

I.(AA)=1, (ﬂ).k.F(ﬂ') Equation 7

avec le coefficient k£ qui est le produit du rendement quantique @ et d’une constante qui dépend du
systéme de mesure. F(1’°) représente la densité de probabilité d’émission d’un photon a la longueur
d’onde 4’ dont le profil est celui du spectre d’émission. On a donc :

I (A4 )= k.F(/l').IO (1 — o) ) Equation 8

avec : _[F (/1')0[/1': 1 Equation 9

Dans le cas de la loi de Beer-Lambert, on peut alors relier I’intensité de fluorescence au coefficient
d’extinction molaire &(7) et a la concentration ¢ :
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]F (ﬂ,ﬂ') = k.F(ﬂ,’)JO (1 _ e—2,303g(,1)lc) Equation 10

Cette équation est valable quelque soit la concentration. Dans le cas de solution diluée, c’est-a-dire
e(A)lc faible, il est possible de simplifier I’équation 10 en utilisant le développement limité du terme
exponentiel :

202 _ 2,303&(A)lc s (2303g(A)c) 1)y (2,303¢(A)lc)"

Equation 11
I/ 2!/ n!

Ce qui donne :
(A A )=2303k1,(A)F(A)e(A)lc=kI,(A)F(A)e(A)lc Eaquation 12

en négligeant les termes d’ordre supérieur a 1.

Dans ce cas-la, les intensités de fluorescence /44, A’) sont proportionnelles a la concentration ¢, au
chemin optique /, et a I’intensité incidente /y(4). Le facteur de proportionnalité est une constante qui
integre le rendement quantique @5 de fluorescence et la constante d’appareil. Ainsi, la réponse de
fluorescence étant proportionnelle a I’intensité incidente, la spectroscopie de fluorescence est une
méthode trés sensible pour 1’analyse des milieux dilués, contrairement a la spectroscopie
d’absorbance. On peut ainsi mesurer la fluorescence de la MO naturelle pour des concentrations tres
faibles (Midorikawa et Tanoue, 1998).

II.B.1.b.ii Principe de mesure

La mesure de fluorescence est obtenue a 1’aide d’un spectrofluorimetre (HITACHI F4500) dont le
schéma de fontionnement est donné par la Figure 9.

Habituellement, la source de lumiere excitatrice est une lampe au xénon (Xe) associée a un
monochromateur. Une telle source peut émettre toute la gamme de longueurs d’onde allant de 200
nm a 850 nm environ. D’autres configurations de spectrofluorimeétre sont possibles. Une source laser
ou bien une diode électroluminescente, souvent appelée LED (Light Emitting Diode) peut remplacer
la source lumineuse. Le monochromateur d’excitation étant muni d’une fente de largeur réglable
permet de sélectionner une longueur d’onde d’excitation. En modifiant la position angulaire du
résceau de diffraction constituant le monochromateur, on change la longueur d’onde d’excitation
Aex envoyée sur cette fente. Les autres longueurs d’onde dispersées par le réseau de diffraction sont
arrétées par les bords métalliques de la fente.

Le faisceau lumineux divergent qui sort de la fente est ensuite transformé en faisceau paralléele par
une lentille divergente. Une partie de ce faisceau est envoyée sur une photodiode qui mesure en
permanence une intensité lumineuse proportionnelle a 1’intensité lumineuse regue par I’échantillon
situé dans une cuve en quartz.

Le volume de I’échantillon éclairé par le faisceau excitateur devient alors fluorescent et une faible
partie de I’émission fluorescente parvient a I’entrée du second monochromateur, appelé par la suite
monochromateur d’émission. La direction d’observation de la fluorescence est perpendiculaire au
faisceau d’excitation car, dans cette direction, I’intensité de la diffusion par les molécules du solvant
est minimale. Le monochromateur d’émission posséde également une fente de largeur réglable et un
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réseau de diffraction dont on peut modifier la position angulaire. Il faut noter que, dans une majorité
de spectrofluorimetres, les deux monochromateurs ont des caractéristiques identiques.

La fente de sortie du monochromateur d’émission laisse seulement passer la lumiére dont la
longueur d’onde correspond a Agy, longueur d’onde d’émission définie par le logiciel du
spectrofluorimétre.
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/:‘l Lo Monochromateur +
: s Selection des
te —__H___ d excitation
Jente A + longuenrs 4 onde
<>
11 A —————— "
™ Photo-diode Ordinateur
Acquisition
?L'ex des specttes
.
C}IVE.' u:up?iqwa Tube LI
Y+ échantitlon {photornultiplicatens)
| ?L'em
MMonochromateur
Chambre ohscire it

Figure 9: Principe du spectrofluorimeétre.
Les fléches représentent les faisceaux lumineux du chemin optique, les traits avec les bouts arrondis
représentent les liaisons entre les composants de I’appareil.

Le tube photomultiplicateur (PM) regoit la lumiére sortant du second monochromateur. Le réle dun
tube PM est de multiplier les électrons primaires (photo-¢électrons) engendrés par les photons, de
longueur d’onde Apy tombant sur la photocathode du tube PM. Les photo-électrons sont accélérés
par une tension de plusieurs centaines de volts et leur énergie cinétique permet de générer, par
collisions successives, un nombre croissant d’électrons arrachés aux dynodes qui constituent le tube
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PM. Le gain du tube PM dépend donc de la tension accélératrice appliquée a ses bornes.

Pour mesurer un spectre d’émission, on fixe la longueur d’onde d’excitation Agx pendant la variation
continue de la position angulaire du réseau de diffraction du second monochromateur, autrement dit
le balayage en longueurs d’onde d’émission. Ainsi, on obtient a chaque instant une valeur en sortie
du tube PM qui est ainsi divisée par la tension délivrée par la photodiode. Cela permet de
s’affranchir des variations d’intensité lumineuse de la source d’excitation.

Il existe une autre méthode dite du point arrété, pour mesurer un spectre d’émission. Elle consiste a
faire varier la valeur de Agy de fagon discontinue en fonction du temps et a mesurer la sortie du tube
PM (corrigée par celle de la photodiode) pendant la durée d’intégration ou Agy est fixe.

Le profil du spectre mesuré dépend bien évidemment des caractéristiques spectrales des fluorophores
et de leur concentration respective, mais aussi des parametres d’acquisition, a savoir : la largeur des
fente d’excitation et d’émission, la vitesse de balayage en longueur d’onde d’émission et le temps de
réponse.

La vitesse de balayage détermine la durée d’acquisition d’un spectre pour un intervalle spectral
d’émission donné. Si ’on souhaite obtenir une durée d’acquisition la plus faible possible, cela se
traduit par une vitesse de balayage élevée. Cela signifie que la durée d’exposition du tube PM aux
photons de longueur d’onde Agy est courte. Par conséquent, le nombre de photons regus par le tube
PM est faible. Dans le cas de signaux de fluorescence de faible intensité, une vitesse de balayage
¢levée n’est donc pas adaptée pour obtenir un spectre d’émission peu bruité.

En fait, le signal produit par le tube PM est envoy¢ dans un filtre passe-bas (ou intégrateur) qui est
totalement défini par son temps de réponse. La vitesse de balayage conditionne la valeur optimale du
temps de réponse. En effet, un temps de réponse trop petit implique une perte de signal issu du tube
PM.

A DPopposé, un temps de réponse trop grand entraine une déformation notable du spectre mesuré.
Cette déformation est particuliérement visible sur le profil de la raie de diffusion Rayleigh. La valeur
optimale de ce parametre est donc le compromis entre le spectre mesuré d’intensité maximale et la
déformation de spectre minimale.

Les largeurs de fente (excitation et €émission) ont une influence a la fois sur la largeur a mi-hauteur
de raies de diffusion et sur I’amplitude du spectre mesuré. Si [’on suppose qu’on augmente la largeur
de la fente d’excitation, il est évident que la quantité de photons excitateurs sera plus élevée et que le
spectre mesuré sera lui aussi plus intense. Dans le méme temps, le profil de la raie de diffusion
Rayleigh se sera ¢largi car celui-ci dépend, notamment, de la largeur des deux fentes. Ceci entraine
une perte de résolution spectrale : deux raies proches ne sont peu voire pas résolues si les largeurs de
fente sont trop importantes. La encore, il est important de trouver le bon compromis entre
I’amplitude du signal mesuré et la résolution spectrale.

La Figure 10 montre le passage du faisceau excitateur de longueur d’onde Agx (fléche en trait plein)
et quelques faisceaux de fluorescence émis par 1’échantillon (fleches en trait pointillé¢) de longueur
d’onde Agm.

La fléche en pointillé a droite représente la portion de 1’émission fluorescente recue par le tube PM
du fluorimetre.
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Figure 10: Passage des faisceaux d’excitation et d’émission de fluorescence dans la cuve de mesure

1I.B.1.b.iii Simple mesure de ’intensité en suivi environnemental

Les mesures de I’intensité de fluorescence en un point fixe (Agx, Aem) sont généralement utilisées
pour des mesures sur place ou in-situ (Vodacek et al., 1997 ; Tedetti et al., 2010). Initialement
utilisée pour des raisons techniques, cette méthode de mesure de fluorescence est encore appliquée
pour le suivi environnemental, car facile a mettre en oeuvre. Toutefois, les informations apportées
par ce type de mesure sont limitées si [’on tient compte du domaine spectral restreint observé.

La Figure 11 représente un exemple de I’information obtenue a 1’aide d’un spectrofluorimeétre
embarqué qui mesure 1’intensité de fluorescence pour une longueur d’onde d’excitation de 355 nm,
le long d’un estuaire. On observe une décroissance de la fluorescence en fonction de la salinité. Cette
variation semble dépendre de la saison. Il est toutefois difficile d’aller au dela de cette simple
interprétation, car la fluorescence mesurée ne donne pas d’information sur la composition de la
MON présente dans le milieu.
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Figure 11: Variations saisonniéres du coefficient d'absorption et de fluorescence de la MODC
(Chromophoric Dissolved Organic Matter) a 355 nm et en fonction de la salinité pour la riviére du Delaware
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jusqu'a la mer des Sargasses A et pour le MAB Shelf break (Vodacek et al., 1997)

Pour avoir des informations plus complétes sur les fluorophores présents en solution, il est
nécessaire d’observer plus de longueurs d’onde, ce qui est le cas des spectres de fluorescence 2D.

IL.B.1.c Spectres 2D (émission, excitation et synchrone)

En fixant une longueur d’onde d’excitation Azx et en mesurant I’intensité de fluorescence en fonction
de la longueur d’onde d’émission Az, on obtient un spectre d’émission de fluorescence 2D (Figure
12) (Ryan et Weber, 1982). Les spectres d’excitation quant a eux sont obtenus en fixant la longueur
d’onde d’émission Agy et en balayant les longueurs d’onde d’excitation Agy (Ghosh, 1980, Mafra et
al., 2007). Pour les spectres synchrones, les longueurs d’onde d’excitation Agy et d’émission Az
varient simultanement avec une différence définie le plus souvent par : 4A41=Agy-Aex (Lloyd, 1971 ;
Vo-Dinh, 1981 ; Galapate et al., 1998 ; Peuravuori et al., 2002 ; Reynolds, 2003 ; Fuentes et al.,
2006 ; Hua et al., 2007 ; Yang et al., 2008), et parfois par une fonction reliant Az, et Azyx.

Intensité de fluorescence

T T rrr1 I L L L I 1T T T 17T 17T 17T T1TT |
350 400 450 500 550 B00
Longueur d’onde

il

Figure 12: Exemple de spectre 2D d’émission pour I’AH extrait
a Apx=350 nm avec Agy variant de 300 a 600 nm.

II.B.1.d Matrice de fluorescence 3D

La méthode revient a construire une matrice d’intensité de fluorescence a partir des spectres
d’émission (excitation) mesurés a différentes longueurs d’onde d’excitation (émission)
respectivement. Par la suite, on peut représenter la matrice d’excitation et d’émission de
fluorescence (MEEF) sous forme d’image en fausses couleurs ou bien sous forme de carte
d’intensités symbolisées par des courbes de niveaux (Figure 13, a). Cette matrice est aussi appelée
par certains auteurs le spectre de luminescence ou fluorescence totale (Plaza et al., 2005).

Bien évidemment, une MEEF contient, par construction, 1’ensemble des spectres d’émission pour
différentes longueurs d’onde d’excitation, mais également des spectres d’excitation et des spectres
synchrones tels qu’ils ont ét¢ définis. Ceci est illustré par la Figure 13, qui montre un spectre
d’émission, un spectre d’excitation et un spectre synchrone extraits a partir d’'une MEEF.

Sur les MEEF, on observe systématiquement des intensités fortes a Appm=Agx et dans une moindre

mesure Apy = 2Agx. Ces signaux correspondent a la diffusion €lastique des OEM incidentes par les
molécules du solvant. Ce phénoméne est un phénomene physique inévitable qui est minimisé par
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une observation de la fluorescence a un angle de 90° par rapport au faisceau incident. Ce phénoméne

correspond a la diffusion Rayleigh.
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Figure 13: Exemple de la relation entre les spectres 2D
et une MEEF pour un échantillon de MON Suwannee
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Dans le méme temps, un autre phénomene physique se produit, la diffusion Raman, correspondant a
la collision inélastique d’un photon avec une molécule du solvant. Avec une intensité nettement plus
faible que celle de la diffusion Rayleigh, les longueurs d’onde de diffusion Raman obéissent a
I’équation suivante :

= Equation 13

avec E,;, 1’énergie perdue par ’OEM incidente correspondant dans le cas de 1’eau a 1’énergie de
vibration. Ainsi, dans une MEEF, la diffusion Raman apparait comme une bande s’¢loignant de la
bande de la diffusion Rayleigh au fur et a mesure que la longueur d’onde d’émission augmente.
Contrairement a la diffusion Rayleigh, son intensit¢ diminue trés rapidement avec la longueur
d’onde d’émission.

I1.B.2 La fluorescence résolue en temps

Dans le chapitre précédent, nous avons vu un signal de fluorescence obtenu a partir d’une source
d’intensité constante au cours du temps. Dans ce cas, il n’est pas possible de déterminer le temps de
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relaxation de la fluorescence qui est un paramétre important pour caractériser un fluorophore. Pour
¢tudier les temps de vie des é€tats excités des molécules fluorescentes, il faut utiliser une source
d’excitation produisant un éclairement @(#) qui varie au cours du temps .

Dans ce qui suit, on suppose qu’il n’existe qu’un fluorophore caractérisé par un temps de vie de
fluorescence noté 7, durée pendant laquelle la molécule reste excitée dans 1’état S; (voir ILLA). A
chaque instant ¢, on a un nombre de molécules excitées N(z). La relation entre N(z) et @(?) est donnée
par I’équation différentielle suivante :

dN\t) NIt
dt( )+ ( )=d)(t) Equation 14

On compte deux techniques pour mesurer le temps de vie 7 de la fluorescence d’un fluorophore. La
premiere de ces techniques est la modulation d’amplitude qui utilise un éclairement @(z) variant de
facon sinumoidale. La seconde de ces techniques repose sur une source impulsionnelle.

I1.B.2.a Modulation d’amplitude (mesure de phase)

La premicre méthode courante est la modulation d’amplitude. Dans cette méthode, I’échantillon est
excité par une lumiére d'intensité modulée sinusoidalement avec une pulsation w. L’intensité
d’émission possede obligatoirement la méme fréquence. Cependant, I’intensité¢ d’émission modulée

est déphasée d’un angle ®. L’angle ¢ dépend du temps de vie 7. (Figure 14).
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Figure 14: Description des mesures de la modulation d’amplitude
Dans le cas présent, I’équation 12 est définie avec les grandeurs suivante :
®(t)=a+bsinax Equation 15
N(t)= A+ Bsin(ax - ) Equation 16

Le taux de modulation f, de I’excitation @(z) est défini par fy=b/a et le taux de modulation £, de la
fluorescence est égal a f;=B/A. En remplacant les expressions de @(z) et de N(?) dans 1’équation 12,
on obtient :
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d]:l,,t(t) — (a+bsinar)— A+ Bsin(wt - 9)
T

= wB cos(axt — @) Equation 17
Ceci implique que 4A=art.

On exprime le déphasage ¢(?) et le facteur de démodulation a en fonction de la pulsation @ (connue)
et du temps de vie 7 que I’on cherche a déterminer :

tang = @t Equation 18

g B B/A_ 1

B bla  i+(wr)

(=cos@) Equation 19

On déduit immédiatement les deux expressions possibles de 7 dépendant des ¢@et de o :

t ,
7= ang Equation 20
w
1-o’ ,
et 7= > Equation 21
o

Les valeurs du temps de vie 7 obtenues par ces deux expressions sont théoriquement identiques.
Cependant, pour les expériences réelles, ces deux expressions donnent des valeurs de 7 différentes en
raison des erreurs de mesure sur le déphasage ¢ et sur le facteur de démodulation a. Pour améliorer
la précision sur la mesure du temps de vie 7, on peut augmenter le nombre de mesures avec une
pulsation @ fixe, ou bien en faisant varier la pulsation @ dans un intervalle [w;, @;]. Habituellement,
pour mesurer un temps de vie 7 de 1’ordre de quelques nanosecondes, on utilise une fréquence de
modulation de I’ordre de 10 MHz (Rocha et al., 1999 ; He et al., 2001).

IL.B.2.b  Source impulsionnelle (LIF)

On appelle Ny le nombre de molécules excitées a 'instant =0 qui correspond a l’instant de
I’impulsion. En supposant que la durée de I’impulsion est négligeable par rapport a celle du
phénomene de fluorescence, le nombre N(?) de fluorophores excités a I’instant 7 :

dN(t)

& =—(y+k)N(t) Equation 22

Le coefficient y représente la proportion de fluorophores participant a 1’émission de fluorescence par
unité de temps alors que le coefficient £ est li¢ aux fluorophores non-émissifs. En effet, une partie de
I’énergie de 1’excitation est transformée en énergie non-radiative. L’intensité de fluorescence est
donc proportionnelle a la quantité de fluorophores N(t), on a donc :

I, =y N(t) Equation 23
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On définit le temps de vie 7 de fluorescence tel que :

1

T=——
y+k

Equation 24

L’équation 22 devient donc :
N(t):No e =N,-e'” Equation 25

Bien évidemment, ce modéle de croissance de fluorescence est valable uniquement pour un
¢chantillon composé d’un seul fluorophore.

Cette technique permet de mesurer le temps de vie de fluorescence et donc de caractériser une
molécule autrement que par ses seuls spectres d’excitation et d’émission. Pour cette raison, la LIF
est aujourd’hui considérée comme un outil complémentaire rapide et non-destructif pour I’analyse de
la matiere organique naturelle (Donard et al., 1989 ; Pant, 2001 ; Xiao et al., 2006 ; Duan et al.,
2006 ; Milori et al., 2006 ; Navin et al., 2006 ; Gonzalez-Pérez et al., 2007).

I.C Dépendances physico-chimiques de la fluorescence

Des paramétres physiques et chimiques ont une influence sur le phénoméne de fluorescence tels que
la température, la viscosité, la photolyse, le pH, la force ionique, la nature des auxochromes, les
propriétés diélectriques du solvant. La préparation de I’échantillon et son conditionnement sont
¢galement des facteurs importants dont il faut tenir compte. Pour obtenir des mesures de
fluorescence fiables et comparables, il est nécessaire de connaitre et de maitriser tous ces parameétres.

II.C.1 Parameétres physico-chimiques (pH, auxochrome, TS solvants,

photolyse)
II.C.1.a pH

Le potentiel hydrogene (pH) est un parametre important qui peut changer la forme chimique des
fluorophore. En effet, en milieu acide, le fluorophore est sous forme protonée, alors qu’il est sous
forme déprotonée en milieu basique. Ces deux formes possedent des énergies moléculaires
différentes qui entrainent des spectres d’absorbance et de fluorescence différents. On peut traduire ce
phénomeéne en exprimant I’intensité de fluorescence dans un milieu dilué par I’équation suivante :

LAY =1,k e ()4, |F ()+k e ()4, |F (X))  Equation26

OH~

Avec en indice H' et OH pour les formes protonée et déprotonée respectivement, et &’ la constante
incluant le rendement quantique des espéces, F' le spectre de fluorescence, & le coefficient
d’extinction molaire, /y(4) ’intensité d’excitation, / le chemin optique et /4] la concentration en
fluorophores.

La Figure 15 montre ’effet du pH sur le parameétre €. Le passage de la forme protonée a la forme
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déprotonée est confirmé par le point isobestique®. Ainsi, le changement d’absorbance influence
¢galement les mesures de fluorescence. La Figure 16 montre clairement ’influence du pH sur la
fluorescence d’un échantillon de AH (Trubetskaya et al., 2002). L’intensité de fluorescence mesurée
de 350 nm a 600 nm pour une excitation 340 nm est de 125, 250 et 325 pour des pH de 2, 13 et 6,5
respectivement.

Ces changements d’intensité peuvent provoquer des erreurs trés importantes pendant les mesures.
Par conséquent, pour pouvoir comparer les spectres de fluorescence d’échantillons issus de
différents environnements, il est indispensable que le pH soit contrélé et au minimum signalé dans
les données de publications.

A
= ~ g =
e~

PP P EEEL IR EE
Lotsueur dende (nm)
Figure 15: Le changement courbes d'absorbances de vert de bromocrésol en fonction du pH (ligne jaune : pH

acide ; ligne verte : pH intermédiaire ; ligne bleue : pH basique)
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Figure 16: Le changement des spectres de fluorescence (b) en fonction du pH (Trubetskaya et al., 2002)

I11.C.1.b  Groupements auxochromes

Les groupements auxochromes sont des groupes fonctionnels qui n'absorbent pas la longueur d’onde
d’excitation mais dont la proximité avec un chromophore ou un fluorophore modifie les propriétés
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optiques de ce dernier. Les électrons non partagés des groupes appelés auxochromes peuvent se
coupler aux groupements chromophores et ainsi influencer la réaction des molécules vis-a-vis des
longueurs d’onde d’excitation. C’est donc ['origine des différences entre les intensités de
fluorescence des composés présentant la méme structure de base. Dans une certaine mesure, des
modifications notables observées sur différentes MEEF permettent de distinguer différentes origines
(terrestre, marine, cdtiere) de la MON (Coble, 1996 ; Yamashita et Tanoue, 2003, 2004 ; Jaffé, 1995,
2004 ; Shirshova et al., 2009).

II.C.1.c Température

La température influence le mouvement moléculaire. Elle modifie donc le phénomene de
fluorescence car elle augmente les collisions entre les molécules et donc la probabilité d’atténuation
de la fluorescence. De plus, une augmentation de température implique une possibilité accrue du
mouvement vibrationnel interne favorisant aussi la conversion interne non-radiative (Lakowicz,
1983). Dans les deux cas, il s’agit du phénomene de quenching dii & un paramétre physique, en
particulier la température. Afin d’obtenir des données de fluorescence fiables, une température stable
est nécessaire. Au cours de nos mesures, la température des échantillons est stabilisée a 20°C =+
0,1°C a I’aide d’une circulation d’eau passant dans un bain-marie.

II.C.1.d  Les effets du solvant

Dans le milieu aqueux, la molécule d’eau est a 1’origine de la diffusion Rayleigh et de la diffusion
Raman. Les signaux diis a ces phénomenes peuvent €tre intenses par rapport aux spectres de
fluorescence (II.B.1.d). De plus, I’eau absorbe particulierement les longueurs d’onde d’excitation
inférieures a 250 nm.

II.C.1.e Photolyse

La photolyse est une réaction qui se produit a partir des molécules excitées par un photon. Elle peut
faire décroitre l'intensité de la fluorescence dans le temps (Del Vecchio & Blough, 2002). Ce
phénomeéne introduit un risque de décomposition dans les mesures de fluorescence. Plusieurs
paramétres (principalement les UV et les oxydants) peuvent causer ce phénomene (Vodacek et al.,
1997). En conséquence, un stockage d’échantillons dans 1’obscurité et une étape de dégazage a
I’azote sont nécessaires dans la procédure de préparation des échantillons avant chaque mesure
spectroscopique. En éliminant 1’oxygene dans la solution, I’échantillon n’est plus soumis au
phénomeéne de photo-dégradation pendant la mesure de spectre.

II.C.2 « Quenchers »

Certains €éléments, appelés « quenchers », diminuent 1’intensité ou le temps de vie de la fluorescence
de I’échantillon en favorisant la désexcitation des molécules. L’oxygene, les nitrates et certains
métaux sont des quenchers connus. Il est important de savoir si, dans un échantillon, ces composés
sont présents et en quelle concentration pour pouvoir interpréter les signaux de fluorescence
correspondante.
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I1.C.2.a Oxygene

Soumis & une excitation lumineuse, I’oxygéne peut se transformer en oxygene singulé ('O,) a partir
de I’oxygene triplet (°O,). En présence d’oxygéne, une molécule fluorescente a 1’état excité transfére
de ’énergie 4 *O, au lieu de produire une transition radiative. Ceci entraine une diminution de la
fluorescence, ce qui est pénalisant pour toutes les analyses quantitatives de la MON liées a la
concentration de fluorophores (Zepp, 1988 ; Hessler et al., 1996 ; Holst et al., 1997).

L’oxygene et son rdle sur l'extinction de luminescence ont été étudiés trés tot par de nombreux
auteurs (Kautsky, 1939 ; Weber & Lakowicz, 1973 ; Vanderkooi et Wilson, 1986 ; P. Hartmann et
al., 1995).

IL.C.2.b Meétaux

Des métaux présents dans une solution sont également a 1’origine de changement de ’intensité de
fluorescence. Les métaux sont des complexants de la MON. Un complexe MON-métal peut avoir un
rendement quantique de fluorescence différent de celui de la MON non complexée. En conséquence,
I’intensité de fluorescence peut diminuer ou augmenter en fonction du métal complexant (Saar &
Weber, 1980 ; Senesi, 1990 ; Zhao & Nelson, 2005 ; Mellace et al., 2006 ; Lee et al., 2007 ; Lavrik
et Mulloev, 2010).

Cette propriété est d'ailleurs utilisée dans la technique de quenching de fluorescence pour
caractériser les propriétés de complexation de la matiére organique fluorescente.
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Chapitre I11.
MOD et spectroscopie :
traitement du signal



La pliipart des personnes un peu versées dans I’Optique,
cavent qu’il y a fort longtemps qu’on cultive cette partie des Mathématiques mixtes

- Pierre Bouguer
On ne peut se passer d 'une méthode pour se mettre en quéte de la vérité des chose.

- René Descartes



La spectroscopie de fluorescence est une technique utilisée depuis de nombreuses années qui montre
un développement grandissant depuis 1996 avec 1’apparition de matrice de fluorescence 3D et la
mise au point de sources d’excitation d’UV a faible énergie et de détecteurs miniaturisés (Coble
1996). Les développements actuels se font principalement sur le traitement des données de
fluorescence.

Dans un premier temps, limité par la technique, les premiéres mesures étaient en 1 dimension : une
Aex et un Agm. Dans ce cas de figure, un échantillon est représenté par une seule valeur, en unité
arbitraire, mesurée a une longueur d’onde d’excitation et a une longueur d’onde d’émission. Cette
valeur comprend 1’ensemble des réponses des fluorophores présents dans échantillon. Ainsi,
I’interprétation est difficile si les échantillons sont trop différents ou complexes. En sélectionnant
plusieurs longueurs d'onde d'excitation il est possible d'obtenir plus d’informations, on construit
alors un spectre d’excitation de fluorescence. Les spectres en 2 dimensions montrent ainsi
I’évolution de Dl’intensité de fluorescence pour une gamme de longueurs d’onde d’émission. En
observant la réponse de fluorescence a la fois pour une gamme de longueurs d’onde d’excitation et
pour une gamme de longueurs d’onde d’émission, on construit un spectre 3D de fluorescence qui
rassemble les longueurs d’onde d’excitation, les longueurs d’onde d’émission et I’intensité de
fluorescence dans une méme figure.

lll.LA Traitement des spectres d’émission

Suivant les différentes longueurs d’onde d’excitation choisies, les valeurs d’intensité et la forme des
spectres varient (Del Vecchio & Blough, 2002). De plus, pour une longueur d’onde d’excitation
choisie, les spectres d'émission de fluorescence varient d’un échantillon a I’autre, pour un méme site,
en fonction des parametres physico-chimiques comme le pH, la salinité, la profondeur, la
température, [’historique de la MON, etc. ce qui permet des interprétations sur la composition de la
MON ou les transformations qu’elle subit (Vodacek et al., 1997 ; Weber, 1988).

Les spectres d’excitation (Apm fixe, Agx variable) permettent d’analyser les propriétés de
complexation entre la MON et les métaux (Borissevitch, 1999 ; Elkins & Nelson, 2001). Ces
spectres sont utilisés a partir des années 1980 par K. Ghosh and M. Schnitzer (1980) pour analyser
des SH, puis, pour étudier leurs propriétés complexantes (Ghosh et al., 1981).

La technique synchrone (Asm=f(Aex)) est tout d’abord utilisée par Lloyd en 1971 (LLOYD et al.,
1971). Ensuite, elle est appliquée par exemple par Vo-dinh (VO-DINH , 1978 ; 1981) dans I’analyse
de mélange de composés organiques. Contenant généralement plus d’information que les spectres
d’excitation ou d’émission, elle a aussi été appliquée avec succes pour étudier diverses matieres
organiques naturelles dissoutes (Cabaniss, 1992 ; Miano and Senesi, 1992 ; De Souza Sierra et al.,
1994 ; Ferrari and Mingazzini, 1995 ; Kalbitz et al., 2000 ; Lu and Jaffé, 2001).

Paula Coble (1996) a rendu populaire la fluorescence 3D en géochimie environnementale en
introduisant la caractérisation des pics en fonction de leur origine. Ainsi, en pointant la présence de
pics sur une matrice de fluorescence, il devient vraisemblable de déterminer la composition en
fluorophores d’un échantillon a partir d’une simple mesure de fluorescence. Les positions les plus
fréquemment observées sont le pic A et le pic C qui sont reliés aux SH, le pic D et le pic E
correspondant probablement aux AF, le pic T et le pic N (ou nommé B suivant les auteurs) qui sont
associés a certaines protéines et enfin le pic M initialement attribué a une matiere organique
d’origine marine (Lochmuller and Saavedra, 1986 ; Coble et al. 1990, 1998 ; Blough and Del
Vecchio, 2002). De maniere générale, la méthode la plus fréquente pour observer ces pics est la
mesure de I’intensité de fluorescence a la position du maximum de pics pour un couple de longueurs
d’onde OLEM, }LEX) (Tableau 2)
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;‘vEX )VEM

(nm (nm)
275 310 Protéinique, type Tyrosine
275 340 Protéinique, type Tryptophane
260  380-460 Substances humiques
312 380-420 Substances humiques marines
350  420-480 Substances humiques

Tableau 2: Exemple de présentation des données de spectre 3D (Coble, 1996)

Noms des Pics

NZrw

lll.B Application de « peak-picking » aux MEEF

Avec les mesures 3D, les pics fluorescents apparaissent avec leur forme, leur position et leur
intensité de fluorescence (

Figure 17). Afin de comparer les valeurs entre des pics fluorescents, les maximums d'intensité liés a
ses longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont directement utilisés. Cette méthode d’analyse
de spectre de fluorescence, le "peak-picking", est utilisée tres tot (Cabaniss et Shuman, 1988) pour
déterminer le couple de longueurs d’onde d’excitation et d’émission optimum pour les mesures
d'extinction de fluorescence, couramment appelé quenching de fluorescence. Coble (1996) a utilisé
cette méthode sur un ensemble d'analyses avec des échantillons en provenant de différents
environnements aquatiques (rivieres, estuaires, cotieres, mers fermées, et océans). Différents pics ont
alors ét¢  déterminés comme le picM  (Apx/Agm= 312nm/380-420nm), pic C
(Aex/Aev=350nm/420-480nm), pic A (Agx/Apm=260nm/380-460nm), pic T (Agx/Apvm=275nm/340nm)
et pic B (Aex/Aem=275nm/310nm) en reliant la position du pic a l'origine de chaque composant
correspondant respectivement aux SH de type marin, aux SH de type terrestre, aux SH dans la
gamme d’UV, aux substances fluorescentes d’origine protéinique et aux substances d’origine
phytoplanctonique.

La position des maxima d’intensit¢ dans les MEEF est un outil direct pour caractériser les
composants fluorescents. D’autres nomenclatures que celle de Coble (1996) (

Figure 17) peuvent étre utilisées comme par exemple celle de Del Castillo (1999) (Figure 18) ou celle
de Parlanti (2000) avec les pics a, o’, B, v, et & (Figure 19) qui sont par contre moins courantes.
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Figure 17: Exemple de I’'image MEEF a Coble (1996)
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Figure 19: Exemple de ’'image MEEF a Parlanti (2000)

Dans la Figure 20 sont représentées les positions de pics observés par différents auteurs de 1996 a
2010 (Annexe 3 — Tableau des références « peak —picking » et PARAFAC). On observe dans un premier
temps qu’un groupe formé de maxima suit une relation linéaire de la longueur d’onde d’émission en
fonction de la longueur d’onde d’excitation a partir de Agx=300 nm. Les fluorophores appartenant a
ce groupe présentent donc un décalage de Stokes constant en longueur d'onde, indiquant une
structure électronique de [’état excité similaire. Un autre groupe de fluorophores présente une
émission de fluorescence aux alentours de 450 nm pour une excitation a 250 nm. Ce groupe-ci
rassemble des composés dont les structures électroniques sont proches, faisant penser a la
prédominance d’un méme type de fonction chimique fluorescente. Enfin, un troisiéme groupe
présente une émission de fluorescence de 250 a 400 nm pour une excitation de 200 ou 250 nm. Les
fluorophores appartenant a ce groupe semble a voir une structure électronique fondamentale
similaire donnant une gamme d’excitation (absorption) restreinte.

Cette présentation, non exhaustive, des divers résultats obtenus montre que le positionnement des
pics de fluorescence obé€it a certaines régles, mais sans permettre de séparer de manicre stricte les
différents fluorophores présents dans un échantillon. En effet, I’intensité de fluorescence a une
position donnée correspond a la contribution de I’ensemble des composants présents dans les
échantillons. De ce fait, dans un mélange, les maxima de fluorescence dépendent également de la
composition du mélange et non pas uniquement de I’importance d’un fluorophore. Par conséquent,
la position de chaque maximum peut étre influencée par les autres pics de fluorescence. Ainsi, il est
indispensable de séparer ces différentes contributions spectrales, d’une part pour caractériser chaque
composé, et d’autre part pour s’affranchir de la modification de la position des maxima (Matthews et
al., 1996 ; Del Castillo et Coble, 2000 ; Bengraine et Marhaba, 2003 ; Wu et al., 2003 ; Lepane et al.,
2003 ; Nagao et al., 2003 ; Hong et al., 2005 ; Kowalczuk et al., 2005 ; Mariot et al., 2007). Pour
cela, il faut recourir a un traitement mathématique particulier (Marhaba et al., 2003).
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Figure 20: Positions des maxima obtenus par la méthode peak-picking
Edouce : eau douce ; Esalée : eau salée ; PR, différents produits de référence.

Ces «pics » sont en fait la combinaison de plusieurs contributions pour un couple de longueur
d'onde d'excitation et d'émission donné. Pour mieux caractériser des composés, des traitements
mathématiques peuvent étre employés. Deux séparations de zones des pics se mettent en évidence
pour les longueurs d’onde d’émission de 275 nm a 375 nm et de 400 nm a 500 nm. Dans ces
longueurs d’onde d’émission, les pics sont séparés en haut et en bas dans les longueurs d’onde
d’excitation.

lll.C PARAFAC

Comme cela a déja été évoqué, les pics de fluorescence 3D sont superposés et ont une influence
mutuelle sur leur profil et donc sur la position de leur maximum. Dans le cas d'un échantillon peu
concentré en fluorophores, cette superposition est en fait une combinaison lin€aire de pics de
fluorescence propres a chaque fluorophore.

(/Iex 4 ﬂ’em I l Z 8 C (I) (/Iem ) Equation 27

En 1997, Bro a mis au point une méthode numérique permettant la séparation de ces différentes
contributions spectrales. Cette méthode est connue sous le nom de PARAFAC (PARAIllel FACtors
analysis). Elle est en fait inspirée d'un algorithme utilisé depuis 1970 dans le domaine de la
psychométrie (Luciani, 2007), algorithme dont le fondement mathématique est encore plus ancien
(Lasker, 1904 ; Hitchcock, 1927).

En quelques années, la méthode PARAFAC est devenue incontournable pour traiter des données

multidimensionnelles (Bro, 1999 ; Bro et Kiers, 2003). Stedmon et al. (2003) ont appliqué
PARAFAC aux MEEF pour analyser la MON, et ainsi, suivre sa production et sa dégradation dans
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I’environnement (Stedmon, Markager et Bro, 2003). Depuis ces travaux, l'application de PARAFAC
est devenu courante (Zepp et al., 2004 ; Stedmon et Markager, 2005 ; Cory et Mcknight, 2005 ;
Holbrook et al., 2006 ; Wang et al., 2007 ; Hunt et al, 2008 ; Luciani et al., 2008, 2009 ; Murphy et
al., 2008 ; Nie et al., 2008 ; Chen et Kenny, 2010 ; Chen et al., 2010 ; Gheorghiu et al., 2010).

III.C.1 Principe

PARAFAC est une méthode d’analyse de données basée sur un modéle trilinéaire. Cet algorithme
utilise un jeu de données, noté X, constitué¢ de I’ensemble des MEEF mesurées. Chaque élément x; ; ;
de X correspond a I’intensité de fluorescence du i-iéme échantillon obtenue pour la j-iéme longueur
d’onde d’émission et pour la k-iéme longueur d’onde d’excitation. Dans ce modéle trilinéaire, le jeu
de données X dépend de trois matrices A, B et C, appelées modes, dont les dimensions respectives
sont IxN, JXN et KxN avec N qui représente le nombre estimé de fluorophores, I le nombre
d'échantillon, J et K respectivement le nombre de longueurs d'émission et d'excitation mesurées. La
colonne a, de la matrice A contient les facteurs de fluorescence (produit des concentrations et du
rendement quantique) du fluorophore n pour les / échantillons. Les colonnes b, et c, représentent
respectivement le spectre d’émission (composé de J valeurs) et le spectre d’excitation (composé de
K valeurs) du fluorophore n. Si le jeu de données X vérifie exactement le modele trilinéaire, les
¢léments x; ; ; ont la forme suivante :

N
Vi, j,k Xijk = Zainbjnckn Equation 28

n=1

Dans le cas d'un jeu de données obtenues a partir de mesures de MEEF, il est extrémement rare que
X suive exactement le modeéle trilinéaire. Cela signifie donc qu'il existe un écart résiduel e;;x entre

I’intensité de fluorescence mesurée i« et le modele trilinéaire x; ;. On a alors :

N
Vi, j,k Xijx= zainbjnckn Te ik Equation 29
n=l

L’algorithme PARAFAC estime les trois matrices A, B et C a partir du jeu de données X en utilisant
habituellement la méthode ALS « Alternating Least Squares ». L'avantage de PARAFAC par rapport
a toutes les autres méthodes de séparation de contributions est sa capacité a calculer une solution
unique de matrices A, B et C, a une permutation quelconque de leurs colonnes pres.

Dans ce qui suit, nous rappelons briévement le principe de la méthode ALS. Dans un premier temps,
on initialise les matrices A, B et C avec des coefficients aléatoires. Ensuite, on estime
successivement ces trois matrices en utilisant les relations suivantes :

A= fa (BC) Equation 30
}?sz(A,;l) Equation 31
Cﬁ’=fc(ﬁ,l§’) Equation 32

36



On calcule I’écart quadratique e entre tous les Xijx et les x;jx calculés a partir des estimés 4, B
et ¢ des matrices A, BetC :

I J
e= Z Z Z (x,.,j,k - )Aci,j,k )z Equation 33

=l j=1 k=l

On recommence le calcul a partir du calcul des estimés des matrices A, B et C tant que la
convergence de 1’algorithme n'est pas atteinte, autrement dit, jusqu'a l'obtention d'un minimum de
I'écart quadratique e.

Il faut noter que 1’expression des fonctions fa, fp et fc fait appel a des notions d’algebre tensorielle
qui ne seront pas développées ici mais qui ont été présentées notamment par Bro (1997) et par
Luciani (2007).

Comme tout algorithme d’optimisation, I’algorithme ALS peut converger vers un minimum local de
I'écart quadratique e, ce qui implique que les matrices A, B et C sont mal estimées dans ce cas-la.
Une solution a ce type de difficulté consiste simplement a lancer plusieurs fois l'algorithme
PARAFAC avec de nouveaux coefficients aléatoires pour les matrices initiales A, B et C et a choisir
les matrices estimées 4, Bet Cassociées a l'écart quadratique e le plus faible. De plus, il est
indispensable que le nombre de MEEF mesurées soit au moins égal au nombre N de fluorophores.
En pratique, cette condition est aisément vérifiée puisque le nombre d'échantillons mesurés est
généralement treés supérieur au nombre N de fluorophores : cela permet d'améliorer la précision sur
les matrices estimées.

En fait, le principal probléme lié a I’utilisation du programme PARAFAC concerne le nombre N de
fluorophores qui doit étre choisi par 1’utilisateur. En effet, hormis le cas particulier de mélanges
synthétiques parfaitement connus, il est impossible de déterminer a priori le nombre de fluorophores
présents dans les échantillons de MON. 1l faut donc définir un critére pour estimer ce parametre N
dont dépend le modele trilinéaire. Ce point sera abordé dans le chapitre V.

III.C.2 Prétraitements

Avant d’appliquer la méthode PARAFAC aux MEEF mesurées, il est important de s’assurer que les
signaux de fluorescence 3D vérifient le modéle trilinéaire (Equation 28). Deux phénoménes
physiques viennent perturber la trilinéarité de ces signaux : il s’agit du phénomene de diffusion et de
I’effet d’écran interne. Dans ce qui suit, nous présentons quelques techniques qui permettent de
s’affranchir des effets non-linéaires de ces phénomenes physiques.

I1I1.C.2.a Diffusions

Dans la partie 11.B.1.d, nous avons présenté les deux phénomeénes physiques de diffusion élastique
(Rayleigh) et inélastique (Raman). Ces pics de diffusion, qui sont toujours présents dans les MEEF
mesurées, ne vérifient pas le modéle trilinéaire sur lequel est bas¢ PARAFAC : I’algorithme n’est
donc pas capable de séparer correctement les différentes contributions spectrales qui suivent cette loi
trilinéaire en présence de pics de diffusion qui ne la suivent pas. Il est donc nécessaire d’éliminer ces
signaux de diffusion avant d’appliquer PARAFAC a I’ensemble des MEEF.

Il existe plusieurs méthodes permettant de supprimer les raies de diffusion, en particulier, la méthode
décrite par Zepp (2004) qui offre de bonnes performances en termes de rapidité et de qualité de
filtrage sur la totalit¢ des MEEF traitées au cours de ce travail.

37



II1.C.2.» Effets d’écran

Puisque la méthode PARAFAC est applicable uniquement si 1’intensité de fluorescence vérifie le
modeéle trilinéaire de 1'Equation 28, il faut aussi prendre en compte le cas ou la concentration en
fluorophores devient importante. Pour des concentrations élevées, l’intensité de la lumiére
d’excitation décroissant de facon exponentielle, seul un faible pourcentage de 1’énergie d'excitation
atteint le volume de mesure : il s’agit de I’effet d’écran primaire (EEP). Il est également possible
qu’un fluorophore absorbe une partie de la fluorescence émise par un autre fluorophore : il s’agit
dans ce cas de I’effet d’écran secondaire (EES). Ces deux effets d’absorption constituent 1’effet
d’écran interne (EEI, ou Inner Filter Effect, I[FE dans la littérature internationale, Larsson et al.,
2007 ; Gu et Kenny, 2009).

Ayant des propriétés optiques trés variables, la MON peut produire un effet d’écran interne plus ou
moins important. Avant d'effectuer un certain nombre de mesures préalables, il est difficile voire
impossible de prévoir quelle sera I'importance de ’effet d’écran di a la MON. Dans la partie
suivante, nous décrivons deux approches possibles pour quantifier et pour éliminer cet effet d'écran.

I1.C.2.c Correction des effets d'écran par absorbance

En environnement, 1'effet d'écran est plus souvent corrigé en utilisant la mesure de 1'absorbance des
¢chantillons (Ohno, 2002 ; Stedmon et al., 2003 ; Murphy et al., 2006).

II1.C.2.c.i Principe
Selon la loi de Beer-Lambert (partie /1.B.1.a), I’absorbance est égale a :

I
A(ﬂ)zloglo(%jzg(ﬂ).l.c ou encore It (/1) — Io (/1) IO_AW

ou encore _ —A(A)Equation 1)
%(ﬂ))zl_wu) 1(1)=1,(4)10

(
A(A)= loglo([t (/1)

I1 est difficile de savoir si un échantillon est dans la zone de lin€arité de la fluorescence. Afin d'éviter
les effets d'écran, il est conseillé de diluer I'échantillon jusqu'a des valeurs d'absorbance définies par
les auteurs eux-mémes. Il n'y a pas de consensus sur les valeurs d’absorbance a atteindre car la zone
de linéarité de fluorescence dépend de la longueur d'onde considérée.

Toutefois, a partir du spectre d'absorbance, il est possible de corriger 1'effet non lin€aire (Stedmon
2003, Holbrook et al., 2006a). L’utilisation de cette méthode nécessite alors la mesure de
I'absorbance de 1'échantillon. Puis pour chaque longueur d’onde d’excitation, I’intensité de
fluorescence est corrigée par :

Ic=1p=1,.10 " (Equation CA)

II1.C.2.c.ii Limitations

Cette méthode est théoriquement correcte, mais souffre de la difficult¢ de mesurer correctement des
fortes absorbances, en particulier dans le domaine de 1'UV (Trubetskaya et al., 2002). En effet,
I’absorbance dans la zone d’UV est nettement plus importante que celle de la tone visible. Les
intensités de fluorescence dans la zone d’UV sont alors augmentées par la correction leur donnant un
poids plus grand. Cette augmentation peut entrainer des difficultés lors de l'interprétation des
signaux. Une sur-évaluation des composants dans la zone d’UV peut influencer toutes les
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contribution des autres composants dans [’ensemble du jeu de données.

Ayant montré que la méthode par dilution était aussi efficace que la correction par l'absorbance,
voire meilleure pour des échantillons concentrés (Luciani et al., 2009), ce travail utilise
systématiquement la méthode par dilution pour I'ensemble des corrections de 1'effet d'écran.

I11.C.2.d Correction des effets d’écran par dilution

Les méthodes les plus courantes sont la correction par I’absorbance (Stedmon et al., 2003) et la
correction par dilution (Luciani et al., 2009). La correction par 1’absorbance utilise 1’équation de
correction ci-dessus (Equation CA). La seconde méthode, basée sur un autre modéle numérique, a
¢été proposée par X. Luciani au cours de sa thése (2007).

La correction de I’effet d’écran nécessite un modele numérique qui prend en compte les parametres
physiques intervenant dans le processus de fluorescence d’un échantillon liquide contenu dans une
cuve en quartz. La Figure 5 montre une section horizontale de la cuve orientée suivant les directions
x et y dans laquelle se propage l'excitation lumineuse. En réalité, le faisceau d'excitation se propage
dans un volume de liquide d'épaisseur A, mais on suppose que l'intensité lumineuse ne dépend pas de
la direction z. La suite du raisonnement porte donc uniquement sur des surfaces plutot que sur des

volumes de liquide traversés par la lumiére. AY
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Figure 21: Modéle du passage lumineux dans I’espace (xyz).

On note A, la largeur du faisceau d’excitation de I'intensité excitatrice /y et A, la largeur effective du
détecteur. La zone d’émission est définie par l'intersection de la surface associée au faisceau
excitateur et celle du faisceau de fluorescence, qui est perpendiculaire au précédent et qui atteint le
détecteur. Cette zone se situe au centre de la cuvette et ses dimensions sont A, et A,.

Le modéle proposé par Luciani (2009) exprime I’intensité de fluorescence obtenue /3p (ﬂgx,/lem) en
fonction des coefficients d'absorption ¢, des rendements quantiques @, et des spectres d'émission
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normés % des N composants et de 1’intensité excitatrice /o:

ex em

]3D (ﬂ’ex ) ﬂ’em ) = ]OAX [Z an (ﬂ’ex )(I)n 7/” (ﬂ’em )je ’ e ’ Equatiﬂn 34

(A ) (Al

Enposantg=0,5et G, =1,A @, ,on peut regrouper tous les parametres constants ou inconnus liés

a ’effet d’écran. Dans l'expression finale du modéle, les termes &, représentent les coefficients
d’absorption molaires normés :

N N
I D (/lex ’ /lem ) = (Z Gncn gn (;i’ex )711 (/lem )jH e_g(c"g” Vs (o) Equation 35
n=l n=l1

On constate que le modele trilinéaire, défini par le terme entre parentheses, est multiplié par un
terme non-linéaire qui traduit l'influence de 1'effet d'écran interne (EEP et EES).

Dans le cas simple d'une solution pure contenant un seul produit, le spectre d'émission de
fluorescence est une fonction qui dépend de la longueur d'onde A, et de la concentration c.
L'expression précédente devient donc :

1,,(c)=G"ces" Equation 36

Ce modele a été validé dans le cas d'une solution contenant un seul fluorophore, la fluorescéine
(Luciani, 2007). Sa bonne adéquation avec les données expérimentales est illustrée par la Figure
23:
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Figure 22: Modélisation de I’effet d’écran sur la fluorescéine seule (Luciani, 2007)

1I1.C.2.d.i Application aux MEEF

Dans cette méthode, un seul instrument est utilisé au lieu de 2 pour la méthode utilisant 1'absorbance,
par contre I'échantillon est dilué¢ par un facteur p connu (habituellement égal a 2). Dans tous les cas,
le facteur de dilution p doit étre choisi suffisamment faible pour éviter de détériorer le rapport signal
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sur le bruit de la MEEF de I'échantillon dilué. Si le rapport des intensité de fluorescence des deux
MEEF diffeére du facteur de dilution p de facon significative, la simple comparaison d'un couple de
MEEF ("originale","diluée") permet de détecter rapidement un éventuel effet d'écran. On corrige
alors l'effet d'écran en appliquant la méthode décrite ci-apres.

I11.C.2.d.ii Principe

Comme le montre 1’ Z5, (C)=G”C€_g'c Equation 36, le modéle trilinéaire est multipli¢é par deux

termes non linéaires multiplicatifs, traduisant 1’influence de l'effet d’écran primaire (EEP) lié a
I’excitation et de l'effet d’écran secondaire (EES) li¢é a I’émission. Nous conservons le systeme
d’indices utilisé dans la section de PARAFAC : ainsi, l'indice i représente le numéro de 1’échantillon,
l'indice n celui du fluorophore, les indices j et k désignent respectivement les longueurs d’onde
d’émission et d’excitation. Par ailleurs, nous introduisons L(i, j, k) le terme linéaire du mode¢le et H(,
J, k) la déviation due a I’effet d’écran. L'intensité de fluorescence de I'échantillon i mesurée pour la
j-iéme longueur d'onde d'émission et pour la k-iéme longueur d'onde d'excitation peut s'exprimer
sous la forme suivante :

]3D(i,j’k)=L(i,j’k)H(i’j,k) Equation 37
Le facteur 4 représente une déviation pour 1’échantillon i :
N N
- He_gc" Wea(m) — ™ 2upmyr 0 ) Equation 38
n=1
ou m désigne l'indice d'une longueur d’onde soit d’excitation soit d’émission.
L’ Lyp (I’J’k) - L(Z’J’k)H(l’]’k) Equation 37 peut aussi s'écrire :
I3D(i’j’k):L(i’j’k)h(i’j)h(i’k) Equation 39

Par souci de simplification des notations, on considére que la correction de I'effet d'écran par dilution
s'applique au méme échantillon 7 : par conséquent, ’indice i est rendu muet. Nous notons donc

I, (J k ) pour la MEEF originale et I 3Dp (J Kk ) pour la MEEF  du méme échantillon dilué d'un
facteur p. On a donc :

I, (j. k) [ZG,, jHe senlihant) = 1, k)H (). k)

Equation 40

1
]3Dp J.k)= (ZG” ., n j(He glene, (k)+e,e, J))jp :lL(j,k)H(j,k)iEquation41

n=1 p

Apres résolution de ce systéme d'équations, on obtient l'expression de L(j, k) et de H(j, k) :

L(j, k) . Equation 42
Iy (J: k)
P
; -
et H(j, k)= (M} ! Equation 43
pI3Dp (]’ k)
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L’équation 43 permet de modéliser 1’effet d’écran qui affecte l'échantillon i. Si l'effet d'écran est
inexistant (ou négligeable), la déviation H(j,k) est une matrice dont les coefficients sont égaux a un
(ou treés proches de l'unité) et les MEEF de l'échantillon original et de l'échantillon dilué sont
(presque) identiques a un facteur p pres.

L'équation 42, quant a elle, permet de calculer directement le terme linéaire L(j,k) du modele, sans
calcul préalable de la déviation H(j,k). Le terme L(j,k) représente donc la MEEF de I'échantillon
corrigée de l'effet d'écran interne. Cela signifie que le terme L(j,k) est une grandeur trilinéaire qui
peut étre traitée par PARAFAC.

II1.C.2.d.iii Limitations

Cette méthode développée par X. Luciani (2008) permet de corriger l'effet d'écran interne d'un
échantillon (Luciani, 2007 et 2009). Cependant, la principale limitation de cette approche tient au
fait qu'elle nécessite la dilution de I'échantillon. En plus du temps exigée par la préparation et la
mesure de la MEEF dilué s'ajoutent des modifications physico-chimiques de 1'échantillon due a la
dilution, comme par exemple celle du pH, de la température, de la salinité, et de la quantité de gaz
dissous. Ceci peut éventuellement entrainer une modification notable de l'intensité de fluorescence.
Toutefois, il faut noter que ces modifications physico-chimiques peuvent avoir lieu dans un
environnement de type estuarien. D'autre part, il ne semble pas y avoir de solution autre que la
dilution de 1'échantillon qui est utilisé par de nombreux auteurs apparemment sans modification
sérieuses des propriétés optiques de 1’échantillon (Cory et Mcknight, 2005, Luciani et al., 2008,
2009).

III.C.3 Limitation due a la variabilité des spectres
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Figure 23: Positions des maxima obtenus par la méthode PARAFAC
Edouce : eau douce ; Esalée : eau salée ; PR, différents produits de référence.

Les pics historiques trouvés par PARAFAC sont rassemblés dans une MEEF (Figure 23) pour

montrer leur position de pic dans différents environnements (Annexe 3 — Tableau des références « peak
—picking » et PARAFAC). Ces positions de pics sont pointées par les maxima de chaque fluorophore.
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En comparant cette présentation avec celle du peak-picking (Figure 20), on voit que les pics dans les
longueurs d’onde d’excitation sont plus proches. Cependant, les différences entre les deux méthodes
ne sont pas importantes.

L'algorithme PARAFAC permet de séparer les différentes sources spectrales contenues dans les
MEEF a condition que celles-ci ne soient pas (ou plus) affectées par l'effet d'écran interne.
Cependant, quelle que soit la méthode de correction de l'effet d'écran appliquée aux MEEF mesurées,
il subsistera toujours une information inconnue liée a la variabilité des spectres d'excitation et
d'émission qui caractérisent les échantillons. Or, rappelons-le, PARAFAC est capable d'excellentes
performances uniquement si ces spectres sont communs a tous les échantillons. Si les variations du
profil des spectres sont suffisamment importantes entre deux groupes d'échantillons, par exemple,
PARAFAC et ses outils de diagnostic vont mettre en évidence la présence de fluorophores
supplémentaires. Dans le cas ou ses variations sont plus subtiles, aucun fluorophore supplémentaire
ne sera détecté. Cela signifie alors que les spectres calculés par PARAFAC correspondent a des
moyennes de spectres puisque les spectres des fluorophores "proches" d'un point de vue spectral ne
sont plus séparés. Cela implique aussi que les facteurs d'intensité associ€s a ces spectres "moyens"
seront entachés d'erreurs.

Malgré tout, le traitement de données PARAFAC appliqué sur des spectres de fluorescence de la
MOND permet de comparer les échantillons entre eux non plus seulement en mesurant un ou deux
pics grace a leur maximum de fluorescence (peak-picking par Coble, 1996), mais au travers des
signaux complets de luminescence des composants PARAFAC. Cela améliore les connaissances de
la MON en travaillant sur sa composition en fluorophores. Dans ce travail, PARAFAC a été
appliqué a différentes séries d'échantillons en provenance de divers environnements. En effet, afin de
connaitre les limites du domaine d'application de l'outil PARAFAC, une ¢tude de son comportement
face a des séries hétérogeénes a été mené en plus de I'é¢tude environnementale de chaque campagne de
prélevements. De plus, une utilisation originale de PARAFAC a été faite sur une expérience de
quenching de fluorescence montrant que PARAFAC n'est pas seulement un outil d'é¢tude
environnementale, mais aussi un outil de suivi moléculaire en laboratoire et qu'il est tout a fait
possible d'utiliser les composants PARAFAC comme informations dans 1'é¢tude des interactions
MOND-métaux traces. En effet, les propriétés complexantes de la MOND avec des métaux est un
des sujets d'actualité¢ (Seitz, 1981 ; Buffle, 1988 ; Mounier et al., 2010), car la réaction de la
complexation influence fortement la biodisponibilité, la mobilité et le transport des ions métalliques
(Stevenson, 1973 ; Senesi et al., 1990 ; Aldrich et al., 2002 ; Plaza et al., 2005). Parmi les méthodes
employées pour étudier ces propriétés, le quenching de fluorescence est une technique souvent
appliquée car rapide et facile a mettre en ceuvre pour qui posséde un spectrofluorimétre (Ryan &
Weber, 1982 ; Cabaniss & Shuman, 1986, 1988 ; Senesi et al., 1992, 1994 ; Cabaniss & Shuman,
1986, 1988a,b,c, 1990 ; Cabaniss, 1992 ; Luster et al., 1996, Fukushima et al., 1997 ; Hernandez et
al., 2006).
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Chapitre IV. Fluo 3D :
ubiquité ou diversité ?



C’est par [’expérience que progressent la science et [’art.

- Aristote



L’objectif de cette étude est une meilleure connaissance de la composition de la MON dans la nature,
et la comparaison de sa composition pour différents environnements naturels. Autrement dit, nous
nous intéressons a la composition de la MON des échantillons d’une méme campagne de
prélevement mais aussi des €chantillons de plusieurs campagnes d’'une méme catégorie de milieux
(eaux douce, sol, eaux salées, etc). La derniére étape de cette étude est donc le regroupement des
MEEF de tous ces échantillons. Ce regroupement est une nouvelle fagon d’interpréter la composition
globale de la MON en fonction de ses origines.

Une MEEF contient les informations de toutes les longueurs d’onde d’excitation et d’émission
acquises a la mesure et également les intensités correspondant aux longueurs d’onde obtenues par la
mesure. Elle montre une image globale de la MONF dans I’échantillon étudié. Cette image nous
permet de caractériser la MON sans perte d’information. Une des questions a la quelle nous tentons
de répondre est : les MEEF de la MON peuvent-elles décrire les caractéres de la MON en fonction
de chaque origine ?

Pour mener a bien cette étude, nous utilisons le logiciel PARAFAC qui permet de décomposer les
MEEF mesurées en contributions spectrales (spectres d'excitation et d'émission) de fluorophores
ainsi que l'importance relative de ces fluorophores.

Ce chapitre présente tous les jeux de données, les parametres d’acquisition des MEEF, I’élimination
des MEEF comportant des problemes des mesures aberrantes, le protocole d’utilisation de
PARAFAC, I"importance de corriger 1’effet d’écran, I’influence des hétérogénéités des MEEF de la
MON et enfin les résultats et leurs premieres interprétations.

IV.A  Jeux de données (origines, proportions, pH d’origine, Fl)

Les données sont rassemblées a partir des projets d’environnement du laboratoire PROTEE et de ses
collaborations. Ces projets font partie d’études sur les eaux de mer (EM), les eaux douces (ED, de
rivieres, de sources ou de nappes), les eaux de sol (ES), les eaux cotieres (EC), les eaux extraites (EE)
et les eaux interstitielles de sédiments (EI).

Les prélevements des échantillons demandent des protocoles rigoureux pour éviter les
contaminations. Les protocoles sont différents selon les milieux.

Les échantillons de la MON des milieux aquatiques (EM, ED, ES, EC, EE et EI) sont tous prélevés
et filtrés sur les sites d’études a 1’aide d’un filtre en verre (les filtres en verre sont lavés et brulés
préalablement pour éviter la contamination de carbone) ou sans étre filtrés (selon la concentration de
COD estimée) avant d’€tre placés dans des tubes en verre lavés a 1’acide nitrique de 10%, a ’eau
MilliQ et brulé a 490°C pendant 12 heures afin d’éviter les pollutions carboniques. Apres les
prélévements, les échantillons sont empoisonnés par 0.1 mol.L™' d’azide de sodium (NaNj) et sont
gardés dans D’obscurit¢ et au froid jusqu’au moment de la mesure pour éviter les effets
micro-biologiques, d’oxydation et de photolyse qui peuvent modifier les informations spectrales de
MEEF. Les pH et les forces ioniques sont conservés a condition naturelle.

Les échantillons des extraits de sol ou de sédiment (EE) sont obtenus dans le laboratoire a partir des
solides prétraités (séchage, séparation par densité, conservation dans [’obscurité et au froid) avec de
I’acide ou de la soude selon le pH de I’extration pour récupérer I’AH, I’AF ou les SH totales. Les
mélanges solides/liquides sont placés sous agitation pendant 12 heures pour que les solvants aient
suffisamment de temps pour retirer la MON de la phase solide. Une séparation par filtration ou par
centrifugation est réalisée pour récupérer la phase liquide qui contient la MON extraite.
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Noln.l de Nom de mission Durée d'analyse Nombre de Nrombrf.: de ',Nomb‘re Nombre
milieu campagnes répertoires d'échantillons de MEEF
Croatie 2008 03-07/2008 2 2 16 32
Eaux Croatie 2009 07/2009 2 1 84 168
cdtieres Rade de Toulon 2009 06/2009 1 1 17 34
Eaux de mer
DYCOMED 04/2008-05/2009 9 9 131 262
Eatx de mer MARSECO 1 02/2010 1 1 12 24
MARSECO 2 03/2010 1 1 10 20
MARSECO 3 04/2010 1 1 19 38
Brésil SGC 2007 03/2010 2 2 69 138
Brésil SGC 2008" 05/2008 1 1 56 112
Eaux de sol | Brésil LINS 071219 19-12-07 1 1 35 70
Brésil LINS 080430 30-04-08 1 1 42 84
Brésil LINS 090616 16-06-09 1 1 42 84
BasVar 2008 01-05/2008 3 3 59 118
BasVar 2009 03/2009 1 1 36 72
BasVar 2009 Hebdo 01-04/2009 9 1 45 90
Bosnie 2009 07/2009 1 1 10 20
Brésil SGC 2009 06/2009 1 1 65 130
Eaux douces Cameroun 2008 03-07/2008 1 1 63 126
Croatie grottes 2008 07/2008 1 1 24 48
Croatie grottes 2009 06/2009 1 1 19 38
Croatie grottes 2010 07/2010 1 1 9 18
GIRAC 09-11/2009 3 1 81 162
Norvege Aurora 2010 02/2010 1 1 29 58
Toulon Tunisie (TT
ARCUS 2015) : 02/2010 ! ! A7 94
o Brésil LBI;I_SOSI CLE6G | 1512007-06/2009 1 1 13 26
Brésil LII\E) ST et E66 06/2010 1 1 118 236
Croatie-l\/][Ez}rina 2010 02/2010 1 1 11 0P
interli?iliitzlles Croatzlf) 11\(/)[";§ln8ka 03/2010 1 1 10 20
" s mtonttclles. | 2 ! 1 93 186
Total: 51 41 1265 2530
Total appliqué (Total-*-#) : 49 38 1146 2292

B . . . . . o
* et” : missions non prises en compte par la suite pour des raisons techniques de compatibilité.

45

Tableau 3: Tableau des missions appliquées aux mesures de MEEF




Les eaux de sol (ES) sont prélevées avec un systeme de bougie poreuse insérée dans le sol qui
contient de 1’eau en équilibre avec celle du sol. Ces eaux sont filtrées et stokées comme dans le
protocole pour les échantillons liquides expliqué précédemment.

Les eaux interstitielles (EI) de sédiments sont retirées a partir de sa colonne de sédiment qui était
conservée sans contact avec ’oxygéne jusqu’au laboratoire. Les mélanges eaux-sédiments sont
prélevés a deux profondeurs, soit 20 mm soit 50 mm. Chaque tranche est séparée par centrifugation
de 15 min a 4000 tour.min".

Les missions sont classées en fonction de leur milieu incluant les noms des missions, comme par
exemple : DYCOMED, Rade de Toulon 2009 EDM, BasVar (2008, 2009 et 2009 Hebdo), Bosnie
2009, Croatie Grotte (2008, 2009), Croatie (2008, 2009), Brésil 2010, Brésil LINS SI et E66
(2007-2010), Rade de Toulon 2009 EIS, etc. (Tableau 3).

Pour mieux comprendre les catégories de ces missions et la MON contenue dans les études, certains
sites de prélevements sont décrits ci-dessous.

IV.A.1 Croatie estuaire (EC) et ses eaux interstitielles de sédiment (El)

L’estuaire de la riviere Krka se situe a 1’est de la mer Adriatique, en face de la cote est de 1’Italie. La
rivicre Krka améne une grande quantité¢ d’eau douce dans la mer Adriatique et par conséquent a
toute la mer Méditerranée. Bien qu’il y ait peu de pollution le long de la riviére, cet estuaire est
entouré¢ par des habitations, des activités touristiques et €également des transports commerciaux. La
qualité de I’eau dans cet estuaire intéresse les scientifiques depuis de nombreuses années (Garnier et
al., 2004 ; Louis et al., 2008). La collaboration avec l’institut Ruder Boskovi¢ (Croatie) permet
I’acces sur ce site et donc les analyses de cet environnement estuarien.

Dans cette étude, trois points sont choisis pour comparer les résultats entre eux (Figure 24). Le
premier point de ces trois sites (Figure 24, point 1) représente la masse d’eau douce dans la rivicre
Krka avant la rentrée dans I’estuaire. Ce site est choisi avant la dernieére chute d’eau pour éviter la
possibilit¢ d’un mélange avec I’eau de mer. Deux points de prélevements (« Martinska » et
« SibenikHarbour » = « Marina ») se situent dans I’estuaire et sont étudiés chacun sur la colonne
avec un profil vertical pour mieux comprendre les influences des activités humaines sur la MON
dans cet estuaire. Le point 3 €loigné de I’estuaire est situé¢ entre deux iles afin d’éviter I’influence
directe de ’estuaire. Les point 1 et 3 sont des témoins de comparaison.

Les prélevements en profondeur sont réalisés manuellement par un plongeur. Chaque flacon
(prétraité et vidé) est ouvert a la profondeur de prélevement afin que 1’eau d’échantillon remplisse ce
flacon. Les flacons sont bouchés avant d’étre amenés en surface. Les empoisonnement et les
filtrations sont faits une fois les flacons arrivés en surface. Les échantillons sont gardés dans
I’obscurité et au froid jusqu’en France pour les mesures de fluorescence.

Les eaux intersititielles de sédiment sont prélevées et stokées suivant le protocle standard. Au lieu de
prélever avec des machines spéciales, les sédiments d’estuaire Krka sont prélevés par plongeur.
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A 3 (5
Figure 24: Plan des sites de prélévement du projet Croatie estuaire
1 — site de I’eau douce de la riviére Krka, 2 — site des colonnes d’eau dans un profil de I’estuaire Krka, 3 — site de I’eau de mer.
Point 1 (coordonnées GPS : 43°48°12.42 N, 15°58°18.48 E) est dans la riviére Krka avant la derniére chute d’eau avant rentrer dans
I’estuaire. Il représente une masse d’eau douce en train de joindre dans la mer ;
Point 2a (coordonnées GPS : 43°44°07.92 N, 15°52°39.61 E) correspondant a une site de mélange par 1’eau douce de riviere et I’eau
de mer, se situe 4 coté de la station scientifique marine “Martinska” (Institut Ruder Boskovi¢) en face du village Sibenik town; Point
2b (coordonnées GPS : 43°43°09.73 N, 15°53°57.04 E) est un site touristique avec la présence de beaucoup d’activités humaines;
Point 3 (coordonnées GPS : 43°42°44.88 N, 15°47°43.98 E) représentant une référence de masse d’eau de mer est un point dans la mer
sans I’influence directe de I’estuaire.

Pendant les années 2008 et 2009, deux campagnes de prélevements de 1’eau de mer sont réalisées.
Les eaux interstitielles de sédiment sont prélevées lors d'une campagne en février 2010. Les mesures
de fluorescence sont faites sur tous ces échantillons. Ces échantillons sont classés dans les catégories
du milieu des eaux cotieres (EC).

IV.A.2 Rade de Toulon (EM)

L’¢tude des eaux de mer dans la rade de Toulon a pour objectif de comprendre les influences
anthropogéniques sur les communautés microbiologiques ou phytoplanctoniques. La rade de Toulon
est une rade naturellement fermée par sa condition géographique. Elle contient de nombreuses
activités humaines telles que le port de Toulon, le port militaire, les transports communs en bateau
concentrés plutot dans la petite rade, certaines activités aqua-sportives (ex.: péches, peignades,
plongés) dans la grande rade ainsi qu’une activité de transport longue distance. Les analyses de la
MON par la fluorescence sont des informations complémentaires nécessaires pour ce projet.

Les 14 points de prélevements sont choisis en partant de la grande rade vers la petite rade (Figure 25).
Les points 8 et 13 sont prélevés a 3 profondeurs jusqu’a 8 m, filtrés sur un filtre de 0,45pm,
empoisonnés et conservés apres filtration dans des flacons prétraités. Dans cette étude, 17
¢chantillons sont prélevés et mesurés, puis classés dans le milieu des eaux EI salées.
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Points 13 et 8 -> 3 profondeurs

Figure 25: Site des prélévements de I’eau de mer dans la rade de Toulon
IV.A.3 DYCOMED (EM)

Le projet DYCOMED (Dynamics of organic carbon in the Mediterranean Sea) est le fait d’une
collaboration entre 1’Ifremer et 1’observatoire océanologie a Villefranche sur mer (LOV). 1l est basé¢
sur le sitt DYFAMED (Dynamics of Atmospheric Fluxes in the Mediterranean Sea) situé¢ dans la
zone centrale du basin Ligurian (43°25°N, 7°52” E) au nord-ouest de la mer Méditerranée (Figure 26).
Ce site est dans une zone séparée des cdtes en raison du circuit d’eau ligurien (Figure 26, fleches
bleues).

© 1: DYFAMED j (S
@ 2: CAP FERRAT P
' {5
| } 2\

— P -
Figure 26: Location du site DYFAMED

Ce courant coupe le contact entre le sitt DYFAMED et le site cotier CAP FERRAT par un rapide
changement horizontal de densité de matiere (Lévy et al., 1998; Sournia et al., 1990; Niewiadomska
et al., 2008) et il n’y a pas de grande masse d’eau douce apportée dans le bassin (Copin-Montégut,
1988). En conséquence, I’influence coticre est négligeable la plupart de temps en ce point (Avril et
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al., 2002).

Ces caractéristiques particulieres du site DYFAMED permettent d’analyser une colonne d’eau de
mer ouverte jusqu’a 2200 m de profondeur afin de connaitre la distribution et le role de la MON
suivant la profondeur.

Les échantillons de ce projet sont prélevés par 12 bouteilles
Niskin attachées ensemble (Figure 27). Ces bouteilles sont
plongées jusqu’a 2200 m de profondeur. Chaque bouteille
est remplie a une profondeur d’analyse prédéfinie soit 12
profondeurs. Les profondeurs sont choisies autour de -3 m,
-10 m, -30 m, -50 m, -100 m, -200 m, -400 m, -600 m, -1000
m, -1500 m, -2000 m et -2200 m. Des variations de
profondeurs sont réalisées pour mieux observer des
modifications dynamiques de la MON. Une sonde in-situ
attachée avec les bouteilles Niskin mesure les parameétres
physico-chimiques (pH, température, salinité, etc).

Les échantillons sont transmis sans étre filtrés dans les tubes
lavés et brulés. Ils sont empoisonnés et stockés comme
expliqué précédemment. Ces échantillons contenant peu de
particules ne nécessitent pas de filtration.

Figure 27: Bouteilles Niskin attachées et lancées dans la mer sur le site DYFAMED

Les mesures de fluorescence sont faites pour 9 campagnes de prélévement qui couvrent les mois
d’avril a novembre 2008 et mai 2009. Un triplicat a été réalisé pour la campagne en octobre 2008.
131 MEEF sont obtenues au total, pour ce site. Ces échantillons sont également classés dans le
milieu des eaux de mer et le groupe des eaux salées.

IV.A.4 GIRAC (ED) et MARSECO (EM)

Les programmes MARSECO et GIRAC portent sur 1'é¢tude et le suivi des rejets urbains en milieu
cotier. Marseille étant la troisiéme plus grande ville de France, il a été prévu I'étude des rejets de la
station d'épuration de la ville sur les flux entrants (GIRAC) et sur leur devenir en mer (MARSECO).
GIRAC est un projet FUI qui analyse la qualité des rejets urbains composés des eaux fluviales, des
rejets de la station d'épuration et des fleuves Huveaune et Jarret (Figure 28). MARSECO est un
programme ANR qui étudie les mécanismes de dispersion au niveau des zones cdtieres de la région
de Marseille en analysant la qualité des eaux de mélange de l'exotoire de Cortiou. Les échantillons
d’eau ont subi le protocole de prélévement et de conservation des échantillons aquatiques avant
d’étre mesurés par spectrofluorimetrie. Ils correspondent a des prélévements en régime d'étiage et de
crue. Les prélévements sont faits selon un gradient de salinité permettant de suivre les phénoménes
de mélange.
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MARSECO

Figure 28: Plan des sites de prélévement du projet MARSECO (France).

IV.A.S Zone tropicale (Brésil)

1V.A.5.a Brésil SGC

Les échantillons du bassin du Rio Negro sont prélevés dans la ville Sao Gabriel (Brésil). Ces
prélevements sont autoris€és dans le cadre d’une collaboration entre le laboratoire PROTEE et
NUPEGEL (Ntcleo de Pesquisa em Geoquimica e Geofisica da Litosfera) pour étudier la qualité de
I’eau de riviere, le réle de la MON dans le cycle du carbone et la formation des sols.

Le prélévement des eaux de la riviére suit le protocole standard. Les filtrations sont faites par les
filtres avec un diametre de 0,77uM pour conserver le maximun de MOND.

Ces ¢chantillons sont classés dans le milieu des eaux douces et le groupe non-salé.

1IV.A.5.b Sao Gabriel (ES, Eau de sols tropicaux type podzols)

Dans le cadre de 1'étude des formations de sols de type podzol (Bardy et al., 2008), des prélévements
d'eau de sols ont été effectués a l'aide de lysimeétre. Les prélévements sont situés a proximité de la
ville de Sao Gabriel da Cachoeira (Brésil) sur un site podzolique pour lequel la toposéquence du sol
a ¢t¢ déterminée (Montes et al., 2007). Durant des périodes d'une semaine, des prélévements
quotidiens ont ét¢ effectués a différents niveaux de la toposéquence. Par succion, 1'eau est amenée
dans un flacon récepteur. Puis, elle est filtrée sur place et conditionnée pour une analyse ultérieure en
laboratoire. Ces échantillons sont classés dans le milieu des eaux de sol et le groupe des eaux
non-salées.
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IV.A.6 BasVar (ED, Eaux de nappe dans une zone tempérée)

Le Var, un fleuve important dans la région Provence Alpes Cotes d’Azur (PACA), représente un
grand volume d’eau qui sert potentiellement de source d’eau potable au département des
Alpes-Maritimes ou se situent les grandes villes de Nice, Cannes et Monaco. Le programme BaVar
financé par la région PACA et collaboré avec différents laboratoires publiques et privés tente de
tracer les différentes masses d'eau afin de comprendre le fonctionnement hydrologique des nappes
phréatiques en présence des différentes formations géologiques contrastées qui se trouvent autour du
fleuve et des nappes,. Parmi les parametres a I'é¢tude, la fluorescence de la matiere organique dissoute
combinée a 1’analyse des éléments métalliques traces est I'un des plus prometteurs.

Les préléevements sont faits en différents points au long de 24 km en amont de I'embouchure jusqu’a
la mer comme indiqué sur la carte (Figure 29). Les échantillons de nappe sont choisis selon leur
situation a droite ou a gauche de la riviere ou encore la formation particuliére de source comme les
poudingues. Des sources karstiques sont également prélevées pour les comparer avec les autres types
de sites.

Les mesures de fluorescence sont appliquées sur 13 campagnes dont 3 campagnes de janvier a mai
2008, 1 en mars 2009 et 9 campagnes en suivi hebdomadaire sur 4 points d’intérét. Ces prélévements
sont considérés comme représentant des eaux douces continentales a faible conductivité.

Points de prélévements Géologie :

<& Nappe alluviale rive droite ... [ Alluvions récentes
| MNappe alluviale rive gauche
O Poudingue e ] Poudingue

| Calcaire

- .

A Source karstigue
M Eau de Surface

Figure 29: Plan des sites de prélévement du projet BasVar
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IV.A.7 Bosnie (ED)

Les prélevements effectués en 2009 en Bosnie sont effectués le long du parcours d'une petite riviere
alimentée par de nombreuses sources aux propriétés physico-chimiques trés contrastées. Les mesures
de fluorescence sont en complément des analyses pour le suivi de cette riviere. Le type de maticre
organique, bien que continentale, a également une composition contrastée. En particulier, il est
attendu une corrélation entre la MON et la concentration en arsenic (As) de ces eaux
particulierement chargées. Ces échantillons représentent des eaux continentales de zone tempérée a
faible conductivité.

IV.A.8 Grottes croates (ED)

Des échantillons provenant de grottes croates ont été¢ prélevés en 2009. Dans ces grottes, la
profondeur des nappes peut atteindre plusieurs dizaines de meétres. Le fond de ces systémes
karstiques est en contact avec l'eau de mer et montre une salinité croissante dépendant
principalement des apports en eau douce du systeme de surface. Les eaux de ces grottes sont
particuliérement stratifiées. A l'aide de plongeurs, il a été possible de prélever a plusieurs
profondeurs des échantillons d'eau pour des analyses physico-chimiques, et des mesures de
fluorescence 3D. Une fois prélevées, ces eaux sont empoisonnées, filtrées et stockées suivant le
protocole standard.

Les échantillons contenant des eaux douces en surface et des eaux plus mélangées en profondeur
sont tous classés dans la catégarie des eaux douces a faible conductivité dans les regroupements pour
les traitements statistiques, car du point de vue de 1’environnement, ces eaux peuvent €tre plutot
influencées par des eaux douces. Cependant, tous les résultats vont étre analysés plus en détail dans
les rapports du projet.

IV.A.9 AURORA (ED)

Le programme AURORA est une collaboration entre le département de chimie de 1’Université
Norvégienne des Sciences et Technologies (Department of Chemistry — Norvegian University of
Sciences and Technology — Norway) et le laboratoire PROTEE.

L’objectif de cette étude est d’analyser et d’observer les influences anthropogéniques des rivieres
urbaines sur les eaux du fjord de Trondheim. Dans ce projet, des prélévements au long des neuf
rivieres urbaines (Figure 30) ont été réalisés en été 2009. Cette campagne comporte 29 échantillons
prélevés et conservés suivant le protocole des échantillons aquatiques. Ces échantillons sont classés
dans la catégorie des eaux douces continentales. Ils représentent toutefois les eaux cdtieres de zone
sub-polaire.
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Figure 30: Plan des sites de prélévement du projet AURORA (Norvége).

IV.A.10 Brésil LINS

Les échantillons en provenance du programme de fertirrigation mené a Lins (Brésil) sont des eaux
de sols obtenues a l'aide de bougies poreuses implantés a différentes profondeurs et sur des parcelles
irriguées, non-irriguées ou alimentées par des eaux de lagunage de traitement des rejets urbains. Les
analyses de fluorescence de ces eaux font déja 1'objet d'un travail de theése en complément des autres
analyses physico-chimiques (Noirtin, 2010). Le but du travail était de suivre l'influence de la
fertirrigation sur la matiére organique des sols. Deux types d’échantillons proviennent de ce travail.
Les eaux de sols a proprement parlé, provenant des bougies poreuses et prélévées régulierement pour
analyse, et des matieres organiques extraites a partir d'échantillons de sols. Ces derniers échantillons
sont obtenus par une extraction a la soude d'une masse connue de sols, ou de fraction de sols de
densités différentes (Noirtin, 2009). Les eaux de sols représentent le groupe des eaux de sols
tropicales urbaines et les extraits le groupe des MON extraites de sol.

IV.A.11 Rade de Toulon (Eaux interstitielles)

Les échantillons de ces eaux interstitielles sont prélevés a partir des s€diments de la rade de Toulon
dans le cadre du projet CARTOCHIM rassemblant le laboratoire PROTEE, la Marine Nationale et
I’IFREMER. Cette étude menée par Erwan Tessier fait I’objet d’une theése en cours au laboratoire
PROTEE.

Les eaux intersititielles sont obtenues par le protocole standard et conservées au frais et dans
I’obscurité jusqu’au moment des mesures de la fluorescence.

Les prélevements sont commencés en 2008 convenant I’ensemble des fonds de la petite et grande
rade de Toulon. Les échantillons sont analysés par fluorescence et représentent la MON a forte
conductivité. Une campagne est réalisée chaque année et les échantillons sont analysés par la
fluorescence et classée dans le milieu EI et I’eau salée.
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IV.B  Parametres d’acquisition des MEEF

Les parametres d’acquisition des MEEF ont été standardisés aux longueurs d’onde d’excitation et
d’émission, les résolutions spectrales, la vitesse de balayage, le temps de réponse, les largeurs de
fente des monochronateurs, la tension appliquée au tube PM afin de les appliquer sur I'ensemble des
échantillons. En effet, chaque changement de ces parameétres peut modifier les intensités et formes
des MEEF. C’est pour cela qu'il est important pour le traitement des données de fluorescence de bien
respecter cette contrainte. Ils doivent étre identiques du début jusqu’a la fin des mesures de MEEF,
en particulier si l'on traite les mesures par le logiciel PARAFAC. Le choix de ces parametres
d’acquisition (Tableau 4) se fait a I’issue de mesures préalables, et sont un compromis entre la
résolution des mesures et le temps d'analyse d'une MEEF.

Le spectrofluorimetre utilié est le modéle HITACHI F-4500, qui corrige automatiquement la
variation de I’intensité lumineuse en excitation.

Les intervalles spectraux d’excitation et d’émission ont été choisis de telle sorte qu’ils contiennent
les pics de fluorescence les plus représentatifs de MON (Coble, 1996). Autrement dit, la majorité de
pics représentant les MONF se situe dans ces intervalles. Aprées différentes mesures préalables, les
longueurs d’onde d’excitation sont définies dans I’intervalle allant de 200 a 500 nm (une suppression
des signaux aux basses longueurs d’onde est appliquée a cause des influences de bruits), et les
longueurs d’onde d’émission allant de 250 a 600 nm, par pas de 5 nm dans les deux cas.

Les MEEF sont construites en mesurant une série de spectres d’émission pour une longueur d’onde
d’excitation fixée qui varie par pas de 5 nm. La vitesse de balayage est fixée a 2400 nm.min”. Elle
est un compromis entre la vitesse de balayage et le rapport signal/bruit de [’appareil.

Le temps de réponse a été choisi et fixé a des fins de comparaison et d'analyse des données, 1’option
automatique qui laisse I’appareil définir la valeur n’a pas €té sélectionnée. Le temps d'intégration
choisi et le temps le plus grand n'entrainant pas de déformation de pic a la vitesse de 2400 nm.min .
Il est donc fixé a 0.1 s pour toutes les MEEF mesurées au cours de ce travail.

La tension appliquée au photomultiplicateur est fixée a 700 V.

Les fentes d’excitation et d’émission influencent par définition la résolution finale en longueur
d'onde. Comme la résolution de sortie des MEEF qui seront traitée par PARAFAC est de 5 nm, il est
inutile de prendre de fente plus petite, cela diminuerait le signal pour une meilleure résolution qui
sera perdu par la suite, et il n'est inutile de prendre une résolution plus grande que 5 nm, car cela
reviendrait a traiter des données a une résolution meilleure que celle des conditions d'acquisition. En
conclusion, les fentes sont fixées a 5 nm pour l'excitation et 1'émission.

Paramétres d’acquisition de MEEF

Début de Agx: 200.0 nm Vitesse: 2400 nm/min
Fin de Apx: 500.0 nm Fente EX: 5.0 nm
Intervalle de Agx: 5.0 nm Fente EM: 5.0 nm
Début de Agm: 250.0 nm Tube PM: 700 V
Fin de Agm: 600.0 nm Temps d’intégration: 0.1 s
Intervalle de Agp: 5.0 nm

Tableau 4: Parameétres d’acquisition des mesures de MEEF

Les échantillons de MON sont placés dans une cuve en quartz miroitée avec deux faces adjacentes
recouvertes par une couche d’argent (Hellma, 101R-QS, Tableau 5). Contrairement au verre, le
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quartz suprasil, n’absorbe pas les UV ce qui permet l'analyse des propriétés optiques dans ce
domaine de rayonnement. Dans ce travail, les mesures sont de plus faites avec des cuves miroitées
car ce type de cuve augmente la sensibilité en redirigeant vers l'échantillon et vers le détecteur
respectivement les longueurs d’onde d'excitation et d'émission.

Order Number 101R-10-40
Type 101R-QS

Material Color Code: I Qs I

Light Path: 10 x 10 mm

Volume: 3500 pl

Quter Dimensions:

Height: 45 mm
Width: 12,5 mm
Depth: 12,5 mm

Inner Dimensions:

Width: 10 mm
Base Thickness: 1,25 mm
Number of windows: 2

Tableau 5: Tableau des paramétres de cuve miroitée (Hellma)
IV.C  Application de PARAFAC aux MEEF

Les MEEF une fois mesurées par un spectrofluorimeétre sont toutes transformées en format texte afin
d’étre lues par le programme PARAFAC. Les textes contiennent le nom de fichier original, les
paramétres de mesures, les valeurs de MEEF dont les longueurs d’onde d’excitation et d’émission et
les intensités de fluorescence. Un groupe de MEEF, considéré comme un jeu de données, est stoké
dans un dossier.

Afin de faciliter les étapes du traitement, un groupement des fichiers doit étre réalis¢ d’abord — une
MEEF et une MEEF du méme échantillon dilué. Ce groupement cherche les fichiers en couple,
c’est-a-dire un fichier de MEEF représentant un échantillon original et ’autre représentant la
dilution de cet échantillon par deux. Les deux fichiers sont liés entre eux et ils représentent un
¢échantillon.

Puis, la suppression des diffusions Rayleigh et Raman est effectué¢e. Cette suppression permet
d’obtenir uniquement des informations sur la fluorescence sans influence des diffusions pour toutes
les MEEF. Un filtrage de bruit est ensuite appliqué pour diminuer le bruit induit par la suppression

des diffusions Rayleigh et Raman. Il s’avére que ce traitement améliore les performences de
PARAFAC (Luciani, 2007).
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Ensuite, les couples de MEEF sont ainsi filtrés pour corriger I’effet d’écran a 1’aide de 1’équation 42
(page 41). La MEEF corrigée est alors considérée comme la MEEF sans effet d’écran de
I’échantillon et est introduite dans le programme statistique de décomposition PARAFAC.
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Figure 31: Exemple du résultat du corcondia (Core consistency)

Le nombre de fluorophores dans un jeu de données est estimé en analysant le résultat de la
décomposition donné par PARAFAC en faisant varier de 2 a 6 le nombre de composants. Pour
chacun de ces nombres, PARAFAC calcule un pourcentage appelé « corcondia » (Core consistency
Diagnostic) qui détermine, selon un critére statistique, la qualité de la séparation des contributions
spectrales. Comme il n’existe pas de méthode permettant de définir le nombre exact de composants
PARAFAC, une approche systématique est adoptée dans ce travail : le nombre de fluorophores est
choisi comme le nombre maximal qui donne un corcondia supérieur a 60% (Figure 31).

Tous les traitements de données sont montrés dans I’Annexe 3 — Tableau des références . Le choix
de cette méthode de détermination du nombre de composants est arbitraire. Afin de comparer les
divers traitements par la suite, ceci est nécessaire. Il faut remarquer qu’un traitement ou un choix
spécifique pour chaque campagne bien plus adapté donnerait sans doute des résultats plus proches de
I’échantillon dans une campagne. Mais il est différent lorsqu’on compare dans les regroupements par
milieu ou par salinité.

IV.D  Format de sortie du programme PARAFAC

Apres chaque traitement, une série de résultats est obtenue permettant de vérifier la modélisation, la
correction de l'effet d'écran et d'obtenir les MEEF des composants et leur contribution dans chaque
MEEEF d'origine. Ci-apres est présenté 1'exemple d’un traitement (nombre de fluorophores estimé a 2)
de I’échantillon « Linde » dans la campagne BasVar 2008.
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Figure 32: Images obtenues aprés les traitements de données de I’échantillon Linde (BasVar 2008)
A : Images des spectres originaux, concentration naturelle (gauche) et diluée (droite) ; B : Images filtrées des
spectres ; C: Image corrigée de I’effet d’écran (gauche) et image reconstruite a partir des composants
calculés par PARAFAC (droite) ; D : Différences spectrales entre I’échantillon et sa reconstitution (gauche)
et distribution des valeurs de différences (droite).
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Une fois le traitement achevé, une interface graphique permet de voir les spectres originaux a la
concentration naturelle (Figure 32, A a gauche) ainsi que la dilution par deux (Figure 32, A a droite).
Puis, sur la ligne suivante la résultante des spectres apres élimination des diffusions physiques
(Figure 32, B). Sur la ligne C (Figure 32) sont affichés la MEEF corrigée de l'effet d'écran (a gauche)
qui a été utilisée dans le traitement PARAFAC et le résultat de la recomposition du spectre MEEF a
l'aide des composants PARAFAC (a droite). Enfin sur la ligne D, sont présentés a gauche la
différence entre la MEEF mesurée et la MEEF reconstruite, et a droite ['histogramme de ces erreurs
(Figure 32). Ce dernier graphique est un outil supplémentaire permettant de vérifier que la
distribution des erreurs est mononodale et centrée autour de la valeur 0. Dans l'exemple présenté
dans la Figure 32, on peut remarquer en observant la ligne D qu'aux alentours des coordonnées
(Aex/Aem = 280/440nm) il existe un résidu formant un pic, bien que la distribution montre un forme
d'apparence mononodale.

Il faut noter que la qualit¢ de MEEF obtenue par les mesures de spectrofluoromeétre est importante,
car PARAFAC est un outil qui utilise toutes les informations spectrales sans tri et donc des MEEF
aberrantes peuvent influencer de traitement numérique. Un exemple est donné ci-dessous (Figure 33),
deux traitements sont faits pour la mission des eaux extraites (eaux de la culture des phytoplanctons
du projet Arcus Toulon-Tunisie). Le premier groupe de résultats contenant trois composants
PARAFAC (ligne A) présente un pic (Agx/Apm = 280nm/420nm) déformé montrant une intensité
¢levée dans le fluorophore 2 : cela provient des MEEF bruitées par des inpuretés. Le deuxieéme
groupe représente quatre fluorophores apres I’élimination des MEEF entachées d’erreurs de mesure.
La différence des résultats PARAFAC avant et aprés le tri montre une nécessité d’attention sur les
mesures.
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Figure 33: Comparaison des résultats avec et sans MEEF faussées
Ligne A représente les résultats avec des MEEF faussées et ligne B ceux-ci sans MEEF faussées

(Campagne Arcus Toulon-Tunisie)
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IV.E  Application PARAFAC : composants mission par mission

PARAFAC traite les jeux de données provenant des campagnes ou projets décrits précédemment.
Certains résultats ont déja fait 'objet de publication (Luciani et al., 2008) ou de communications lors
de congres (voir Annexe 4 — Posters). Toutefois, certains résultats précédemment publiés sont
affectés par un défaut d'initialisation de PARAFAC qui est trés sensible au bruit initial des MEEF
introduites. Afin de travailler sur un ensemble homogene de données, I'ensemble des MEEF a été
repris avec une paramétrisation différente de PARAFAC. En effet, il semble que la méthode soit
moins sensible au bruit lorsque l'initialisation se fait avec I'option 4 de PARAFAC (les modes A, B et
C sont initialisés avec des valeurs aléatoires). Les résultats montrés ci-dessous sont tous basés sur
cette option PARAFAC, et peuvent parfois légerement différer des résultats publiés précédement.
Ceci est un exemple de la nécessité de standardisation de la méthode de décompositon des MEEF a
des fins de comparaison entre différents laboratoires, équipes ou méme campagnes de prélevement
au sein d'un méme laboratoire.

L’enjeu de ce travail étant la sensibilit¢ des composants PARAFAC aux paramétres
environnementaux, seuls les composants seront discutés sans leurs contributions pour éviter
d’alourdir le texte.

IV.E.1 Eaux cotiéres — I’estuaire en Croatie 2008 — 2009

Les eaux de I’estuaire Krka sont prélevées chaque année dans 1’estuaire Martinska. L’objectif de
cette étude est d’analyser le systeme estuarien dii au mélange de I’eau douce amenée par la rivicre
Krka et de I’eau de mer. Les traitements des années 2008 (16 MEEF) et 2009 (84 MEEF) ont été
faits séparément et donnent respectivement, deux et trois composants PARAFAC (Figure 34 et Figure
35).

IV.E.1.a Croatie 2008

La campagne 2008 montre deux composants principaux (Figure 34) :

- le composant 1 : contient un pic vers Agx/Apm = 250nm/350nm qui représente un des pics
protéiniques de tryptophane (pic R selon Burdige, 2004) avec une partie du signal étalée de 400 nm a
450 nm qui peut étre considéré comme des signaux bruités de fluorescence dans la zone UV des
basses longueurs d’onde d’excitation ;

- le composant 2 : ce composant présente apparemment deux couples de fluorophores, un couple
(Aex/Aem =305nm/405nm et Agx/Apm =255nm/405nm) représentant des acides humiques dits
«marins » (pic M selon Coble, 1996 et pic A’ selon Burdige, 2004) et un autre couple (Agx/Aem
=325nm/460nm et 265nm/460nm) faisant plus penser au fluorophore des substances humiques
terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996).

Dans le cas du composant 2, PARAFAC n'est pas en mesure de séparer correctement les
contributions de chacun des fluorophores, ceci est dii sans doute au fait que ces deux sources varient
de maniere concomitante dans tous les échantillons de la campagne. On remarque également qu'il n'y
a pas vraiment de signal marin dans ces eaux estuariennes.
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Figure 34: Composants obtenus par PARAFAC du projet de I’estuaire Martinska en Croatie 2008

IV.E.1.b Croatie 2009

La campagne 2009 par contre permet d'extraire trois fluorophores (Figure 35) :

- le composant 1 : a (Agx/Apm = <250nm/350nm) ce composant représente un des pics protéiniques
de tryptophane (pic R selon Burdige, 2004) et une partie du signal est étalée entre 400 nm et 450 nm
comme dans la campagne précédente ;

- le composant 2 : a (Agx/Apm = 295nm/395nm) peut Etre reli€ aux représentants des acides humiques
dites marines (pic M selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 : a (Agx/Agm =350nm/470nm et 265nm/470nm) est typiquement considéré comme

un couple de fluorophores représentant les substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A
selon Coble, 1996).

Pour cette campagne, on trouve un composant supplémentaire a caractére marin. On retrouve le
composant protéinique ainsi que le signal terrestre.
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Figure 35: Composants obtenus par PARAFAC du projet de ’estuaire Martinska en Croatie 2009

Ces deux campagnes correspondant a un méme site mais pour des périodes différentes de l'année
montrent des zones de fluorescence communes, mais ne donnent pas le méme nombre de
composants PARAFAC en appliquant un protocole identique de choix du nombre de composants.
Ceci est di au fait que les composants ne sont pas présents, ou pas détecté/séparé, de maniere
systématique dans la campagne de 2008.

IV.E.2 Eaux cotiéres — Rade de Toulon

Dans la rade de Toulon, trois composants PARAFAC ont été séparés pour les eaux de mer a partir
des 17 MEEF mesurées. (Figure 36) :
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- le composant 1 : (Aex/Apm=<250nm/340nm) peut représenter un fluorophore protéinique (pic R
selon Burdige, 2004). Le signal est toutefois trés étalé, en particulier pour la région entre 400 nm et
450 nm ;

- le composant 2 : (Agx/Aem=275nm/350nm) représente un fluorophore connu comme protéinique
(pic T selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 : (Apx/Apm=350nm/460nm et Agx/Apv=280nm/460nm) est considéré comme un
fluorophore construit par un couple de pics fluorescents en provenance des substances humiques
terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996).
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Figure 36: Composants obtenus par PARAFAC du projet Rade de Toulon (Eaux de mer)
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On remarque que, pour ces échantilllons présentant une forte salinité (>35), il n'est pas observé de
pic de type marin. Le composant terrestre quant a lui est nettement plus large en émission que dans
le cas de la campagne croatie 2009 (Figure 36).

IV.E.3 Eaux de mer - DYCOMED

Les échantillons du projet DYCOMED, constituant un jeu de 131 MEEF, sont décomposés de la
manicre suivante (Figure 37) :

- le composant 1 (Agx/Agm=275nm/345nm), un fluorophore connu comme protéinique (pic T selon
Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Agx/Aem=<250nm/310nm), un fluorophore protéinique (pic S selon Persson et
Wedborg, 2001) et les bruits résultant des signaux bruités dans la zone de longueurs d’onde
d’excitation courtes ;

- le composant 3 : (Agx/AeM=300nm/400nm), un fluorophore de type acide humique défini comme
« marin » (pic M selon Coble, 1996) ;

- le composant 4 (Apx/Apm=340nm/445nm et Apx/Apv=260nm/445nm), un couple de fluorophores
tous de type d’acide humique pic C et pic A (Coble, 1996) ;

- le composant 5 (Agx/Apm=370nm/480nm et Apx/Apy=280nm/480nm), un couple de fluorophores
représentant les acides fulviques terrestres pic D (Stedmon et al., 2003) et pic F (Alberts & Takacs,
2004b).

Il est interéssant de noter que le composant 5 généralement défini comme terrestre est observé pour
une zone a priori plutdt sous infuence terrigéne.
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Figure 37: Composants obtenus par PARAFAC du projet DYCOMED

IV.E.4 Eaux de mer - MARSECO

Trois campagnes du projet MARSECO sont réalisées en février (12 MEEF), mars (10 MEEF) et
avril (19 MEEF) de I’année 2010. Chaque campagne est analysée ici séparément avant d’étre
regroupé avec les MEEF des deux autres campagnes.

1V.E.4.a Campagne MARSECO février 2010
Les résultats obtenus sont présentés (Figure 38) :

- le composant 1 : (Aex/AeM=320nm/420nm, Apx/Apm=255nm/420nm) est considéré comme un
fluorophore des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996)

- le composant 2 : (Agx/AeM=280nm/345nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon
Coble, 1996)

- le composant 3 : (Agx/Aem=360nm/490nm, Apx/Aem=270nm/490nm) étalé verticalement dans une
longueur d’onde d’émission est probablement un fluorophore des acides fulviques (pic D et pic F
selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b).

Les composants trouvés pour cette campagne possédent un domaine de longueur d'onde d'émission
nettement plus restreint que les composants précédemment trouvés. Ils ont également une gamme de
longueurs d'onde en excitation nettement plus large. Dans les deux cas, pour les composants 1 et 3,
le pic maximum est présent dans les longeurs d'onde 255 nm et 270 nm, domaine d'excitation plus
proche des acides fulviques que des acides humiques.
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Figure 38: MARSECO 1 — mission du 16/02/2010

IV.E.4.b Campagne MARSECO mars 2010

La mission de prélévement a eu lieu le 18/03/2010, seulement deux composants fluorescents sont
extraits (Figure 39) :

- le composant 1 (Agx/ApMm=270nm/350nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon Coble,
1996) ;

- le composant 2 (Agx/Apv=350nm/440nm, Apx/Apm=260nm/440nm) est considéré comme un
fluorophore des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996).

Contrairement a la campagne précédente de février, les composants obtenus sont moins allongés. Le
composant 1 semble lié¢ un autre fluorophore émettant a des longueurs d'onde supérieure a 400 nm.
Les variations d’intensité et le faible nombre d'échantillons n'ont pas permis de séparer correctement
les composants.
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Figure 39: MARSECO 2 — mission du 18/03/2010

IV.E.4.c Campagne MARSECO avril 2010

La mission du 26 avril 2010 laisse apparaitre de nouveau trois composants suite a la décomposition
PARAFAC (Figure 40) :

- le composant 1 : (Agx/Aem=275nm/350nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon
Coble, 1996) ;

- le composant 2 : (Agx/Apm=330nm/430nm et Agx/Apv=<250nm/430nm) est considéré comme un
fluorophore des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 : (Apx/Aem=360nm/480nm et Apx/Apm=280nm/480nm) est probablement un
fluorophore des acides fulviques terrestres (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts &
Takacs, 2004b).
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Figure 40: MARSECQO 3 — mission du 26/04/2010

IV.E.4.d MARSECO 2010 global

Le traitement global (Figure 41) de ces trois campagnes donne deux composants et permet de
retrouver les deux composants montrés dans la campagne 2. Ceci signifie que la participation des
composants dans ces trois campagnes n’est pas identique. Les composants protéiniques et des
substances humiques terrestres sont proportionnellement plus importants dans le traitement de
données. Dans la suite, ce traitement est pris en compte comme le traitement MARSECO.
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Figure 41: MARSECO global — trois missions en 2010

IV.E.5S Eaux de sol — Brésil Sao Gabriel (eaux tropicales — Podzols)

IV.E.5.a Campagne 2007
Pour la campagne de prélévement ayant eu lieu en 2007, trois composants sont observés (Figure 42) .

- le composant 1 : (Agx/Aegm = 350nm/480nm, Agx/Apy = 280nm/480nm) représente un couple de
fluorophores des acides fulviques du sol (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts &
Takacs, 2004b) ;

- le composant 2 : (Agx/Aem = 310nm/410nm) est dans le domaine des fluorophores considérés
comme provenant des acides humiques dits « marins » (pic M selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 : (Agx/Aem = 345nm/440nm) correspond au fluorophore des pics fluorescents des
substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble, 1996).
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Figure 42 : Eaux de sol — Brésil Sao Gabriel campagne 2007

IV.E.5.b Campagne 2008

La campagne 2008 est analysée a partir des longueurs d’onde d’émission de 300 nm. Trois
composants de fluorophores sont observés (Figure 43) :

- le composant 1 : (Agx/Agm = 330nm/440nm) représente un fluorophore isolé des substances
humiques terrestre (pic C selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Agx/Agm = 370nm/490nm, Apx/Agm = 270nm/490nm) est dans le domaine du
fluorophore d’un couple des acides fulviques du sol (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et
Alberts & Takacs, 2004b) ;

- le composant 3 : (Agx/Agm = <250nm/440nm) peut €tre la partie bruitée des signaux dans la zone
UV méme si la position de pic correspond bien au fluorophore qui est li¢ souvent a un fluorophore
(pic M) des substances humiques dits « marins » (pic A’ selon Burdige, 2004).
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Figure 43 : Eaux de sol — Brésil Sao Gabriel campagne 2008
IV.E.6 Eaux de sol — Brésil LINS campagnes 2007 a 2009

Les trois campagnes des années 2007, 2008 et 2009 sont traitées d’abord séparément et avant d’étre
regroupées dans un méme jeu de données. Selon les résultats, le nombre de composants varie d’une
campagne a 1’autre (Figure 44, Figure 45 et Figure 46).

Dans la campagne du 19/12/2007, quatre composants sont trouvés (Figure 44) :

- le composant 1 : (Agx/Agm =275nm/340nm) est considéré comme un fluorophore protéinique (pic T
selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 : (Agx/Aem =<250nm/310nm) ressemble a un fluorophore protéinique en zone de
basse longueur d’onde d’excitation (pic S selon Brudige, 2004) ;

- le composant 3 : (Agx/Aem =320nm/430nm et Agx/Apm =260nm/430nm) se situe dans les zones des
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pics fluorescents considérés des substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble,
1996) ;

- le composant 4 : (Agx/Aepm =360nm/470nm et Apx/Apm =290nm/470nm) représente un fluorophore
constitué par deux pics fluorescents considérés des acides fulviques terrestres ou du sol (pic D et pic
F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b).

Dans les campagnes du 30/04/2008 (Figure 45) et du 16/06/2009 (Figure 46), les composants 1, 3 et 4
de la campagne 2007 sont retrouvés, mais pas le composant 2.
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Figure 44: Eaux de sol — Brésil LINS campagne 19/12/2097\»,
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Figure 45: Eaux de sol — Brésil LINS campagne 30/04/200?1} 5
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Figure 46: Eaux de sol — Brésil LINS campagne 16/06/2009
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IV.E.7 Eaux douces — BasVar

Le projet BasVar a duré environ deux ans dans le cadre de la these Cécile Potot (Février 2011). Le
travail sur les analyses de la MON a pour objectif de compléter les informations pour 1’étude sur les
métaux dans les eaux du fleuve, ses affluents et les eaux souterraines. Les échantillons dans les
campagnes détaillées sur deux ans sont analysées par fluorescence. Avec toutes ces analyses, deux
jeux de données sont faits un pour I’année 2008 et un pour ’année 2009. Les échantillons
hebdomadaires sont traités dans un jeu de données différent des deux autres.

IV.E.7.a BasVar 2008

Dans ce jeu de données (59 MEEF), trois campagnes de prélévement en 2008 sont rassemblées et
traitées ensemble (janvier, mars et mai 2008). Quatre composants sont trouvés par PARAFAC
(Figure 47) :

- le composant 1 (Apx/AeMm=<250nm/340nm), un fluorophore protéinique (pic R selon Burdige,
2004) ;

- le composant 2 (Agx/Aem=275nm/350nm), un fluorophore connu comme protéinique (pic T selon
Coble, 1996) ;

- le composant 3 (Agx/Apm=320nm/415nm et Apx/Apm=255nm/415nm), un fluorophore de 1’acide
humique connu comme « marin » (pic M selon Coble, 1996) et son pic couplé (pic A’ selon Burdige,
2004) ;

- le composant 4 (Agx/Apm=360nm/465nm et Apx/Apy=270nm/465nm), un couple de fluorophores
défini comme les matieres d’acides fulviques du sol (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et
Alberts & Takacs, 2004b).
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Figure 47: Composants obtenus par PARAFAC du projet BasVar en 2008
Dans ce jeu de données, un phénomene de corrélation entre les intensités du composant 3 et celles du

composant 4 est observeé (Figure 48). Notamment, les deux composants sont en corrélation maximum
en mars 2008, prélévements effectués apres une précipitation. On observe donc une relation linéaire
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entre les contributions des acides humiques et celle des acides fulviques sur le site d’étude. Donc, les
acides humiques et les acides fulviques peuvent probablement venir d’une ou des méme(s)

origine(s).
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Figure 48: Corrélations entre composant 3 et composant 4 (BasVar 2008)
IV.E.7.b BasVar 2009
Les campagnes du projet BasVar faites en 2009 permettent d'extraire trois composants au lieu de
quatre pour 1’année 2008 (Figure 49) :
- le composant 1 (Agx/Apm= 315nm/425nm et Apx/Apm=260nm/425nm) ressemble au composant 3
trouvé en 2008 d'origine « marine » (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;
- le composant 2 (Agx/Apm=365nm/470nm et Apx/Apm=275nm/470nm) considéré comme lié aux
acides fulviques du sol (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b) et
proche du composé 4 trouvé en 2008 ;
- le composant 3 est mal défini : il correspond a un signal de type protéinique, avec une partie de la
réponse due au bruit des faibles longueurs d'onde.
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Figure 49: Composants obtenus par PARAFAC du projet BasVar en 2009

IV.E.7.c BasVar 2009 Hebdo

L’évolution dynamique de la MON dans le site BasVar a été observée durant une série de
prélevements hebdomadaires réalisée de janvier en avril 2009. Cette campagne de prélevement
concerne uniquement quelques sites d'intérét parmi les sites des campagnes précédentes. Trois a
quatre points ont €té¢ choisis par rapport a leur relation géographique et les intéréts d’étude. Les
composants fluorescents trouvés sont décrits ci-dessous (Figure 50) :
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- le composant 1 (Agx/Agm =315nm/420nm et Apx/Apm =255nm/420nm) indique un fluorophore en
couple de pics des acides humiques (pic M selon Coble, 1996 et pic A’ selon Burdige, 2004) ;

- le composant 2 (Agx/Apm =365n1m/470nm et Agx/Agpv =270nm/470nm) représente un couple de pics
en provenance des acides fulviques du sol (pic D selon Stedmon et al., 2003 et pic F selon Alberts &

Takacs, 2004b) ;

- le composant 3 (Agx/Apm =275nm/350nm et Apx/Apym =<250nm/350nm) représente deux pics
protéiniques en relation avec le tryptophane (pic T selon Coble, 1996 et pic R selon Burdige, 2004).

Ces premiers résultats seront appliqués dans un logiciel statistique en cours de programmation pour
analyser les caracteres de la MON avec les données géochimiques des échantillons.
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Figure 50: Composants obtenus par PARAFAC du projet BasVar hebdomadaire en 2009

Dans les trois parties du projet BasVar dont BasVar 2008, BasVar 2009 et BasVar 2009 Hebdo, il y
a trois fluorophores systématiquement présents : le fluorophore protéinique, le fluorophore des

acides humiques et le fluorophore des acides fulviques terrestres.

IV.E.8§ Eaux douces — Bosnie 2009

Les échantillons ont été analysés et traités. Trois composants sont également trouvés (Figure 51) :

- le composant 1 (Agx/Asm =260nm/330nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon Coble,
1996) méme si les longueurs d’onde d’excitation et d’émission sont toutes plus basses que

d’habitude ;

- le composant 2 (Agx/Apm =300nm/405nm et Apx/Apm =255nm/405nm) se situe a la position des pics
fluorescents des acides humiques dits « marins » souvent couplés entre eux (pic M selon Coble,
1996 et pic A’ selon Burdige, 2004) ;
- le composant 3 représente deux couples des pics fluorescents tous d’origine terrestre — le couple a
gauche (Apx/Apm =345nm/430nm et Apx/Agm =270nm/430nm) est considéré comme un fluorophore
des substances humiques (pic C et pic A selon Coble, 1996) et le couple a droite (Apx/Agm
=355nm/470nm et Apx/Aem =270nm/470nm) signifient deux pics des acides fulviques du sol (pic D

et pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b).

Il est intéressant de remarquer encore une fois que le composant 3 semble contenir deux
fluorophores différents. Ce résultat signifie une méme origine pour les acides humiques et les acides
fulviques. Les pics montrés sur le composant 2 ne sont pas de forme ronde, mais ¢talées

horizontalement, c’est-a-dire que les pics ne semblent pas parfaitement isolés.
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Figure 51: Composants obtenus par PARAFAC du projet en Bosnie en 2009

IV.E.9 Eaux douces — Brésil SGC (Arcus) 2009

Des eaux de rivieres de la forét amazonienne ont été prélevées et analysées. Les mesures ont permis

d'extraire quatre composants (Figure 52) :

- le composant 1 (Agx/Agm =355nm/480nm) qui est étalé verti

calement sur les longueurs d’onde

d’excitation bas¢ sur une méme longueur d’onde d’émission peut étre un fluorophore des acides

fulviques de sol (pic D selon Stedmon et al., 2003) ;

- le composant 2 (Agx/Agm =350nm/450nm et Agx/Apv =265nm/450nm) représente un fluorophore

constitué par deux pics des substances humiques terrestres (pic C

et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 (Agx/Agm =315nm/410nm et Agx/Apv =250nm/410nm) correspond au fluorophore

des acides humiques dits « marins » et a son couple (pic M et p
2004) ;
- le composant 4 (Agx/Apm =280nm/340nm) est li¢ a un fluoropho

ic A’ selon Coble, 1996 et Burdige,

re protéinique (pic T selon Coble).
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Figure 52: Composants obtenus par PARAFAC en provenance du
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projet Brésil SGC (Arcus) en 2009
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IV.E.10 Eaux douces — Cameroun

Une campagne sur cours d'eau urbains de la région de Dchang (Cameroun) est analysée, donnant
deux composants apres traitement PARAFAC (Figure 53) :

- le composant 1 (Agx/Apm =260nm/370nm) est ¢€talé horizontalement sur les longueurs d’onde
d’émission allant du domaine des fluorophores de type protéinique (pic T selon Coble, 1996)
jusqu'au domaine des substances humiques « marines » ;

- le composant 2 (Agx/Aem =330nm/430nm) signifie un fluorophore des acides humiques faissant
partie du fluorophore d’origine terrestre (pic C selon Coble).

Cette campagne est mesurée avec une résolution spectrale de 4 nm en excitation et en émission au
lieu de 5 nm pour toutes les autres campagnes. Afin de ne pas introduire de biais par la suite, cette
campagne bien qu’analysée ne fera pas partie des regroupements.
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Figure 53: Composants obtenus par PARAFAC a partir des eaux de riviéres a la région Dcharg (Cameroun)

IV.E.11 Eaux de grotte de systémes karstiques.

1V.E.11.a Traitement individuel des campagnes

Trois campagnes de prélevement ont été faites en 2008, 2009 et 2010 sur les systemes de grottes
karstiques de la région de Sibenik. Chaque campagne est analysée de maniére indépendante par
PARAFAC. Les résultats en terme de composant sont présentés dans les figures suivantes : Figure 54,
Figure 55 et Figure 56. Quatre composants ont été extraits de ces jeux de données, le Tableau 6 résume
la présence ou non de ces composés dans les campagnes :

- le composant 1 (Aex/Aem =280nm/350nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon Coble,
1996) fait partie des campagne 2008 (composant 1) et 2009 (composant 1) ;

- le composant 2 (Agx/Aem =290-300nm/390nm) est relié a la présence d’un fluorophore de types
acides humiques dits « marins » (pic M et pic A’ selon Coble, 1996 et Burdige, 2004) qui se
retrouvent dans les campagnes 2009 (composant 2) et 2010 (composant 1) ;

- le composant 3 (Agx/Aem = 320-340nm/425-450nm et 260/425-450nm) présent dans les campagnes
2008 (composant 3) et 2010 (composant 3) est un couple de pics fluorescents en lien avec les
substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 4 (Apx/Aem =380nm et 270-280/480nm) est également en relation avec des
fluorophores de type acide fulvique d’origine terrestre ou plutdt du sol (pic D et pic F selon Stedmon
et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b).

71



Composant 1 Composant 2 Composant 3

Excitation (nm)
Excitation (nm)

£
§
=
@

-

250! 250!
200 250 300 350 400 450 500 550 200 250 300 350 400 450 500 550

250
200 250 300 350 400 450 500 550
Emission (nm)

Emission (nm) Emission (nm)

Figure 54: Composants obtenus par PARAFAC des eaux de grottes de la campagne 200
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Figure 55: Composants obtenus par PARAFAC des eaux de grottes de la campagne 200

Composant 1

(=]

Composant 2 Composant 3

Excitation (nm)
Excitation (nm)
Excitation (nm)

250 250 250
200 250 300 350 400 450 500 550 600 200 250 300 350 400 450 500 550 600 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Emission (nm) Emission (nm) Emission (nm)

Figure 56: Composants obtenus par PARAFAC des eaux de grottes de la campagne 2010

Fluorophore commun 1 Fluorophore commun 2 Fluorophore commun 3 Fluorophore commun 4
(e 2003500 |y 3650 So0mm) |\ 26oazsdsonmy | 330 2koiasonm
Estuaire Grotte 2008 Composant 1 Composant 2 Composant 3
Estuaire Grotte 2009 Composant 1 Composant 2 Composant 3
Estuaire Grotte 2010 Composant 1 Composant 2 Composant 3
Grottes globales Composant 3 Composant 1 Composant 2

Tableau 6: Fluorophores et leurs participations communes dans les campagnes de grottes croates.

Bien que provenant d’un méme environnement, on observe que les composants trouvés ne sont pas
présents dans toutes les campagnes. Le fait d’avoir un choix du nombre de composants standardisé
peut entrainer ce comportement et souligne le caractere encore subjectif de ’appréciation du nombre
de composants.

IV.E.11.b Traitement global des campagnes

Un traitement de [’ensemble des spectres de ces trois campagnes dans un méme jeu de données
aboutit a la réduction du nombre de composants (trois au lieu de quatre) (Figure 57) :

- le composant 1 (Agx/Agm =330nm/440nm et 260/440nm) représente un fluorophore des substances
humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Agx/Aem =380nm et 270-280/480nm) sur la position d’un fluorophore constitué par
un couple des deux pics fluorescents en provenance des acides fulviques d’origine terrestre ou du sol
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(pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b) ;
- le composant 3 (Agx/Apm =290nm/390nm) représente un fluorophore des acides humiques dits
d’origine « marine » (pic M selon Coble, 1996).
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Figure 57: Composants obtenus par PARAFAC des eaux ensembles des grottes croates

On remarque que le composant protéinique n'est plus représenté dans le systeme global. Cette
disparition est sans doute compensée par le composant 3 du systeme global qui peut contenir la
réponse de fluorescence pour des longueurs d'onde inférieures a 390 nm.

IV.E.12 Eaux douces — GIRAC

Trois composants fluorescents sont nécessaires pour reconstituer les réponses de fluorescence des
trois campagnes de prélevement du projet GIRAC 2009. Ces échantillons proviennent des rivieres
urbaines marseillaises (Figure 58) :

- le composant 1 contient deux fluorophores apparemment en parall¢le par rapport aux longueurs
d’onde d’émission a (Agx/Apm =340nm/430nm et 270/430nm) représentant un fluorophore de type
substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble, 1996) et a (Agx/Agm =380nm et
270-280/480nm) sur la position des fluorophore de type acides fulviques d’origine terrestre (pic D et
pic F selon Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b) ;

- le composant 2 (Agx/Aem =275nm/350nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon Coble,
1996) ;

- le composant 3 (Agx/Apm =310nm/410nm et Agx/Apm =250nm/410nm) correspond aux pics
fluorescents des acides humiques dits d’origine « marine » (pic M selon Coble, 1996 et pic A’ selon
Burdige, 2004).
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Figure 58: Composants obtenus par PARAFAC du projet GIRAC

Deux composants — composant 1 et composant 3 — ont des formes étalées dans le sens horizontal.
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Comme dans D’interprétation précédente, 1’étalement du composant 1 représente deux types de
fluorophores paralleles. Le composant 3 montre clairement un mouvement horizontal du fluorophore
qui peut étre dii au changement de condition entre différents sites de prélévement.

IV.E.13 Eaux douces — AURORA en Norvége

Les résultats du projet AURORA montrent deux composants fluorescents (Figure 59) :

- le composant 1 (Agx/Agm =290nm et 250nm /390nm) se situe dans la position des pics considérés
des fluorophores des acides humiques dits d’origine « marine » (pic M selon Coble, 1996 et pic A’
selon Burdige, 2004) ;

- le composant 2 (Agx/Agm =325nm/420nm et Apx/Agm =265nm/420nm) représente un fluorphore

proche des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996).
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Figure 59: Composants obtenus par PARAFAC du projet AURORA

IV.E.14 Eaux extraites — Arcus Toulon et Tunisie

Le traitement de données nous permet d’obtenir quatre composants principaux. Ces composants sont
décrits dans la Figure 60 est caractéris€s comme suivant :

450 450 450 450
400 400 400 400
= 350 350 350 350

300
250

300 300 300

250 250 250
300 400 500 300 fﬁﬂﬂ 500 300 400 500 300 400 500

=

.

ﬁ:orcondla C64.793

FEmeur - 32190673 624
0.A

haet™’s
Sk
B A

g5
D 50 100
Figure 60: Composants obtenus par PARAFAC du projet Arcus de Toulon-Tunisie
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- le composant 1 (Aex/Aem=280nm/340nm) représente un fluorophore protéinique (pic T selon Coble,
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1996) ;

- le composant 2 (Agx/ApMv=260nm/440nm) lié a une zone de faibles signaux dans le domaine
protéinique (Apx/Aem=250nm/340nm, pic R selon Burdige, 2004) représente un pic des substances
humiques d’origine terrestre (pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 (Agx/Aem=330nm/410nm et Apx/Apm=280nm/410nm) montre deux pics fluorescents
des substances humiques d’origine terrestre (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 4 (Agx/Aem=380nm/480nm et Apx/Apm=270nm/480nm) se présente dans le domaine

fluorescent des acides fulviques du sol d’origine terrestre (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003
et Alberts & Takacs, 2004b).

IV.E.15 Eaux extraites — Brésil LINS (2007)

Les extractions de MON du Brésil sont faites pour les échantillons de sol pour le site LINS prélevés
en 2007. Les MEEF de la MON extraite sont traitées et les composants ci-dessous sont trouveés
(Figure 61) :

- le composant 1 (Agx/Aem =320nm/430nm et Apx/Agm =260nm/430nm) représentant un fluorophore
constitué par des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Apx/Aem =360nm/480nm et Apx/Apm =280nm/480nm) correspondant a un
fluorophore constitué par un couple des pics des acides fulviques du sol (pic D et pic F selon
Stedmon et al., 2003 et Alberts & Takacs, 2004b). Ce composant semble correspondre aux
composants 3 et 4 de la campagne 2007.
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Figure 61: Composants obtenus par PARAFAC du projet LINS au Brésil 2007
IV.E.16 Eaux extraites - Brésil LINS (campagne 2009)

Dans la campagne de sol prélevé en 2009, les résultats montrent trois composants différents (Figure
62) :

- le composant 1 (Agx/Agm =320nm/430nm et Agx/Apm =260nm/430nm) peut étre le couple des pics
des substances humiques terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996) et le pic A, a la basse longueur
d’onde d’excitation est plus visible que le pic C ;

- le composant 2 contient deux pics a la méme longueur d’onde d’excitation (Agx/Agm
=280nm/425nm et Apx/Apm =280nm/480nm) représentant une partie des acides fulviques terrestres
(pic A selon Coble, 1996) et une partie des acides fulviques du sol (pic F selon Albert & Takacs,
2004), mais 1'un a une basse longueur d’onde d’émission et ’autre a une longueur d’onde
d’émission plus élevée ;

- le composant 3 (Agx/Aem =350nm/480nm) presque circulaire se situe a la position d’un fluorophore
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souvent considéré comme faisant partie des acides fulviques du sol (pic D selon Stedmon et al.,
2003).

Core consistency 60.5557% (yellow target)
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Figure 62: Composants obtenus par PARAFAC du projet LINS au Brésil 2009

Un phénomene particulier est apparu dans ce traitement : une « séparation » des pics D et F qui sont
considérés comme un couple des acides fulviques terrestres. Les deux pics se présentent deux
fluorophores différents au lieu de former un seul fluorophore. Ces résultats inhabituels nous posent
la question : est-ce que les conditions physico-chimiques peuvent modifier les liens entres deux
fluorophores — car cette série de mesure est faite a pH 12, qui n’est pas un pH naturel ? La réponse
devrait étre cherchée en comparant les données obtenues a la suite dans des manipulations prévues
au pH 2 et 8.

IV.E.17 Eaux interstitielles — Croatie 2010

Deux sites dans 1’estuaire Krka en Croatie sont analysés en 2010. La marina est le port de Sibenik et
la station Marinska de D'autre coté de I’estuaire éloignée de D’activité humaine. Les eaux
interstitielles sont prélevées a partir des sédiments collectés dans ces deux sites.

IV.E.17.a Marina du port Sibenik

Les résultats des eaux interstitielles de la marina dans 1’estuaire Krka donnent deux composants
principaux (Figure 63) :

- le composant 1 (Agx/Agm = 275nm/345nm) est considéré comme un fluorophore protéinique lié au
tryptophane (pic T selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Agx/Aem =320nm/430nm et Apx/Agm =265nm/430nm) contient deux pics de type
acide humique aquatiques souvent décrit comme d’origine « marine » (pic M et pic A’ selon Coble,

2003 et Burdige, 2004).
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Figure 63: Composants globaux obtenus par PARAFAC des EI Croates 2010-Marina
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L’absence de fluorophore terrestre signifie que la zone est soit peu en contact avec I’eau douce de
I’estuaire, soit qu’il y a une disparition des substances terrestres tres rapide en raison de conditions
spécifiques.

IV.E.17.b Station Martinska

Les résultats de la station Martinska montrent trois composants (Figure 64) :

- le composant 1 (Aex/Aem =375nm/490nm et Apx/Agm =320nm/490nm) contient un pic a la longueur
d’onde d’émission €levée venant des acides fulviques du sol (pic E selon Provenzano et al., 2004 et
Hernadez et al., 2006) et un pic couplé avec pic E qui est siirement de la méme origine comme le pic
E mais pas encore référence ;

- le composant 2 (Agx/Aem =315nm/435nm et Agx/Apm =355nm/435nm) représentent le couple des
pics des substances humiques considérés comme terrestres (pic C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 3 (Agx/Aem =275nm/345nm) signifie un fluorophore protéinique lié au tryptophane
(pic T selon Coble, 1996).

Les résultats montrent que le composant 1 contient un pic provenant des acides humiques (Plaza et
al., 2005). Ce pic est nommé « Z » dans ce travail. Ce pic, en concentration naturelle, posséde une
tres faible intensité de fluorescence qui est masquée ici par les pics voisins de fortes intensités, pic A
ou F, qui sont aussi d’origine terrestre. C’est pourquoi la méthode « peak-picking » ne peut pas le
détecter dans des échantillons naturels. Puisque ce pic a une intensité relative qui varie de fagon
différente des pics A et F, PARAFAC peut séparer sa contribution spectrale de celle des pics connus
A et F. La mise en évidence du pic Z dans le cas d’échantillon a concentration naturelle montre bien
I’avantage de I’utilisation de PARAFAC par rapport a la méthode du « peak-picking ».

Le couple de pics E-Z est détecté et analysé par « peak-picking » dans les extractions de maticre
organique de sol (Provenzano et al., 2004, Plaza et al., 2005 et Hernadez et al., 2006). Toutefois,
dans I’inventaire fait par Carstea et al. (2010), ce pic n’a pas €té détecté dans les eaux de riviere.
Apparemment, les MEEF des échantillons d’eau prélevés dans la riviere Krka ne contiennent pas le
pic E. La présence du pic a la fois dans les sols et dans les sédiments et son absence a priori dans les
riviéres impliquent une premiére question : le fluorophore associé au pic E est-il transporté par la
riviere du sol vers le s€diment ? Si le transport venait a €tre prouve, cela signifierait peut-€tre que la
non-détection du pic E est liée a une concentration en fluorophore trop faible dans la riviere. On peut
aussi imaginer que les milieux compacts que sont les sols et les sédiments favorisent le
développement d’une population microbienne spécifique a I’origine de ce pic E.

En comparant les résultats dans les deux sites de 1’estuaire Krka, seuls les échantillons de la station
Martinska ont montré le fluorophore terrestre. Ce fait signifie que les eaux douces entrées dans
I’estuaire peuvent influencer la composition de la MON dans les sédiments et donc les eaux
interstitielles des sédiments. Cependant, cette influence n’est pas valable dans tous les sites de cet
estuaire, car les eaux interstitielles des sédiments du site du port Marina ne contient pas ce
fluorophore terrestre qui signifie I’absence de l’influence des eaux douces dans ce site. Cette
différence permettra nous guider dans une nouvelle interprétation des résultats dans les études
géochimiques de ce site.
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Figure 64: Composants globaux obtenus par PARAFAC des EI Croates 2010-Martinska

IV.E.18 Eaux interstitielles — Rade de Toulon

Les résultats des eaux interstitielles de la rade de Toulon montrent trois composants (Figure 65) :

- le composant 1 (Agx/Agm =320nm/435nm et Agx/Apv =265nm/435nm) représente un fluorophore
constitué par un couple des pics fluorescents en provenance des substances humiques terrestres (pic
C et pic A selon Coble, 1996) ;

- le composant 2 (Agx/Apm =365nm/485nm et Apx/Apm =280nm/485nm) est considéré comme un
fluorophore produit par des acides fulviques du sol (pic D et pic F selon Stedmon et al., 2003 et
Albert & Takacs, 2004) ;

- le composant 3 (Agx/Agm =380nm/340nm) signifie la présence du fluorophore protéinique li€¢ a la
tryptophane (pic T selon Coble, 1996).

La rade de Toulon est une rade recevant tres peu d’eau douce. La composition de la MON a
théoriquement comme origine des substances marines ou aqueuses. Cependant, les résultats
montrent une composition d’origine terrestre plutét que d’origine marine comme le pic M et le pic
A’. Ces résultats indiquent 1’origine des fluorophores dits « terrestres » jusqu’a maintenant comme le
pic A, le pic C, le pic D et le pic F ne se forme pas forcément sur la terre, mais peut-€tre aussi dans
le sédiment, en tous les cas dans un milieu avec des matiéres compactes.
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Figure 65: Composants globaux obtenus par PARAFAC des EI de la rade de Toulon
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Résumé des fluorophores trouvés dans toutes les missions MEEF

A la vue des résultats concernant les différentes campagnes de prélévement, et quelque soit le type
de prélevement, on retrouve souvent le méme type de composants qui recouvrent les mémes
domaines spectraux. Afin de formaliser cela, le Tableau 7 résume la présence de pics dans les
différentes campagnes de prélevement et leur relation avec des pics déja décrits.

La fréquence d'apparition de certains fluorophores laisse a penser qu'ils sont omniprésents comme
composants de la matiére organique fluorescente. On peut sans trop exagérer définir le nombre de
composants différents trouvés a sept. Ce sont par ordre croissant de fréquence d'apparition
décroissant (Tableau 7) :

Trois composants qui signifient la présence des fluorophores protéiniques montrant des fréquences
variables :

Le composant de type T (Aex/Aem = 270-285nm/340-355nm) encore une fois d'origine protéinique
plus spécifiquement lié¢ au tryptophane (Coble, 1996) est présent dans vingt missions et dans tous les
milieux aquatiques ;

Le composant de type pic S (Apx/Aem = <250nm/295-310nm) représentant les substances
protéiniques (tyrosine selon Brudige, 2004) apparait dans deux missions : DYCOMED et Brésil
LINS 2007 ;

Le composant de type pic R (Agx/Agm = <250nm/340-355nm) considéré également comme un pic
protéinique lié¢ au tryptophane (Burdige, 2004) apparait cinq fois, dans les eaux cdtieres et les eaux
douces en contact avec les sols;

Ces derniers deux composants protéiniques ont une fréquence assez faible (<20% des campagnes)
comparé aux composant suivants.

Dans ce travail, plusieurs spectres d’excitation de composant sont bimodaux. Une étude (Burdige et
al., 2004) a posé I’hypothése d’un lien entre les pics A et C ainsi qu’entre les pic A’ et M (dans la
publication originale de Brudige et al., 2004, les symboles des pics A et A’ sont inverseés). Cette
hypothése est confirmée ici par le traitement PARAFAC appliqués aux MEEF.

Le composant bimodal caractérisé par le pic E (Agx/Asm = 375nm/490nm) et par le pic Z (Agx/Apm =
320nm/490nm) représenterait les acides humiques de sol (selon Smith & Kramer, 1999 ; Plaza et al.,
2005, 2006 ; Hernadez et al., 2006 et Kwiatkowska et al., 2008). Ce composant bimodal est présent
dans des échantillons ayant subi un protocole d’extraction (Provenzano et al., 2004 et Hernddez et al.,
2006). Notre travail a permis de détecter ce composant dans des eaux interstitielles de sédiment
(Croatie 2010 — station Martinska) sans modification importante des échantillons. Il est raisonnable
de penser que ce composant E-Z est commun entre l'environnement terrestre et l'environnement
sédimentaire marin.

Avec la méme fréquence, les composants pic D (Agx/Agm = 360-390nm/455-490nm) et pic F
(Aex/Agm = 255-280nm/445-490nm) sont caractéristiques des substances fulviques d’origine terrestre
(Stedmon et al., 2003 et Albert & Takacs, 2004). Ils sont présents dans vingt missions concernant
tous les milieux qu'il soit aquatiques ou terrestres, exception faite des eaux cdtieres. Les pics D et F
apparaissent dans les eaux de mer, les eaux de sol, les eaux douces, les eaux extraites de sol et les
eaux interstitielles.
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Nom de

milieu

Nom de mission

N°de

fluorophores

trouvés

Pic M +
Pic A’

Pic C +
Pic A

Pic D +
Pic F

Pic E +
PicZ

Pic S Pic R PicT

Croatie 2008

N

Eaux

Croatie 2009

x| X

/(M)

cotieres

Rade de Toulon 2009
Eaux de mer

DYCOMED

MARSECO 1

x| X

Eaux de mer

MARSECO 2

MARSECO 3

XX X|X| X

Brésil SGC 2007

/(M)

Brésil SGC 2008#

J(A) | 7

Eaux de sol

Brésil LINS 071219

Brésil LINS 080430

Brésil LINS 090616

XX XXX |>x|x|Xx| x [X|x

BasVar 2008

X| X | XX

BasVar 2009

x

BasVar 2009 Hebdo

Bosnie 2009

Brésil SGC 2009

XX

SIZ| X [x|x| x |x|x|x|x|x

Eaux
douces

Cameroun 2008*

Croatie Grottes 2008

Croatie Grottes 2009

XX |X|X|X| Z

Croatie Grottes 2010

x

GIRAC

x

Norvége Aurora 2010

N [ WQWWWIN~W| W WA W  WRARWWIND[WO| W (W

X |Z2|X%|X|X[O|%|Z
>

X[ X|X]|X

Toulon Tunisie (TT)
ARCUS 2010

Eaux
extraites de

Brésil LINS S| et E66
2007

sol

Brésil LINS S| et E66
2009

Croatie-Marina 2010
El

Eaux
interstitielles

Croatie-Martinska
2010 El

Rade de Toulon 2009
Eaux interstitielles

X X X

N°de participations:

2 6 20 15 25 20 1

N°de missions:

29

Taux de participation:

6.90% [20.69% | 68.97% | 51.72% | 86.21% | 68.97% | 3.45%

X : participation compléte comme un fluorophore ; M : demi — participation, construction d’un fluorophore avec un
autre pic ; S : désigné séparément dans deux fluorophores ; / (*) : une seule partie montrée comme un fluorophore.
Tous les genres de participation sont comptés une fois de participation.

Tableau 7: Fluorophores trouvés dans chaque mission et leurs participations dans le jeu de données.
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Les composants pic M  (Agx/Aem = 285-320nm/390-415nm) et pic A (Agx/Aem =
250-265nm/390-415nm) correspondant aux substances humiques dites « marines » mais souvent
trouvés dans des milieux aquatiques d'origine autre que marine (Coble, 1996, Burdige, 2004, Luciani
et al., 2008). Ils sont présents dans quinze missions ayant un caracteére aquatique marin ou terrestre et
sont totalement absents dans les extraits de sol. Les demi-participations des fluorophores (M) sont
tres fréquentes dans les missions venant des eaux douces. Ce composant n’apparait pas dans les
autres milieux. Le pic M a été présenté par Coble comme un fluorophore en provenance des
substances humiques marines. Cependant, la présence de pic M est prouvée dans les eaux cotieres,
les eaux de sol, les eaux douces et les eaux interstitielles.

Enfin, les plus fréquents, le composant comportant le pic C (Aex/Agm = 315-340nm/420-445nm) et le
pic A (Agx/Aem = 255-280nm/420-445nm) apparaissent souvent ensemble et indiquent la présence
des substances humiques terrestres (Coble, 1996). Ils sont présents dans 25 missions sur 29
représentant toutes les origines.

Un des buts de ce travail est de connaitre 'influence de 1'hétérogénéité des jeux de donnée sur les
résultats PARAFAC : nombre de composants, représentation des composés, etc. Les différents
environnements analysés montrent une grande variété des conditions environnementales et pourtant
seulement 7 contributions spectrales (Tableau 7), recouvrant l'ensemble des domaines spectraux
analysés, semblent nécessaires pour représenter les fluorophores présents dans les six milieux qui
seront décrits dans la partie suivante. D’autre part, le fait de traiter chaque campagne
individuellement entraine une difficulté pour comparer les composants entre eux. Il n’est d’ailleurs
pas conseillé de le faire car ils sont issu de traitements différents. Toutefois, pour avoir une base de
camparaison identique, il faut traiter les échantillons dans le méme jeu de données. La partie
suivante traite des résultats de ces regroupements PARAFAC.
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IV.F Application de PARAFAC aux missions groupées par milieux

L’analyse des MEEF provenant d’'une méme campagne de prélévement permet d’obtenir les
composants participant a la fluorescence. Dans ce travail, nous souhaitons nous intéresser au
comportement de PARAFAC lorsque des MEEF provenant de missions différentes sont traitées dans
le méme jeu de données. En effet, il est observé dans les résultats précédents que les composants
obtenus sont souvent similaires. On peut donc s’attendre a ce que ces composants soient retrouves
par PARAFAC dans un jeu de données recoupant les MEEF de différentes missions. Cette étude est
d’autant plus intéressante que les composants présentent de légeres différences en forme et en
position méme s’ils sont relativement similaires. Afin d’étudier I’influence de ces regroupements sur
les résultats de PARAFAC, les MEEF de I’ensemble des missions traitées précédemment vont étre
analysées en regroupant dans un premier temps les échantillons par milieu : les eaux cotieres (ET),
les eaux de mer (EM), les eaux de sol (ES), les eaux douces (ED), les eaux extraites de sol (EES) et
les eaux interstitielles (EI). Le deuxieme regroupement rassemblera les MEEF des différents milieux
en fonction de la force ionique. Finalement, I’ensemble des échantillons dans un seul jeu de données
(2292 MEEF en total) sera étudié.

Pour comparer les résultats du regroupement avec le traitement du milieu, les composants calculés
par PARAFAC individuellement par campagne sont présentés par ligne identifiées dans les figures
par les lettres : A, B, C, ... La dernicre ligne (T) représente les composants obtenus par PARAFAC
pour la totalité des échantillons correspondant au regroupement. Rappelons ici que le nombre F de
fluorophores est la grande valeur de F telle que le corcondia soit au moins égal a 60%. Dans cette
¢tude, le nombre F ainsi calculé ne dépasse jamais la valeur 5.

D’autre part, a des fins de comparaison, la valeur de la fluorescence intégrée, c’est-a-dire

I’intégration des valeurs d’intensité de fluorescence des €chantillons a été calculée. Cette valeur
représente le poids des signaux de fluorescence de chaque campagne dans le jeu de données global.

IV.F.1 Milieu des eaux cotiéeres

On rappelle le nombre d’échantillons prélevés pour les missions Croatie 2008, Croatie 2009 et Rade
de Toulon 2009 (Tableau 8) ainsi que la fluorescence intégrée de chaque mission.

Numéro dans

Nom de .. Fluorescence Nombre
- Nom de mission le P . .
milieu intégrée d'échantillons
regroupement
Croatie 2008 A 51620 16
Eaux Croatie 2009 B 74419 84
cotieres
Rade de Toulon 2009
ade ce Touton C 17853 17
Eaux de mer
Nombre total d’échantillons 117

Tableau 8: Composition du groupe eaux cétiéres, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.

Trois composants fluorescents sont trouvés pour 1’ensemble des eaux en provenance du milieu cotier
(Figure 66, ligne T) pour un corcondia de 89% :

82



A)

B)

0

T)

Le composant 1 (Agx/Apm = <250nm/350nm) représentant un pic protéinique plutét de type
tryptophane (pic R selon Burdige, 2004) et son épaulement (Agx/Apm = 260nm/440nm, pic A selon
Coble, 1996) est présent dans les résultats obtenus pour la totalité des échantillons d’eaux cdtieres. 11
semble représenter les composants 1, lignes A, B et C (Figure 66), des différentes missions. De plus,
son spectre d’émission est trés proche de ceux des composants 1 précédents. Quant a son spectre
d’excitation, on peut noter qu’il varie notablement d’une mission a ’autre : le spectre d’excitation du
composant 1 de la ligne T est donc apparemment une moyenne des spectres d’excitation précédents.

450 450 15
L 400 400 1°° Corcondia : 90.025
2 350 350 o Erreur: 1710574.660
300 300 .
250 250 ’ * .
300 400 500 300 400 500 .,
xem 5 10
450 450 450 "
5 400 400 400 1¢ Corcondia : 90.373
(“é 350 350 350 os Erreur : 10205285.202
300 300 300 v .
250 250 250 0 o"fa?:"
300 400 500 300 400 500 300 400 500 o
rem Aem rem o 20 40
450 450 450 o
5 400 400 400 1g) Corcondia : 86.733
S 350 350 350 . Erreur : 660742.201
300 300 300 _
250 250 250 |
300 400 500 300 400 500 300 400 500 ¢ ¢
rem Aem 5, 20 40
450 450 450 '
. 400 400 400 15, Corcondia - 89.349
2 350 350 350 o Erreur - 13829828 624
300 300 300
250 250 250 0| wwhy
300 400 500 300 400 500 300 400 500 °°

. | f - S
Aem Aem Aem 0 20 40

Figure 66: Composants obtenus par PARAFAC pour le milieu des eaux cotiéres.
Les lignes A, B et C représentent les composants obtenus pour le traitement individuel des missions Croatie
2008, Croatie 2009 et Rade de Toulon (eaux de rade) respectivement.
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Le composant 2 (Aex/Aem = 295nm/395nm) de la ligne T qui est considéré comme un fluorophore
représentant des acides humiques d’origine marine (pic M selon Coble, 1996) semble proche du
composant 2 de la ligne B. Bien que le composant 2 de ligne C (Agx/Aem = 275nm/350nm) soit
proche spectralement du composant 2 de la ligne B, il doit trés probablement correspondre a un pic
protéinique de type tryptophane pic T (Coble, 1996).

Le composant 3, bimodal en excitation (Agx/Agm = 355nm/470nm et Apx/Agm = 280nm/470nm)
signifiant un fluorophores de double pics provenant des acides fulviques de sol (pic D selon
Stedmon et al., 2003 et pic F solon Albert & Takacs, 2004) est identique au composant 3 de la ligne
B. On ne retrouve pas les formes des composants 3 dans les lignes A et C, respectivement.

On peut constater que, dans ce cas précis, les contributions spectrales de la ligne T sont trés proches
(en forme et en position) des composants de la ligne B. Ceci constitue un résultat auquel on pouvait
s’attendre puisque le nombre d’échantillons de la mission B représente plus de 71% de ’ensemble
des échantillon d’eaux coticres, de plus, la fluorescence intégrée de la mission B correspond a plus
de la moitié de la fluorescence de 1’ensemble des échantillons. De ce fait, le nombre de composants
présents dans I’ensemble des eaux cotieres ne dépasse pas 3. Le seuil de 60% appliqué au corcondia
pour définir le nombre de fluorophores pourrait expliquer ce résultat.

IV.F.2 Milieu des eaux de mer

Dans le tableau, on retrouve les quatre missions de prélévements effectuées dans 1’eau de mer
(Tableau 9). Ce groupe représente 172 échantillons. La mission qui contient le plus d’échantillons est
DYCOMED, alors que le maximun de fluorescence intégrée est li¢ a la mission MARSECO 2.

Nom de . . Numéro dans le Fluorescence Nombre
e Nom de mission . s . . .
milieu regroupement intégrée d'échantillons
DYCOMED A 24110 131
MARSECO 1 B 20256 12
Eaux de mer
MARSECO 2 C 264582 10
MARSECO 3 D 25069 19
Nombre total d’échantillons 172

Tableau 9: Composition du groupe eaux de mer, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.

Le traitement global pour les eaux de mer donne trois composants fluorescents avec un corcondia de
79% (Figure 67, ligne T). Contrairement au traitement global précédent, il y a diminution du nombre
de composants nécessaires pour la caractérisation de 1I’ensemble des données. Les composants de la
mission qui contient le plus d'éléments, DYCOMED (ligne A), n'apparaissent pas en totalité dans les
composants obtenus pour le groupe eaux de mer. Seuls les composants 1, 2 et 4 (Figure 67, ligne A)
persistent dans la décomposition finale (ligne T).

Pour le composant 1 de la ligne T représentant un type protéinique, on a un maintien de la forme et
de la région spectrale alors que ce composant n'apparait pas clairement parmi les composants des
missions MARSECO (lignes B, C et D).

Le composant 2 du jeu global (ligne T) est trés semblable aux composants 2 des missions C et D. On
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ne le retrouve pas dans son intégrité dans les autres missions. Par contre, on trouve dans ces missions
des composants qui recouvrent partiellement des zones de fluorescence du traitement global. Pour ce
regroupement il est quasiment impossible de comprendre pourquoi les composants des missions
individuelles sont absents.

Le composant 3 (ligne T) est commun aux missions A, C et D et il semble encore présent parmi les
composants du groupe eaux de mer.

Une hypothése que I’on peut avancer est que la mission C (MARSECO 2) qui a un poids important
en signal (>79%) impose le composant 3. De méme, le composant 1 semble imposé par la mission A
(DYCOMED) dont le poids en nombre d’échantillons représente 76% des échantillons du groupe
eaux de mer. Le composant 2 quant a lui, semble provenir des missions A et B qui représente
ensemble un nombre d’échantillons important (>83%). Ce comportement montre que PARAFAC est
sensible a la fois au nombre d’échantillons et & ’importance du signal de fluorescence sans pouvoir
prévoir lequel de ces deux parametres est prépondérant.
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Figure 67: Composants obtenus par PARAFAC pour le milieu des eaux de mer.
Les lignes A, B, C, D représentent les résultats obtenus individuellement pour les campagnes DYCOMED,
MARSECO février 2010, mars 2010 et avril 2010 respectivement. La ligne T représente le traitement global
pour I’ensemble d’échantillons.
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Finalement, pour les eaux de mer, la variabilité des composants est plus importante puisque nous
avons pour les missions individuelles un nombre de composant variant de 2 a 5. Par contre malgré le
poids important de la mission A, le traitement PARAFAC diminue fortement le nombre de
composants a 3 pour I’ensemble du jeu de données. Les composants extraits semblent fondre les
composants disparus en les intégrant dans des élargissements de domaines spectraux. Mis a part pour
une campagne (ligne C), le corcondia reste aux environs de 80%. Il est méme meilleur pour la
campagne DYCOMED (ligne A) qui est individuellement a un corcondia de 66%. Lorsque les jeux
de données individuels montrent une hétérogénéité en composant, le traitement PARAFAC lisse
cette hétérogénéité en nombre de composants.

IV.F.3 Milieu des eaux de sol

Les quatre missions effectuées associées aux eaux de sol rassemblant un total de 188 échantillons
sont listées dans le Tableau 10. La mission Brésil SGC 2007 qui contient 69 échantillon, est la
campagne la plus importante. Le maximun de fluorescence intégrée est li¢ a la mission Brésil LINS
071219.

Nom de .. Numéro dans le | Fluorescence Nombre
o Nom de mission P , .
milieu regroupement intégrée d'échantillons
Brésil SGC 2007 A 1684540 69
Brésil LINS 071219 B 1767040 35
Eaux de sol -
Brésil LINS 080430 C 374191 42
Brésil LINS 090616 D 830497 42
Nombre total d’échantillons 188

Tableau 10: Composition du groupe eaux de sol, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.

Le milieu des eaux de sol représente un groupe homogeéne en nombre d'échantillons (69, 35, 42 et 42)
mais dont les composants extraits individuellement sont assez hétérogeénes en forme. Dans le
traitement du regroupement (Figure 68, ligne T) on peut s'apercevoir que les composants listés par
ordre de longueur d’onde représentent plutot les composants des missions Brésil LINS (Figure 68,
lignes B a D). Ici, le composant 1 qui apparait dans la seule mission Brésil LINS 071219 est
représenté quand méme dans le traitement de ce regroupement.

La mission Brésil SGC 2007 (Figure 68, ligne A) qui contient le plus d’échantillons n’est pas
représentée par le traitement de ce milieu, spécialement un fluorophore (Agx/Agm =300nm/410nm et
Aex/Agm = <250nm/410nm) dans cette mission est apparemment absent dans le traitement de
I’ensemble des MEEF considérées ici (Figure 68, ligne T).

Pour les eaux de sol, le composant 3 a la ligne T (Agx/Apm =320nm/430nm, faible et Apx/Agm =
<250nm/460nm, fort) posséde une forme particuliere avec un massif aux courtes longueurs d'onde
d'excitation assez inhabituel. Ce composant est présent dans toutes les missions, méme s’il ne
posseéde pas la méme intensité relative des pics C et A. Ce composant contient le pic C et le pic A
avec des hauteurs respectives variables. Ceci peut signifier la présence majoritaire d’acide fulvique
dans ce systeme (Mounier et al., 1999 ; Patel-Sorrentino et al., 2002). Ce résultat se différencie du
cas de la mission Brésil LINS 071219 qui contient une participation égale des pics C et A.
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Dans ce groupe-ci, ressort principalement le composant 4 (ligne T) ayant une émission proche de
500 nm (Agx/Apm =350nm/480nm et Apx/Apm = 275-285nm/480nm) correspondant au pic D (Stedmon
et al., 2003) ou au pic F (Albert & Takacs, 2004). Ce composant est également présent dans le
traitement individuel de chaque mission.

Les fluorophores 3 et 4 du traitement de ce milieu sont similaires a ceux trouvés dans les traitements
individuels bien qu’il y ait des modifications de position et d’intensité relative.
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Figure 68: Composants obtenus par PARAFAC du milieu des eaux de sol
Les lignes A, B, C, D et T représentent les résultats obtenus individuellement pour les campagnes Brésil SGC
2007, Brésil LINS 071219, 080430, 090616 et le traitement global de ce milieu.

IV.F.4 Milieu des eaux douces

Le traitement de ce milieu rassemble 8§ campagnes représentant 377 échantillons (Tableau 11). Les
comparaisons entre chaque mission et le traitement du milieu est présenté (Figure 69).
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Nn(:ill'ile(lile Nom de mission Numéro dans le regroupement Fll;lt::ggsszzlce d'élc\ll:);lllt)iifons
BasVar 2008 A 27254 59
BasVar 2009 B 24809 36
BasVar 2009 Hebdo C 45181 45
Bosnie 2009 D 36155 10
Eaux douces
Brésil SGC 2009 E 52178 65
Croatie Grottes 2008- 10 F 379807 52
GIRAC G 564628 81
Norvége Aurora 2010 H 266811 29
Nombre total d’échantillons 377

Tableau 11: Composition du groupe eaux douces, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.

Dans ce traitement, on pourrait s'attendre a une augmentation du nombre de composants car les
¢chantillons d’origines différentes, bien que provenant d'un méme milieu, présentent une grande
variété de composants. Ce n'est apparemment pas le cas (Figure 69, ligne T) puisque [’on obtient 4
composants. Pour mieux comparer les composants, tous les traitements sont listés par ordre de
longueurs d’onde d’émission croissante.

Le composant 1 de la ligne T (Agx/Aem = 275nm/355nm) est typiquement protéinique. Le
recouvrement spectral est assuré dans toutes les missions individuelles, mais soit par des composants
de forme différentes, soit par des épaulements ou des étirements qui englobent la zone des protéines
(Figure 69, ligne A, composant 1 et 2 ou ligne B, composant 1). Dans la zone protéinique, plusieurs
fluorophores sont trouvés dans les résultats des traitements individuels. Mais dans le traitement du ce
milieu, il n’y a qu’un seul fluorophore protéinique obtenu. Ce fluorophore de type tryptophane
ressemble a celui de la ligne G qui représente la mission GIRAC contenant le nombre d’échantillons
et la fluorescence intégrée les plus grands.

Le composant 2 (Agx/Agm = 320nm/405nm et Apx/Apm = <250nm/405nm) et le composant 3
(Aex/Aem = 350nm/430nm et Agx/Apm = 265nm/430nm) a la ligne T semblent étre une décomposition
des fluorophores comprenant les pics A, C, A' et M. Ces composants reliés aux substances humiques
sont présents dans toutes les campagnes, mais sous des formes ou des combinaisons différentes.
Dans ce groupe également, le traitement global semble favoriser une prépondérance aux pics excités
par les courtes longueurs d'onde dans les composants 2 et 3 qui sont bimodaux. Les formes de ces
deux fluorophores ne ressemblent pas du tout a celles de la mission GIRAC (ligne G), mais plutdt a
celles de la mission Brésil SGC 2009, qui ne participe ni au nombre maximal, ni a la fluorescence
intégrée maximale du jeu de données, c’est-a-dire que les importances spectrales de la mission Brésil
SGC 2009 sont plus concentrées sur ces deux composants provenant des substances humiques. Ceci
est confirmé par les résultats de contributions PARAFAC.

Le composant 4 (Aex/Agm = 350nm/480nm) (Figure 69, ligne T) est proche de celui de la mission
Brésil SGC 2009 (ligne E). Cette forme est particulicre, car la zone des intensités maximales est
allongée sur une grande gamme de longueurs d’onde d’excitation, au lieu d’étre séparée en deux pics
comme dans les autres missions. Ce composant est peut étre un composant différent. Selon la
longueur d’onde, il peut contenir le pic « Z » (Plaza et al, 2005).
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Figure 69: Composants obtenus par PARAFAC du milieu des eaux douces
Les lignes A, B, C, D, E, F, G, H et T représentent les résultats obtenus individuellement pour les campagnes
BasVar 2008, BasVar 2009, BasVar 2009 Hebdo, Bosnie 2009, Brésil SGC 2009, Croatie Grottes 2008- 10,
GIRAC, Norvége Aurora 2010 et le traitement global de ce milieu.
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Ainsi, il ne suffit pas d'avoir un poids important ni en nombre d’échantillons ni en fluorescence
intégrée dans le jeu de données pour avoir une influence dans le résultat final. L’exemple de la
campagne Brésil SGC 2009 (Figure 69, ligne E), qui comporte 65 échantillons (Tableau 11) et une
faible fluorescence intégrée (52 178 par rapport le maximun 564 628 dans le jeu de données, Tableau
11) fait partie des composants PARAFAC du milieu.

Dans ce regroupement, on a également le cas de la campagne Bosnie 2009 (Figure 69, ligne D) qui ne
représente que 10 échantillons sur un jeu de 377 et dont la matiere organique provient d'un milieu
peu commun. Le pic protéinique de cette campagne (Figure 69, ligne D, composant 1) est pris en
compte dans le composant 1 (Figure 69, ligne T) qui représente un autre pic protéinique voisin. Son
poids dans le systéme du traitement global n’est pas suffisant pour persister a 1’issu du traitement du
milieu. Les contributions spectrales qui disparaissent sont probablement réparties dans les quatre
autres contributions du regroupement.

Le traitement du milieu des eaux douces donne un corcondia supérieur a 91%. Ce score est a
comparer a la variation des corcondia des traitements individuels qui varient de 61% a 95%. Le
nombre de fluorophores (quatre) trouvés dans ce traitement est inférieur au nombre des fluorophores
(cing ou six) trouvés dans les traitements individuels des campagnes.

IV.F.5 Milieu des eaux extraites

Dans le milieu des eaux extraites, 187 échantillons provenant de 3 missions sont regroupés ensemble
(Tableau 12). Tous ces échantillons ne sont pas prélevés sur les terrains de prélévement, mais extraits
avec des solvants chimiques.

Nom de . . Numéro dans le | Fluorescenc Nombre
e Nom de mission . s . . .
milieu regroupement e intégrée d'échantillons
Eaux Toulon Tunisie (TT) ARCUS 2010 A 891048 47
extraites de Brésil LINS SI et E66 2007 B 264843 13
sol Brésil LINS SI et E66 2009 C 48720 118
Nombre total d’échantillons 187

Tableau 12: Composition du groupe des eaux extraites, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.
On observe de grandes différences entre les composants associés aux trois missions individuelles.

Dans le traitement global, le composant 1 (Agx/Agm = 270nm/345nm) considéré comme un
fluorophore protéinique de type tryptophane (pic T selon Coble, 1996) représente le composant
seulement trouvé dans la mission A uniquement (Toulon-Tunisie ARCUS 2010). L’absence de ce pic
dans les autres missions n’influence pas I’importance de ce composant. Le composant 2 représente
un composant aux basses longueurs d’onde d’excitation avec un pic a I’intensité maximale (Agx/Agm
= <250nm/435nm). Ce composant représente un pic de type acide humique souvent li¢ a un milieu
aquatique (pic A’ selon Burdige et al., 2004). Le composant 3 (Agx/Aem = <250nm/400nm, Apx/Apm =
300nm/400nm etAgx/Aem = 330nm/400nm) et il semble également présent dans les échantillons des
missions TT ARCUS 2010 (TT) et Brésil LINS SI et E66 2009 (Brésil 2009). Dans la ligne A de la
Figure 70, les dernicres contributions spectrales ne trouvent pas leur équivalent dans les lignes B, C
et T. Cette remarque est valable aussi pour les deux dernieres contributions de la ligne C. En fait,
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dans le cas des missions TT et Brésil 2009, le corcondia est trés proche du seuil de 60% fixé
arbitrairement pour définir le nombre optimal de fluorophores utilisés par PARAFAC. Si I’on releve
ce seuil, le nombre de composants passe de 4 a 3 pour la mission TT et de 3 a 2 pour la mission
Brésil 2009 (Annexe 5 — Tous les traitements PARAFAC). Dans ce cas, la derniere nouvelle
contribution spectrale de la ligne A ressemble a la derniére contribution de la ligne B, de méme pour
la deuxiére contribution de la ligne C. Un tel résultat montre que le choix automatique du nombre
optimal de composants PARAFAC n’est pas une solution que [’on peut généraliser au traitement de
toutes les MEEF. Ceci peut étre dii ¢également au fait que les échantillons subissent une sélection
spécifique due au traitement d’extraction.
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Figure 70: Composants obtenus par PARAFAC du milieu des eaux douces
Les lignes A, B, C, et T représentent les résultats obtenus individuellement pour les campagnes Toulon
Tunisie (TT) ARCUS 2010, Brésil LINS SI et E66 2007, Brésil LINS SI et E66 2009et le traitement global.

IV.F.6 Milieu des eaux interstitielles

Trois missions des eaux interstitielles prélevées dans les sédiments en provenance de Croatie et de
Toulon sont rassemblées ensembles (Tableau 13). Parmi 115 échantillons, la mission de la rade de
Toulon représente le nombre maximal des échantillons, mais la mission Croatie-Marina contient le
poids maximal de fluorescence intégrée. Les fluorophores trouvés des missions individuelles et
globale sont montrés dans la Figure 71.

On retrouve, dans toutes les campagnes le composant protéinique et les composants de type humique.
Pour les eaux interstitielles du port de Martinska seulement deux composants sont extraits, mais le
composant de type humique (Figure 71, ligne A, composant 2) a une gamme spectrale plus large en
€¢mission, sans doute di a une mauvaise s€paration. Dans ce groupe, la disproportion entre le nombre
d'échantillon pour la campagne Toulon (93) et les deux campagnes croates (22) fait que le résultat de



l'analyse globale est trés proche de I’extraction de la campagne Toulon (Figure 71, ligne C). Seul le
composant protéinique global a été un peu raboté¢ dans les courtes longueurs d'onde d'excitation
(Figure 71, ligne T, composant 3). En ce qui concerne le nombre de composants nécessaires pour
décrire I’ensemble du systéme (N=3), il reste cohérent, mais contrairement au groupe précédemment
traité, dans ce cas, le corcondia du traitement global est le plus mauvais score : 80% par rapport au
traitement individuel (83 a 98%).

Nom de .. Numéro dans le Fluorescence Nombre
e Nom de mission . s . . .

milieu regroupement intégrée d'échantillons

Croatie-Marina 2010 EI A 177293 11

Eaux Croatie-Martinska 2010 EI B 87647 10

interstitielles
Rade de Toulon 2009 Eaux
) . C 147557 93
interstitielles
Nombre total d’échantillons 115

Tableau 13: Composition du groupe des eaux interstitielles, nombre d’échantillons et fluorescence intégrée.
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Figure 71: Composants obtenus par PARAFAC pour les eaux interstitielles de sédiment.
Les lignes A, B, C, et T représentent les résultats obtenus individuellement pour les campagnes
Croatie-Marina 2010 EI, Croatie-Martinska 2010 EI, Rade de Toulon 2009 Eaux interstiticlleset le
traitement global du milieu.

Deux fluorophore terrestres (composant 1 et composant 2) sont trouvés dans ce milieu. Ceci signifie
que le milieu sédimentaire est plus proche de la terre au lieu de la mer, méme s’il y a I’influence des
eaux de mer en surface. Les composants 1 et 2 étant considérés terrestres peuvent aussi se former
dans le milieu super compact de sédiment. Autrement dit, les composants sont des produits obtenus
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dans les conditions spéciales ou il y a des molécules solides et compactes. Ils ne sont pas uniquement
réserves pour le milieu terrestre.

Résumé des fluorophores trouvés dans les milieux d’échantillon

290-300 + [320-340 +/365-390 +
Aex (nm) <250 | <250 | 270-280 <250 1255 -270| 270-280 375+ 320
Aem (nm) 295-305 |335-360| 335-360 | 390-415 | 425-450 | 465-490 495
N°de
Somme des N° de
Nom de Sfluorophores PicM+ | PicC+ | PicD+ | PicE+
fluorophores trouvés dans| PicS | PicR | PicT
milieu o trouvé dans le Pic A’ Pic A Pic F PicZ
les missions
milieu
Eaux 4 3 M M) | MIA) X
cotieres
Eaux de mer 5 3 X X X
Eaux de sol 4 3 X X X X
Eaux douces 5 4 X X X X
Eaux 4 4 X X X X
extraites
Eaux
interstitielles 5 3 X X X
N°de participations: 1 1.5 4.5 3.5 5.5 5 0
N°de milieux: 6
Taux de participation: 16.67% | 25% | 60.00% | 58.33% | 91.67% | 83.33% | 0%

X : participation compléte comme un fluorophore ; M : demi — participation, construction d’un fluorophore avec un
autre pic ; S : désigné séparément dans deux fluorophores ; / (*) : une seule partie montrée comme un fluorophore.
Tous les genres de participation sont comptés une fois de participation.

Tableau 14: Fluorophores trouvés dans chaque milieu et leurs participations dans le jeu de données.

Le Tableau 14 rassemble les résultats obtenus en terme de fluorophores présents et de nombre de
composants PARAFAC extraits. En utilisant une systématique de détermination du nombre de
composants nécessaires pour la caractérisation du systeme par PARAFAC, comme défini dans ce
travail, on observe un maintien ou une diminution du nombre maximal de fluorophore nécessaire
pour décrire des jeux de données plus grands, rassemblant des échantillons de méme milieu ou de
méme environnement physico-chimique.

D'une maniere générale, les composants similaires qui apparaissent plusieurs fois dans différentes
missions, comme les composants de type C ou A (Tableau 14) sont en quelque sorte mutualisés. Par
contre pour les composants spécifiques, il n'y a pas de régles particuliéres. Un composant spécifique
peut persister dans le traitement global méme si le nombre de MEEF le concernant est faible.
Toutefois, la tendance générale pour ces composants est l'assimilation ou la disparition pure et
simple des composants du traitement global.

Si on observe l'occurrence des composants dans les différents groupes (Tableau 14) on remarque que
les composés de type C + A sont présents pratiquement dans tous les milieux avec 91% d’occurrence.
Ce sont donc des composés présents dans tous les systémes, avec une variabilité des domaines
spectraux plus ou moins importante en fonction du milieu. Les composés de type D ou F, occurrence
83%, sont présents dans tous les milieux terrestres ou proches de terrestre, les sédiments et les eaux
coOtieres mais apparemment pas dans les eaux de mer. Par contre, les composés recouvrant les
domaines spectraux des pics M et A’, habituellement considérés comme marins (Coble, 1996) sont
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B)

)

présents dans les eaux cotieres, les eaux de sol et les eaux douces. La présence dans les eaux de mer
est souvent en relation avec le pic protéinique (pic T).

Afin de pousser plus loin le traitement global des jeux de donnée, un traitement rassemblant
uniquement trois groupes de milieu (forte salinité, faible salinité et matiére organique d'extraction)
est entrepris dans le paragraphe suivant.

IV.G  Application PARAFAC aux missions en fonction a la salinité

Trois groupements sont définis pour analyser les échantillons des eaux en fonction de la salinité de
leur environnement. En effet, la salinité est un facteur discriminant des environnements différents.
De maniére arbitraire, le groupe des eaux non-salées, ou de faible force ionique, contient les eaux
douces et les eaux de sol ; le groupe des eaux salées, ou de forte salinité, rassemble les eaux cotieres,
les eaux de mer et les eaux interstitielles de sédiment marin ; enfin le groupe des eaux extraites est
classé a part car bien que dans un milieu d’extraction aforce ionique extrémement forte, les
conditions sont différentes des deux premiers groupes. Ce groupe contenant un seul milieu qui est
étudié précédemment (IV.E.5, page 90) n’est pas détaillé dans cette partie.

IV.G.1 Groupement des eaux non-salées

Le traitement global du groupe des eaux non-salées maintient le nombre de composant a 5. On
retrouve I'ensemble des composants extraits pour les deux milieux précédents (Figure 72, ligne A et
B) : Les composants ayant une émission a (Agx/Agm = <250nm/305nm), le composant proteinique
(Aex/Aem = 275nm/340nm), les deux composants bimodaux a (Agx/Agm = 315nm/415nm et Agx/Apm =
<250nm/415nm) et a (Agx/Agm = 345nm/445nm et Apx/Apm = 275nm/445nm), et un composant de
type fulviques allongé sur Agy = 480nm.
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Figure 72: Composants obtenus par PARAFAC du groupe des eaux non-salées
Les lignes A, B, et T représentent les résultats obtenus pour les milieux des eaux de sol, des eaux douces et le
traitement global du groupe des eaux non-salées.

Le composant 5 est allongé selon les longueurs d’onde d’excitation, au lieu de montrer deux pics
séparés (pic D et pic F). Ce composant est souvent présent dans les résultats.
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IV.G.2 Groupement des eaux salées

Trois composants sont de nouveau trouveés en traitant toutes les eaux salées (Figure 73, ligne T) : le
composant 1 (Agx/Aem = 280nm/355nm) protéinique (Figure 73, ligne T, composant 1) ; le composant
2 (Aex/Agm = 325nm/430nm et Agx/Apm = 260nm/430nm) des substances humiques (pic C et pic A
selon Coble, 1996) (Figure 73, ligne T, composant 2) ; et enfin le composant 3 (Agx/Aem =
365nm/485nm et Apx/Agm = 280nm/485nm) contient les pics D (Stedmon et al., 2003) et F (Alberts
& Takacs, 2004b) en rapport avec les acides fulviques terrestres (Figure 73, ligne T, composant 3).

450 450 450 1s
400 400 400 1 Carcancia - 88,349
350 350 350 Frraur - 1 AHRIYEPE B4
s
300 300 300 :
250 250 250 0
300 400 500 300 400 500 300 400 500 .
. Aem s W an
14
450 &
400 1| Corcondia - £9.290
Erreur : 32450012 635
B) 350 !
300 R
0| bt
250 250 AT e
300 400 500 300 400 500 300 400 500 ..
Lem Jem Aem "o 2 AN
15
450 450 ;
400 400 1‘:.Curtcnd=‘. 50,361
350 150 e - 300297 703 242
C) 0.5 L.
300 300 e
250 250 250 S
300 400 500 300 400 500 300 400 500 e . "
e iLem iem o Ml a1
15
450 450
400 400 1P Carcondie - 59.501
- 4
50 360 . Criow | 460505594, 700
T) b R
300 300 L3
250 260 i .
300 400 500 300 400 500 300 400 500 a5 e
Aem Aem iem ] 20 41

Figure 73: Composants obtenus par PARAFAC du groupe des eaux salées
Les lignes A, B, C et T représentent les résultats obtenus pour les milieux des eaux cétiéres, des eaux de mer,
des eaux interstitielles et le traitement global du groupe des eaux salées.

Dans le cas du traitement des eaux a forte salinité, il y a apparemment une perte d'information en ce
qui concerne de nombreux pics. Malgré 1'importance du nombre d'échantillons d’eau de mer, il
semble que ce soit les échantillons d'eau interstitielle qui prédomine dans la définition des
composants du traitement global. En traitant I'ensemble, il y a une modification importante de la
morphologie et de la position des composants. Le pic protéinique des eaux de mer profonde ((Figure
73, ligne B, composant 1) n'est plus exprimé, sans doute partagé dans le traitement global entre le
pic protéinique (Figure 73, ligne T, composant 1) et le pic humique (Figure 73, ligne T, composant
2).
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Résumé des fluorophores trouvés dans les groupements d’échantillon

320-340 | 365-390
290-300 +
Aex (nm) <250 <250 |270-280 “950 +255 - + 375 +320
270 | 270-280
Aem (nm) 295-305 |335-360 [ 335-360 | 390-415 | 425-450 | 465-490 495
Nom de mili Somm; des ]tv de Notdeﬂtfofphlores pics | pier | pic |PicM+|PicC+|PicD +| PicE +
om de milieu ﬂuorop ores.liouves rouve daans te c 1c ic Pic A’ Pic A Pic F Pic 7
dans le milieu groupe
Groupe de§ eaux 4 4 X X X X X
non-salées
Groupe qes eaux 5 X X X
salées
Eaux traitées 4 4 X X X X
N°de participations: 2 0 3 1 3 3 0
N°de groupe: 3
Taux de participation: 66.67% | 0% | 100% |33.33% | 100% | 100% |

X : participation compléte comme un fluorophore ; M : demi — participation, construction d’un fluorophore avec un
autre pic ; S : désigné séparément dans deux fluorophores ; / (*) : une seule partie montrée comme un fluorophore.
Tous les genres de participation sont comptés une fois de participation.
Tableau 15: Fluorophores trouvés dans chaque groupe en fonction de salinité et leurs participations dans le
jeu de données.

Le tableau des fluorophores trouvés dans trois groupes d’environnement et la fréquence d’apparition
des composants (Tableau 15) montre un nombre de fluorophores qui varie entre trois ou quatre et
reste constant lorsque 1’on rassemble les données d’un méme milieu dans un méme jeu de données.
Ceci signifie que, s’il y a une possible diminution de nombre de composants lorsque 1’on rassemble
les échantillons par leur nature de salinité, le risque de perte d’information dans les rassemblements
est assez faible si I’on reste dans la méme catégorie de force ionique. Globalement, des domaines
spectraux comme le pic R ou le pic E ne sont plus repérés. On peut considérer que les informations
spectrales sont intégrées dans les autres composants.

Les trois composants représentant les pics T, C-A et D-F sont présents dans tous les groupes, et donc
dans tous les environnements naturels, méme dans les matieéres organiques extraites. Par contre, le
composant en rapport avec les pics M-A’ n’apparait que dans le groupe des eaux non-salées. On peut
donc penser que ce composant a une relation avec les groupes non salés uniquement.
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IV.H Application PARAFAC a I’ensemble de la base de données

Finalement, un traitement PARAFAC est effectué a I’ensemble des MEEF soit 1146 échantillons
provenant de différents environnements précédemment décrits. Les résultats obtenus montrent cinq
composants toujours avec la méme systématique de choix du nombre maximal de composants. La
Figure 74 présente les résultats obtenus pour les trois grandes catégories d’environnements et le
résultats pour I’ensemble des MEEF. Deux composants sont dans la région des composés de type
protéine : Apx/Apm = <250nm/330nm, pic R et Agx/Apm = 280nm/350nm, pic T (Figure 74, ligne T,
composants 1 et 2). On retrouve le composant de pic R dans les eaux non-salés et le pic T dans les
trois traitements précédents : I'information sur ces composés ne semble pas avoir été perdue. On peut
remarquer toutefois que les pics protéiniques du résultat global (Figure 74, ligne T, composants 1 et 2)
sont trés proches de ceux en provenance des eaux non-salées (Figure 74, ligne A, composants 1 et 2)
qui est majoritaire dans le jeu de donné global (565 MEEF, soit 49% du total).

On retrouve également le composant 5 (Apx/Apm = 355nm/475nm et Agx/Apm = 295nm/475nm)
présent dans les trois grandes catégories €galement. La contribution spectrale du composant global,
en particulier sa gamme spectrale d'émission, est intermédiaire entre le méme composant en
provenance des €chantillons extraits (Figure 74, ligne C, composant 4) et celui des eaux de haute
salinité (Figure 74, ligne B, composant 2). La forme et le domaine spectral sont trés proches du
composant de la catégorie eaux douces (Figure 74, ligne A, composant 1), il s'agit du composant qui
représente le pic D d'origine des acides fulviques généralement terrestres.

Les deux autres composés bimodaux, avec un maximum de signal pour les courtes longueurs d'onde
d'excitation (Figure 74, ligne T, composants 3 & 4) sont ceux en relation avec les pics M-A', et le
pic C-A.
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Figure 74: Composants obtenus par PARAFAC de toutes les MEEF
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Les lignes A, B, C et T représentent les résultats obtenus pour les groupes des eaux non-salées, des eaux
salées, des eaux extraites et le traitement global de tous les 1146 échantillons.

Les contributions spectrales présentes dans les lignes A, B et C sont suffisamment séparées.
Lorsqu’on regroupe 1’ensemble des MEEF (1146 échantillons), on trouve quasiment les mémes
contributions spectrales déja présentes dans la ligne A.

Cet ultime regroupement de MEEF ne provoque pas la perte du nombre de fluorophores (N=5) par
rapport au dernier niveau de groupement. Par contre, le nombre de fluorophores trouvés est inférieur
au nombre maximal des fluorophores (N=7) référencé dans le Tableau 7. Finalement, parmi sept
composants qui ont constitué ce jeu de données, cinq composants principaux sont retrouves.

IV.lI Discussion sur l'impact de la catégorisation sur les composants

PARAFAC

Les résultats obtenus montrent plusieurs comportements en fonction du type de regroupement et de
la qualité d’échantillon. On peut retenir, dans un premier temps, qu'il n'est apparemment pas
nécessaire d'avoir un nombre important d'échantillons pour qu'un fluorophore persiste dans la
solution apres un regroupement. Ainsi ce n'est pas le nombre qui fait le composant. D'autre part, il en
est de méme pour la forme des composés. Dans certains cas, le jeux de donnée réarrange les
composants du départ en les répartissant sur de nouveaux composants ou bien sur des composants
existants ou communs.

On remarque également que pour un jeu de données d’'un méme environnement, l'augmentation du
nombre d'échantillons entraine généralement une réduction ou un maintien du nombre de
composants. Ce comportement se retrouve jusqu'aux regroupements des grandes catégories de
salinité. Par contre, lorsque des environnements trés distincts et présentant des composants bien
distincts sont rassemblés, le nombre de composants augmente comme c'est le cas dans le dernier
regroupement.

Ces comportements sont toutefois associés, il faut le rappeler, a une systématique de choix du
nombre de composants a des fins de comparaison. En effet, le choix d'un composant est souvent
subjectif en raison des erreurs de mesure et du fait que 1'on ne connaisse pas le nombre exact de
composants. Si on compare ce travail a d'autre travaux publiés dans la littérature, on observe qu'avec
'augmentation du nombre d'échantillons naturels, le nombre de composants PARAFAC augmente
peu.

Afin de comprendre comment les domaines spectraux sont couverts par les composants PARAFAC
une ¢tude de recouvrement en fonction des regroupements par milieu (ou catégorie) est proposee.
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IvV.J PARAFAC et variabilités environnementales

Les résultats précédents montrent que PARAFAC est un outil particulierement performant pour
séparer les différentes contributions spectrales de la MON. Dans cette partie, nous proposons une
représentation particuliere de ces contributions qui permet de mettre en évidence les domaines
spectraux de la MON dont les fréquences d'occurrence sont les plus élevées, et ce, en fonction des
missions de prélevement, des milieux, etc. Cette nouvelle approche, différente de celle
habituellement utilisée (« peak-picking ») est appelée par la suite "zones de recouvrement
PARAFAC" (PARAFAC cross-over zone).

IV.J.1 Méthodologie

Les spectres d'excitation et d'émission des différents composants estimés par PARAFAC sont
combinés pour construire les massifs de fluorescence. Pour chacun de ces massifs, on détermine le
domaine spectral pour lequel l'intensité de fluorescence est, arbitrairement, au moins égale a 30%
(ou a 40% ou a 50%) de sa valeur maximale : on obtient donc une image binaire formée de 1 pour
tous les points qui vérifient cette condition et de 0 pour tous les autres. On combine ensuite toutes
ces images binaires a l'aide de l'opérateur “ou logique” ce qui définit une nouvelle image binaire
correspondant a la zone de présence des différentes contributions du jeu de données considéré
(associé a une mission, par exemple). Toutes ces étapes sont répétées pour les autres jeux de données.
Finalement, on calcule 1'image du recouvrement des zones PARAFAC en sommant toutes les zones
de présence précédentes. Dans ces conditions, le nombre d’occurrences maximal correspond au
nombre de jeux de données utilisés pour constuire les zones de recouvrement.

IV.J.2 Résultats

Iv.J.2.a Recouvrement des composants issus des missions

La Figure 75 représente les zones de recouvrement liées aux composants PARAFAC issus des
missions. Toutes les zones de recouvrement font partie d’'un domaine spectral allet de 250 nm a 480
nm en excitation et de 250 nm a 550 nm en émission. Elles sont également encadrées par les deux
droites délimitant les phénomeénes physiques de diffusion.

Dans la zone recouverte dans la Figure 75, on distingue aisément 3 zones qui reviennent
fréquemment :

* une zone située entre les longueurs d’onde d’excitation allet de 260 nm a 290 nm et les longueurs
d’onde d’émission allet de 330 nm a 380 nm, que 1'on nommera zone [ ;

* une zone située aux longueurs d’onde d’excitation allet de 250 nm a 350 nm et délimitée par les
longueurs d’onde d’émission entre 390 nm et 460 nm, cette zone est appelée ensuite zone 11 ;

* enfin une troisiéme zone qui se situe dans les longueurs d’onde d’excitation entre 270 nm et 390
nm et les longueurs d’onde d’émission entre 460 nm et 520 nm, cette zone sera nommée I11.

Dans la zone 1, on a un recouvrement assez uniforme centré autour de la position (Agx=275 nm /
Aem=350 nm). Cette zone est généralement attribuée aux pics protéinique. Dans la zone II, on
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distingue 3 zones pour des longueurs d'onde d'excitation de 250, 280 et 325 nm pour une émission a
425 nm.

Si I’on compare ces recouvrements avec les pics habituellement relevés par peak-picking, on observe
que la zone I recouvre le centre de gravité du pic T. Cette zone est fortement en relation avec les
protéines. Dans la zone II, on remarque que les pics habituellement rencontrés sont au bord des
zones recouvertes par l'ensemble des composants des missions. Ceci peut s'expliquer par le fait que
les composants sont calculés par PARAFAC a partir de MEEF corrigées de tout effet d'écran interne
alors que les pics A, A', C et M sont obtenus a partir de MEEF d'échantillons non dilués et dont les
contributions spectrales n'ont pas ¢€té séparées. Il y a une tres forte fréquence des pics A et A',
montrant une prédominance des matieres organiques de type fulvique dans l'ensemble des
¢chantillons. Enfin dans la zone III, on retrouve les pics D, E et F au bord des domaines de
recouvrement des composants, probablement pour les mémes raisons évoquées précédemment.

Il est intéressant de noter que la partie centrale de la zone III, pourtant souvent représentée dans les
composants avec une fréquence d'occurrence supérieure a 20 sur 25, ne fait l'objet d'aucun
positionnement de pic dans les autres études de la MON.

Finalement, cette nouvelle méthodologie est appliquée aux composants PARAFAC avec trois seuils
de pourcentage (30%, 40% et 50%). On remarque que le recouvrement obtenu avec le seuil de 30%
sépare mieux certaines zones fluorescentes situées notament dans la zone III (Agx=325 nm / Agy=475
nm) qui n’est pas détecté¢ habituellement. Cependant, ce méme seuil entraine la disparition d’un pic
de la zone II (Agx=280 nm / Ap=425 nm) qui est présent dans les Figure 75, A et B).
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Figure 75: Zones de recouvrement PARAFAC obtenues pour toutes les missions avec différents pourcentages
du maximum d’intensité (A : 50% ; B : 40% et C : 30%).

Iv.J.2.b  Recouvrement des composants liés aux milieux

En observant le recouvrement spectral obtenu par les composants extraits du traitement par milieux,
on constate que le nombre de composant diminue globalement alors que le domaine recouvert reste
généralement le méme (Figure 76). On observe notamment que la zone spectrale des pics C et A est
encore une fois la plus fréquente. Dans un jeu de données global, ces zones sont exprimées plusieurs
fois et on peut s’attendre a ce que dans un traitement plus global, les composants représentant ces
domaines spectraux, soient rassemblés dans des composants communs. On peut remarquer
¢galement que le pic S est faiblement représenté — un seul composant présent.

Parmi les traitements du recouvrement spectral ci-dessous (Figure 76) par les composants issus des
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différents milieux, le graphique A montrant le choix de 50% des maxima d’intensit¢ de chaque
fluorophore ne marque pas une distinction claire entre les zones spectrales I, II et III. Cependant, le
traitement avec 40% des maxima spectraux (graphique B) designe les limites des zones spectrales
clairement. Par contre, le traitement en provenant de 30% des maxima des signaux fluorescents
(graphique C) perd son information spectrale a cause de sa limitation. Ceci confirme la limite de
« peak-picking », car on ne peut pas obtenir assez d’informations sur des points ou des zones tres
limitées des pics spectraux.
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Figure 76: Zones de recouvrement PARAFAC obtenues pour tous les milieux avec différents pourcentages
du maximum d’intensité (A : 50% ; B : 40% et C : 30%).

Iv.J.2.c Recouvrement des grands groupes

Méme si les nombre d’occurrence maximale est faible (qui correspond aux 3 grands groupes), on
retrouve des zones assez similaires a celles précédemment observées. Ainsi, le seuil de 40% permet
de mettre évidence les zones I, II et II1. Par contre, dans le cas présent, le seuil de 50% ne permet pas
une telle distinction et le seuil de 30% entraine une perte importante de domaines spectraux incluant
des pics connus (Figure 77, graphiques A, B et C).
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Figure 77: Zones de recouvrement PARAFAC obtenues pour toutes les salinités avec différents pourcentages
du maximum d’intensité (A : 50% ; B : 40% et C : 30%).

1v.J.2.d Recouvrement de I’ensemble des échantillons

Dans ce cas, on dispose d’un seul ensemble de contributions spectrales ce qui signifie que le nombre
d’occurrence maximale est €gal a 1. La zone de recouvrement associée du seuil de 50% (40% et 30%
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respectrivement) posséde globalement les mémes frontiéres que les régions spectrales que les zones
de recouvrement précédentes obtenues avec les mémse seuils respectifs. On remarque que pour la
premicre fois les pics R et C ne font pas partie des zones de recouvrements dans le cas du seuil égal

a 30%.
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Figure 78: Zones de recouvrement PARAFAC obtenues pour I’ensemble des échantillons avec différents
pourcentages du maximum d’intensité (A : 50% ; B : 40% et C : 30%).

Méme s’ils restent différents des autres traitements des zones spectrales (missions, milieux et
groupes par salinité), les zones spectrales me mettent a des mémes positions allongées en diagonale
de 250 nm a plus de 400 nm pour les longueurs d’onde d’excitation et de 300 nm a 500 nm. Ceci est
confirmé par la plupart des publications. Les fluorophores varient dans leur cadre spectral de

fluorescence.
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IV.K  Discussion avec les données de différents regroupements

L’¢étude des zones de recouvrement PARAFAC montre que la zone I associée aux fluorophores de
type protéinique est caractérisée par une variabilité plus forte que les zones II et III liées aux
substances humiques (respectivement acides humiques et acides fulviques). Afin d’illustrer
différemment les conséquences de cette variabilité, on analyse une campagne de prélévements, issue
de la mission Rade de Toulon 2009, en fonction des quatre niveaux de regroupement (mission,
milieu, salinité et totalit¢). Dans un premier temps, on relie entre elles, arbitrairement mais
judicieusement, les contributions spectrales des différents milieux de regroupement. Les
contributions spectrales similaires sont considérées comme €quivalentes, c’est-a-dire représentant le
méme type de fluorophores (Tableau 16). La Figure 79 présente 1’évolution de I’intensité relative des
trois composants PARAFAC en fonction de la profondeur, et ce, pour les quatre niveaux de
regroupement. Si en passant a un niveau de regroupement supérieur, les MEEF de la campagne
considérée ici sont associées a d’autres MEEF dont les intensités de fluorescence sont plus élevées, il
est évident que les intensités relatives de la campagne Rade de Toulon 2009 seront plus faibles que
les autres. Cela signifie aussi qu’il est possible de comparer I’'importance des composants PARAFAC
a I’aide des intensités relatives de deux échantillons issus d’'un méme milieu ou bien de deux milieux
différents, a condition que les MEEF associées fassent partie du méme jeu de données traité par
PARAFAC.

On constate que 1’évolution des intensités relatives est globalement identique a un facteur
multiplicatif preés. Ceci est confirmé par la Figure 80, qui montre I’intensité relative des composants
Cl1, C2 et C3 pour les trois niveux de regroupements les plus élevés (milieu, salinité et totalité¢) en
fonction de ’intensité relative du niveau de regroupement le plus bas (mission). Pour les composants
1 et 2, il existe une forte corrélation entre les intensités relatives liées aux différents niveaux de
regroupement : on peut donc dire que le regroupement affecte trés peu l’intensité relative des
fluorophores. Autrement dit, dans le cas des composants 1 et 2, le regroupement entraine une faible
perte d’information. En revanche, pour le composant 3, la corrélation entre 1’intensité relative
calculée pour les différents niveaux diminue de facon notable. Dans ce cas, le regroupement
implique une perte d’information. En fait, pour chaque niveau, le composant 3 de la campagne Rade
de Toulon 2009 est regroupé avec d’autres composants similaires issus d’autres campagnes. Puisque
la corrélation diminue, cela implique que les contributions spectrales des différents composants 3
varient en forme et en position d’une campagne a une autre. Finalement, la Figure 80 (C) du
composant 3 illustre autrement ce qui est montré dans la partie précédente (IV.J.2), a savoir la
variabilité des contributions spectrales de la zone I de type protéinique.

103



Aex

Lex

Lex

rex

450
400
350
300
250

450
400
350
300
250

450
400
350
300
250

450
400
350
300

Composant 1

300 400 500

300 4%0 500

Composant 2 Composant 3

Composant 4

450
400
350
300
250

300 400 500

450
400
350
300
250

300 4'0 500

300 4Q0 500

300 400 500

400
350
300

450
400
350
300

Composant 5

250 250 250

300 400 500 300 400 500 300 400 500 300 400 500
rem Aem rem rem
Tableau 16: Composants PARAFAC correspondant a I’EI de Rade de Toulon (point 12HR)

Les composants sont numérotés par ordre de fluorophore calculé par PARAFAC sans étre arrangés par
leurs longueurs d’onde d’émission croissantes. Les lignes numérotées A, B, C et D représentent
respectivement : les composants trouvés dans le traitement PARAFAC sur les eaux interstitielles de la
campagne Rade de Toulon 2009, ceux du milieu de toutes les EI, ceux du groupe des eaux salées et ceux de
I’ensemble des échantillons (Nb : 1146).
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Figure 79: Evolution de I’intensité de fluorescence en fonction de la profondeur
(des EI du point 12HR de la campagne Rade de Toulon 2009)
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Figure 80: Relations contributionnelles des composants PARAFAC en fonction du traitement individuel
Les axes X représentent les intensités relatives PARAFAC de chaque composant et les axes Y correspondent aux
données des trois regroupements :
(@) — Contributions du regroupement du milieu des eaux interstitielles ;

(M) — Contributions du groupe des eaux salées ;
(A) — Contributions du traitement global.
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Chapitre V.
Phénomenes de complexation
et du quenching de fluorescence



Se réunir est un début; rester ensemble est un progres ;...

- Henry Ford



L’interaction entre la MON dissoute (MOND) et les métaux est étudiée depuis les années 1960
(Good et al., 1966 ; Stumm et al., 1970). Différentes méthodes analytiques incluant principalement la
voltamétrie (ASV), la potentiométrie et les électrodes sélectives (ISE), 1’échange ionique, la
séparation par dialyse, [’ultrafiltration (Florence & Batley, 1980 ; Buffle, 1988 ; Plaza et al., 2005 ;
Aksuner et al., 2008) ont été appliquées aux études de la complexation métallique par la MON.

Le «quenching de fluorescence », signifiant 1’extinction de la fluorescence, est un phénomene
physique qui permet d’analyser la propriété complexante de la MOND avec des molécules connues
ou inconnues (Ryan & Weber, 1982 ; Cabaniss & Shuman, 1986 ; Antelo et al., 1998 ; Elkins &
Nelson, 2001 ; Plaza et al., 2005 ; Zhao & Nelson, 2005), des échantillons naturels dans les milieux
aquatiques (Cabaniss & Shuman, 1986 ; Hering et Morel, 1989 ; Lu & Jaffé, 2001 ; Baker, 2005) ou
dans les sols (Senesi et al., 1993 ; Cabaniss, 1992 ; Chen et al., 2003 ; Plaza et al., 2005a;
Herndndez et al., 2006 ; Esteves da Silva et al., 2006), voire méme certaines fonctions biologiques
(Zhang et al., 2008). A partir de Ryan et Weber (1982), le traitement des mesures de fluorescence en
fonction de la concentration de métal permet d’atteindre la constante de complexation et la
concentration en sites. C’est une méthode rapide et qui possede €galement 1’avantage de mesurer
I’état de spéciation de la MOND. Elle est donc complémentaire des autres méthodes qui mesure
généralement une ou plusieurs espeéces chimiques du métal.

Ce chapitre décrit tout d’abord le principe de la complexation et son role dans I’environnement, puis
le principe et le calcul du quenching de fluorescence. La technique du quenching de fluorescence
sera appliquée en mesurant une MEEF aprés chaque ajout de métal. L’ensemble des MEEF sera
alors traité par PARAFAC. Les constantes de complexation et les capacités complexantes de chaque
fluorophore seront modélisées par le logiciel de modélisation non linéaire « PROSECE » (Garnier et
al., 2004).

V.A La complexation MON-M

La complexation entre la MOND et les métaux joue un role central dans la distribution et la circulation
des ions métalliques dans de nombreux milieux naturels comme les riviéres (Cabaniss & Schuman,
1988 ; Zhao & Nelson, 2005), les sols (Provenzano et al., 2004 ; Plaza et al., 2005a et b ; Claret et al.,
2005 ; MacDonald et Hendershot, 2006), les eaux de mer (Van den Berg, 1982, 1984 ; Louis et al.,
2009 ; Millero et al., 2009), les estuaires (Louis et al., 2009). En particulier, les réactions de
complexation sont connues pour étre responsables de la sélectivité biologique vis-a-vis des ions
métalliques qui servent d’intermédiaires pour la plupart des processus vitaux comme par exemple
maintenir la structure 3D de macromolécules cellulaires, ou encore permettre le transport d’éléments
essentiels a travers des membranes cellulaires (Buffle, 1988). Selon Weber (1988), méme si la
complexation entre la MOND et les métaux n’éclaicira pas la composition du mélange dans la MON,
il est trés important de I’étudier pour connaitre de la réactivité, toxicité ou les capacités de transport
des ions métalliques dans les environnements aquatiques a des fins prédictives.

Le schéma Figure 81 présente les différentes formes chimiques d’un ion métallique dans un milieu
aquatique naturel. L’ion peut se complexer avec des molécules, quelles soient inorganiques ou
organiques comme les carbonates, les nitrates, les chlorures ou encore de ’EDTA ou de 1’acétate (1).
Il peut aussi se complexer avec des macromolécules organiques comme la MON (2) qui elle méme
peut étre en équilibre avec des complexes macromoléculaires suivant les conditions
physico-chimiques du milieu (8). Le complexe entre I’ion métallique et les macromolécules
organiques peut étre absorbé puis rejeté par les organismes vivants comme les algues ou les planctons
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(5) qui échangent également des ions libres avec le milieu aquatique (3). Un ion métallique peut
participer a la formation des particules en suspension (4). Celles-ci peuvent aussi interagir avec les
organismes vivants (6) ou encore, avec des complexes micromoléculaires par des phénomenes de
sorption-désorption (7).

Milieu aquatique

Complexes micromoléculaires, soit (7)
inorganiques (COs>, NO;, CI) ou |«
organiques (EDTA, acétate)

> Particules inorganiques et
organiques suspendues

i A ! A |
! Q. po !
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i (&) ou métal hydraté o (6) i
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Figure 81: Formes chimiques d’un métal dans un milieu aquatique et leurs réactions dans le systéme
(repris de Buffle, 1988, « Complexation Reaction in Aquatic Systems »)

Un ion métallique peut faire partie d’une solution (formes solubles) ou d’un processus insoluble
(formes particulaires) (Weber, 1988). Les métaux sous forme soluble peuvent sédimenter par des
processus d’adsorption ou d’échanges ioniques, mais peuvent également revenir en solution par des
échanges ioniques ou par dissolution. De méme, les métaux présents sous forme particulaire peuvent
sédimenter par des processus de précipitation-agglomération et revenir en solution par des
phénomenes de remise en suspension (Ares et Ziechrnann, 1988 ; Nierop et al., 2002).

Entre toutes ces formes, quelles soient solubles ou insolubles, dans les conditions aquatiques
naturelles, la MON complexe les métaux souvent sous forme labile avec une bonne rapidité
réactionnelle entre eux. Ces complexes métalliques controlent la concentration d’ions métalliques
sous forme libre ou plus précisement leurs activités (Weber, 1988).
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Un exemple célebre de Buffle (1988) est reproduit ci-dessous (Figure 82) sur la toxicité du Cu(Il). La
toxicité du cuivre est mesurée par son influence sur les bactéries pendant 30 minutes. La MON est
exprimée par son carbone organique dissous (COD). Dans la figure (a), les influences de la
concentration totale en cuivre sont montrées. Quand la concentration en cuivre total augmente de
10°a 107 mol/L, la consommation de glucose par les bactéries chute, montrant un fort accroisement
de la toxicité. Un phénomene similaire est observé avec des concentrations en cuivre libre sur la
figure (b). Il faut remarquer que dans ce cas, la concentration de cuivre libre provoquant la toxicité
est généralement 10 000 fois plus faible que celle de cuivre total. Ceci démontre bien la forte toxicité
du cuivre sous sa forme libre et le lien de la toxicité avec une espece bien spécifique d’élément. La
toxicité du cuivre est étudiée aussi dans les ¢tudes biologiques (Croot et al., 2000)
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Figure 82: Toxicité du cuivre dans I’eau douce pour différentes concentrations de MON
(d’aprés Buffle, 1988)Les symboles « ¢ » et « ® » représentent I’eau de riviére avec les concentrations de
COD respectivement égale a 21 et 4,4 miligramme par litre (JCOD]=21 et 4,4 mg.L'l). Les « A » et «m»
représentent des AH commerciaux respectivement [COD]|=10 et 2,0 mg.L'l.

En outre, cet exemple montre notamment les différents niveaux de toxicité que 1’on peut obtenir
suivant la nature de MON présente et sa concentration dans le milieu (Figure 82, a). Ces différences
sont plus importantes en fonction du cuivre total qu’en fonction du cuivre libre. Ceci montre la
nécessité d’étudier les interactions métaux-MON dans différents environnements afin de pouvoir
limiter ou contrdler la toxicité des métaux. Ces propriétés de complexation peuvent étre observées et
modélisées. Parmi les techniques utilisées la spectroscopie de fluorescence, et plus particuliérement
le quenching de fluorescence, est souvent appliquée. D’ailleurs, le quenching de fluorescence couplé
a une autre méthode d’analyse est une des maniéres les plus utilisées pour observer a la fois le métal
et la MON complexante.

V.B Principes de quenching

La complexation entre des métaux et les ligands de la MON peut étre mesurée par la méthode du
quenching de fluorescence (Ryan et Weber, 1982). On considére 3 especes chimiques en équilibre de
complexation : le métal (M), le ligand ou la maticre organique dissoute (L) et le complexe (ML).
Elles sont reliées entre elles par la réaction chimique suivante :

M+ L < ML Réaction A

108



Dans le cas d’échantillons d’eaux naturelles, L peut étre un ligand fluorescent (par exemple les AF).
La concentration du métal 1i¢ [ML] diminue la concentration de ligand libre qui possede des
propriétés optiques différentes du complexe, en particulier un rendement quantique de fluorescence
généralement plus €levé. La fluorescence diminue donc au fur et a mesure que les complexes se
forment, c’est ce que 1’on appelle quenching de fluorescence. La méthode a été validée sur des
ligands modeles en couplant des mesures de quenching de fluorescence avec de mesures d’électrode
sélective (Cabaniss et Shuman, 1988).

Bien qu’il soit d’origine différente, il faut distinguer le quenching physique par collision (dynamique)
du quenching par complexation (statique). Dans le premier cas, les ions quencheurs en solution

entrent en collision avec des molécules dans 1’état excité singulet, relaxant 1’énergie de 1’état excité

sans émission de fluorescence. Par définition, le temps de vie de 1’¢tat singulet excité diminue avec

I’augmentation des ions quencheurs, entrainant dans le méme temps une diminution de fluorescence.

A Dinverse, le quenching statique, est un phénomene de fluorescence qui se produit a partir du

complexe métallique dans 1’état singulet excité. Ce complexe posséde son propre temps de vie, et ce

dernier n’évolue pas avec la concentration d’ion quencheur.

Bien que les mécanismes physiques soient fondamentalement différents, il n’est pas possible de faire
la différence entre ces deux phénomenes avec un appareillage qui n’est pas résolu en temps. C’est le
cas de I’HITACHI F4500. Les valeurs de constantes de quenching (statique ou dynamique) sont
obtenues par le méme calcul, a partir de la décroissance de fluorescence lors de 1’ajout d’¢élément
quencheur.

V.B.1 Complexation et équilibre chimique : cas simple

Dans I’exemple de 1’équilibre 1: 1 entre un ion métal (M) et un ligand (L), la constante de
complexation K peut €tre exprimée par :

_ mL] L
s = [M][L] Equation 44

Avec [L] la concentration du ligand libre, [ML] la concentration en complexe et [M] la concentration
en métal libre. La concentration totale en métal Cy et la concentration totale en ligand Cp sont
définies par les équations de conservation de la matiere suivantes :

Cy =M+ [ML] Sous-équation i
C, =[L]+[MmL] Sous-équation ii

Le rapport de la concentration ligand 1ié sur la concentration de ligand total est calculé par la relation
entre la constante de complexation (Ks) et la concentration de I’ion métallique libre a partir de
I’équation 44 et la sous-équation vi :

= Sous-équation iii

En augmentant la concentration en métal, il y a une augmentation de la proportion de sites complexés
par rapport au nombre de site total. L ’intensité totale de fluorescence (/) mesurée, est égale a la somme
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des intensités des ligands libres (/) et des intensités des complexes (/).
IF - IO 'Z'A'(¢L 'EL .[L] + ¢ML 'EML .[ML]) Sous_équation iv
Ainsi le quenching Q=11 est lié par la relation suivante avec la concentration en complexes :

Q=4 [ML ] Sous-équation v

ou A est la constante correspondante au systeme d’expérience (les appareils, la solution, etc.). En
mesurant les intensités au début et en fin, i.e. Cy, trés supérieure a C;, de quenching de fluorescence
on peut définir le quenching total de I’expérience Oy et ainsi, on peut alors obtenir 1’équation du
coefficient du quenching :

QZ[ML]: L=1 _ ML Equation 45
Qx CL ]L_]ML IL_IML

La concentration du complexe et le coefficient de complexation peuvent alors €tre calculées :

[ML]=C, R/t Sous-équation vi

L_IML

L’équation 45 prend en compte la concentration métallique ajoutée et la concentration de ligand :

[AgL] = 2K1C (K,C, +K,C,, + 1)—\/(KSCL +K,C,, +1)°—4K.C,C,, Sous-équation vii
L S™L

Si 'intensité du ligand seul est ramenée a 100, on peut obtenir I’intensité de fluorescence mesurée
par I’équation suivante:

I1,, —100
I1=100+ ML—C : [(KSCL +KC, +1)— J (K,C, +K,C,, +1) —4K2C,C,, }
S™~L

Equation 46

avec Iy I’intensité de fluorescencea I’équilibre pour une concentration en métal Cy>>C;.

V.B.2 Cas d’un systéme complexe multi-éléments

Dans le cas naturel, la MON est composée d’un ensemble de sites complexants ayant des propriétés de
complexation et des concentration différentes. De plus, la présence en méme temps de plusieurs
cations engendre des compétitions durant ’expérience de quenching qui sont difficiles a prédire en
quelques expériences. Elkins et Nelson (2001) puis Zhao et Nelson (2005) ont tenté ce type
d’expériences. Aprés avoir fixée dans un premier temps la concentration en Fe**, Tb’" ou AI’" dans
une solution de MOND provenant de la référence SRFA (Suwanne River Fulvic Acid, IHSS), une
titration par un autre métal compétiteur respectivement (AI** ou Tb>"), (Fe** ou AI*") et (Tb*" ou Fe’™)
est effectuée. En comparant les différents spectres de fluorescence obtenus pour les différentes
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titrations, les auteurs ont observé la propriété d’exaltation de fluorescence de 1’aluminium. Mais les
résultats n’ont pas pu apporter beaucoup plus d’information sur le nombre de site ou sur les constantes
de complexation. Par contre, un ordre d’affinité entre Al3+, Fe** et Tb*" vis a vis de la MOND SRFA a
pu étre établies.

V.B.3 PROSECE : optimisation des paramétres de complexation

PROSECE (PRogramme d’Optimisation et de SpEciation Chimique dans I’Environnement) est un
programme créé par C. Garnier au laboratoire PROTEE (2004). Une version développée en 2006
permet d’analyser spécifiquement les propriétés de la complexation de la MON et des métaux en
utilisant les données de quenching de fluorescence (Mounier et al., 2010).

Le programme PROSECE optimise les valeurs des constantes de complexation, les concentrations en
sites pour des systémes contenant plusieurs ligands. Les compétitions entre éléments métalliques sont
¢galement prises en compte. PROSECE est un programme d’optimisation et de mod¢lisation discret,
modélisant la matiére organique par ses propriétés de complexation définie pour chaque type de site
par une concentration totale et les constantes de complexation correspondantes.

V.C Historique du quenching continu

Le quenching de fluorescence est largement utilisé depuis une trentaine d’années (Saar et Weber,
1980), dans de nombreuses études pour analyser des substances tres variées dans la nature.

Nature d’échantillon Références

Protéines Ryan et Weber, 1982 ; Baker, 2005

AF de lacs Cabaniss et Shuman, 1986

AF de Riviére Underknown et al., 1985 ; Cabaniss et Shuman, 1988 ; Elkins et Nelson, 2001 ; Zhao et Nelson, 2005 ;
Baker, 2005 ; Manciulea et al., 2009

AF de sols Saar et Weber, 1980 ; Ryan et Weber, 1982 ; Ryan et Ventry, 1990; Plaza et al., 2005 ; Esteves da Silva et
al., 2006

AH de Rivicre Smith et Kramer, 2000 ; Baker, 2005 ; Antunes et al., 2007

AH de Sols Esteves da Silva et al., 1998 ; Provenzano et al., 2004 ; Plaza et al., 2005, 2005 ; Hernandez et al., 2006

AH de déchets Provenzano et al., 2004 ; Baker, 2005 ; Henderson et al., 2009

MOND Marine Tani et al., 2003; Takata et al., 2004; Baker, 2005 ; Henderson et al., 2009

MOND Céticres Lu et Jaffé, 2001 ; Tedetti et al., 2010

MOND Estuaire Lu et Jaffé, 2001

MOND Rivic¢res Lu et Jaffé, 2001 ; Baker, 2001, 2005 ; Antunes et al., 2007

Marécages Lu et Jaffé, 2001

Tableau 17 : Travaux sur le quenching de fluorescence en fonction d’origine des échantillons.

Parmi les différents types d’échantillon rencontrés dans la littérature, on trouvera des protéines
(Ryan et Weber, 1982 ; Baker, 2005) ; des substances humiques extraites dont les acides fulviques
de lacs (Cabaniss et Shuman, 1986), de rivieres (Underknown et al., 1985 ; Cabaniss et Shuman,
1988 ; Elkins et Nelson, 2001 ; Zhao et Nelson, 2005 ; Baker, 2005 ; Manciulea et al., 2009) et de
sols (Saar et Weber, 1980 ; Ryan et Weber, 1982 ; Plaza et al., 2005 ; Esteves da Silva et al., 2006),
ainsi que les acides humiques de riviéres (Smith et Kramer, 2000 ; Baker, 2005 ; Antunes et al.,
2007), de sols (Esteves da Silva et al., 1998 ; Provenzano et al., 2004 ; Plaza et al., 2005, 2005 ;
Hernandez et al., 2006) et de dechets (Provenzano et al., 2004 ; Baker, 2005 ; Henderson et al.,
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2009) ; ou encore la MON dissoute (MOND) en provenance de mers (Rashid, 1985 ; Midorikawa et
Tanoue, 1998), de cotes (Lu et Jafté, 2001 ; Tedetti et al., 2010), d’estuaires (Lu et Jaff¢, 2001), de
rivieres (Lu et Jaffé, 2001 ; Baker, 2001, 2005 ; Antunes et al., 2007), de zones humides (Lu et Jaffé,
2001).

De trés nombreux métaux peuvent « quencher » la fluorescence de la MON. Par exemple, on peut citer,
sans que la liste soit exhaustive, le plomb, Pb** (Saar et Weber, 1980 ; Zhao et Nelson, 2005), le zinc,
Zn** (Provenzano et al., 2004 ; Hernandez et al., 2006), le nickel, Ni** (Provenzano, 2004), le
cadmium, cd** (Underknown et al., 1985), le mercure, Hg2+ (Lu et Jaffé, 2000 ; Antunes et al., 2007),
I’uranium, Uo,* (Esteves da Silva, 1998 ; Antunes et al., 2007), le fer, Fe* (Esteves da Silva, 1998 ;
Zhao et Nelson, 2005 ; Antunes et al., 2007), I’aluminium, AP (Elkins et Nelson, 2001 ; Zhao et
Nelson, 2005), le terbium, Tb* (Elkins et Nelson, 2001 ; Zhao et Nelson, 2005), le calcium, Ca*
(Mayer, 1985 ; Elkins et Nelson, 2001 ; Zhao et Nelson, 2005), le magnésium, Mg2+ (Zhao et Nelson,
2005), et le lanthane, La’" (Zhao et Nelson, 2005).

Parmi tous les métaux, I'un d’entre eux a plus particuliérement été étudié : le cuivre, Cu®" (Saar et
Weber, 1980; Seitz et al, 1981; Ryan et Weber, 1982; Cabaniss et Shuman,
1986, 1988 ; Modorikawa et al., 1998 ; Esteves da Silva et al., 1998 ; Zhao et Nelson, 2005 ;
Hernandez et al., 2006 ; Mounier et al., 2010), qui est toxique sous forme libre (Cu®") dés 10 pM
environ (10" M, Sunda et al,. 1987), alors que la toxicité de ses complexes avec un ligand organique
peut étre moindre voire nulle (Buffle, 1988 ; Weber, 1988). Le cuivre est aussi un trés bon
« quencheur » de fluorescence, car il peut rapidement former des complexes de haute stabilité avec les
substances humiques (Saar et Weber, 1980 ; Ryan et Weber, 1982 ; Cabaniss et Shuman, 1986, 1988 ;
Weber, 1988). Une étude faite par Rashid (1985) sur la compétition des ions métalliques sur des acides
humiques d’origine marine a montré 1’ordre de complexation suivant :

Cu(ID)>>Zn(ID>Ni(I1)>Co(IT)>Mn(II)
ou le cuivre peut complexer environ 50% de sites dans ce type de MON.

Le calcul du quenching de fluorescence (paragraphe V.B.1) sur la complexation simple du complexe
Tyrosine-Cu”" (Ryan et Weber, 1982) a ouvert la voie vers la modélisation des interactions entre la
MON et les métaux. Cependant, cette étude a été faite a partir de spectres a une dimension (spectre 1D),
c’est-a-dire avec une mesure d’intensité de fluorescence sur un seul point et pour un couple fixé de
longueurs d’onde d’excitation et d’émission. Cette méthode de mesure est trés limitée de part le seul
point de signal observé. Cabaniss et Shuman (1988) ont mesuré le quenching de fluorescence par
spectre d’excitation, d’émission et synchrone afin de constuire une matrice d’excitation et d’émission
de fluorescence (MEEF) leur permettant de cibler le point de mesure d’intensité maximale toujours en
spectre 1D. Ensuite, la comparaison des spectres 2D du quenching de fluorescence a été développée,
mais sans réaliser de la modélisation de la complexation (Provenzano et al., 2004). Cette comparaison
permet de visualiser les différents spectres superposés, donc d’observer la modification des
fluorophores sur une méme longueur d’onde, mais les informations de quenching se limitent 1a aussi a
une estimation 1D. L’étude du quenching a I’aide de spectre 3D prend son essor dans les années 2000.
Mis a part les expériences de quenching réalisées sur les propriétés de la MON vis-a-vis des
changements de leurs parametres physico-chimiques, comme la température (Baker, 2005) ou le pH
(Manciulea et al., 2009), les mesures du quenching de fluorescence en spectre 3D appliquées dans des
¢tudes de la complexation MON-métaux (Smith et Kramer, 1998, 2000 ; Elkins et Nelson, 2001) sont
limitées et ne sont pas utilisées de manicre systématique. Dans ce travail, a I’aide de PARAFAC et de
PROSECE, il est possible d’utiliser un quenching de fluorescence sur I’ensemble des fluorophores liés
au métal et prendre ainsi en compte I’ensemble des informations contenues dans les MEEF.

112



V.C.1Quenching en 1D (1 Agx et 1 Agy fixées)

L’¢étude par quenching 1D a été réalisée en premier en 1980. Saar & Weber (1980) ont testé la
complexation entre le cuivre et la MOND (acide fulvique extrait de riviere, Suwanne River Fulvic
Acid, SRFA) avant que Ryan & Weber (1982) aient établi la théorie de la complexation pour un
modele 1:1. Ce modéle a été testé tout d’abord sur la complexation tyrosine-cuivre, méme si la
complexation entre la tyrosine et le cuivre devrait étre considérée comme un modele de type MON:Cu
=2:1, et ensuite sur la MON (SRFA). En 1982, la spectrométrie de fluorescence de la MON permettait
de mesurer uniquement I’intensit¢ de fluorescence pour un couple de longueurs d’onde donné :
Aex/Aem=350nm/445nm. Ce domaine spectral a par la suite été identifi¢é comme étant celui d'un pic de
fluorescence de substances humiques (Coble, 1996). Ce travail a montré aussi I’influence du pH dans
le quenching de fluorescence permettant d’attirer |’attention sur le contrdle du pH dans les études de ce

type.

Cabaniss & Shuman (1986) ont combiné la mesure de 1’électrode sélective (ISE) de cuivre avec un
quenching 1D. Puis, ils ont employ¢ pour la premiére fois (1988) la matrice d’excitation et d’émission
(MEEF) afin d’améliorer la précision sur la détermination des maximums des pics, et par conséquent,
sur les positions des fluorophores. Cing sites de complexation ont pu €tre identifiés dans le SRFA a
l'aide de cette technique. Le traitement du signal de quenching de fluorescence a été réalisé sur chacun
de ces sites séparément.

Parmi toutes ces études sur le quenching de fluorescence en provenance de la complexation
MON-métaux, les mesures ont systématiquement €té¢ limitées par la technique de mesure en spectre
1D.

Le quenching 1D ne permet d’observer qu’une petite partie du domaine spectral. Il est donc
parfaitement adapté lorsqu'il s'agit d'analyser une molécule dont on connait la position de son pic de
fluorescence maximum. Par contre, dans un mélange complexe comme la MOND, un seul point
d’observation peut étre influencé par différents fluorophores. Par conséquent, le quenching 1D n’est
pas suffisant pour analyser un systéme plus complexe comme la MON.

V.C.2 Quenching en 2D (1 Agx ou 1 Agy fixée)

Avec I'utilisation des spectres synchrones introduits par Miano & Senesi (1992), il devient nécessaire
d’utiliser une comparaison multi-pics directement. Les modifications de 1’intensité de fluorescence
entre différents fluorophores ne sont pas toujours identiques dans la MOND, ceci étant di a la
complexité de sa composition. Le quenching de fluorescence 2D a plus largement été appliqué dans
des analyses environnementales. Les résultats du quenching d’échantillons d’eaux de mer
(Midorikawa & Tanoue, 1998 ; Lu & Jaffé, 2000), d’eaux douces (Zhao & Nelson, 2005), de sols
(Esteves da Silva, 1998 ; Provenzano et al., 2004) et encore de déchets (Provenzano et al., 2004) sont
souvent compares avec de simples superpositions de spectres 2D sur une méme figure afin de faciliter
la visualisation des différences entre les spectres correspondant a différents ajouts d’ion métallique
(Midorikawa & Tanoue, 1998 ; Esteves da Silva et al., 1998 ; Lu & Jaffe, 2000 ; Provenzano et al.,
2004 ; Zhao & Nelson, 2005 ; Zhang et al. 2008). Cependant, les calculs par I’équation Ryan-Weber
sont généralement basés sur un seul fluorophore qui donne une série de valeurs de fluorescence
provenant d’un couple de longueurs d’onde (Ex et Em) fixé sur la courbe de mesure en spectre 2D
(Seritti et al., 1994 ; Midorikawa & Tanoue, 1998 ; Esteves da Silva, 1998). Certains auteurs (Smith &
Kramer, 2000 ; Elkins & Nelson, 2001) ont tenté une prise en compte simultané des signaux de
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fluorescence en envisageant une vision plus globale de la MON avec des mesures du quenching de
fluorescence en plusieur point d’un spectre ou a partir d’une mesure de MEEF.

V.C.3 Quenching en 3D

Elkins et Nelson (2001) ont effectué avec la MOND SRFA une comparaison des spectres 3D durant le
quenching de fluorescence et ils ont mis en évidence par “peak-picking” le déplacement de pics
fluorescents en fonction de la concentration de MON. Ces déplacements de pics ont donc €té pris en
compte pendant le quenching dans cette expérience. Ces mémes observations ont été faites par Zhao &
Nelson (2005) qui ont églement mis en évidence le changement d’intensité irrégulier.

Cependant, a part I’observation du déplacement de pics, les comparaisons sont encore souvent limitées
par le pointage des valeurs maximales et le calcul des constantes de complexation avec 1’équation
Ryan-Weber (Plaza et al. 2005 ; Hernandez et al., 2006). Esteves da Silva et son groupe a employé un
modele bilinéaire (MCR-ALS) et I’analyse en composantes principales (ACP) afin de décomposer les
MEEF obtenues dans le quenching de fluorescence (Esteves da Silva et al., 2005, 2006). Ensuite, ils
ont appliqué 1’équation de Stern-Volmer modifiée pour trouver la constante de complexation de
chaque métal (Cu®*, Fe’*, UO,*" et Hg2+) liée au quenching global des spectres 3D de fluorescence
(Antunes et al. 2007). Il faut noter que dans ces travaux le calcul de constante de complexation est
mutualisé : c’est-a-dire que tous les sites de complexation sont représentés par une seule valeur de
constante.

Pour résoudre cette difficulté, un code de calcul, SIMPLISMA, est utilisée pour avoir par une
séparation mathématique des fluorophores présents dans un échantillon de MOND. Cette technique
bilinéaire pour décomposer la MEEF est utilisée par Smith et Kramer (1999, 2000) dans des études
concernant l'aluminium. Ce code se développe assez peu car il apparait entre-temps la méthode
trilinéaire de séparation appelée PARAFAC.

PARAFAC permet de décomposer les spectres 3D de quenching et donc de modéliser des données en
intensité relative de fluorescence de chaque fluorophore. Ces pseudoconcentrations étant obtenues, il
est possible de les utiliser dans les calculs des constantes de complexation. Cette méthode a été
développée car elle dépasse toutes les autres approches pour analyser la MON par spectrofluorométrie :
elle permet, en effet, de calculer la contribution de chaque fluorophore pour chaque ajout d'ion
métallique dans I'échantillon. Compte-tenu de ses performances, la méthode PARAFAC appliquée au
quenching de fluorescence en spectre 3D est promise a un bel avenir.

V.D Utilisation de PARAFAC dans le quenching en 3D

Le quenching de fluorescence 3D (QF 3D) a commencé a étre traité par PARAFAC sur des
échantillons contenant un seul fluorophore (Nikolajsen et al., 2003 ; Nahorniak et al., 2005 ; Kim et al.,
2005 ; Mufioz de la Pefia et al, 2006 ; Rodriguez et al., 2009). Cependant, cette association QF 3D —
PARAFAC appliquée a un mélange complexe comme la MON n’en est qu’a ses débuts (Mounier et al.,
2010). Une publication sur I’application de PARAFAC sur le traitement des MEEF du quenching de
fluorescence est montrée dans le chapitre suivant.
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Chapitre VI.
PARAFAC - PROSECE :
application aux MEEF de

MOND complexée



VIL.A Couplage PARAFAC - PROSECE

Le quenching de fluorescence est obtenu en mesurant les spectres 3D de fluorescence d’un
échantillon apres chaque ajout métallique. Ces ajouts sont faits de telle maniere que la concentration
totale en métal varie de mani¢re logarithmique dans la solution analysée. Les spectres de
luminescence totale pour chaque point de cette titration sont rassemblés dans un jeu de données qui
est ensuite traité par PARAFAC afin d’obtenir les contributions spectrales et les intensités relatives
des composants PARAFAC. Chaque valeur d’intensité relative équivaut a une variation de
concentration dans la solution au cours de la titration métallique. Chacune de ces intensités est alors
convertie en concentration en la multipliant par 1’efficacité de fluorescence et utilisée dans le
programme PROSECE adapté au traitement du quenching de fluorescence.

L’analyse PROSECE est faite a partir des valeurs de concentration connues de métal total et des
concentrations des composants obtenues par conversion pour calculer sur I’ensemble de la titration,
les paramétres de complexation optimaux ainsi que les différentes efficacités de fluorescence. Le
modele 1: 1 n’explique pas les variations d’intensité calculées par PARAFAC alors que le modéle
pour lequel chaque composant présente deux sites de complexation indépendantes décrit
correctement ces mémes variations d’intensité relative.

Les résultats des expériences présentés ci-apres donnent au final deux composants C; et C, ayant
chacun deux sites de complexation, respectivement (L;; et L) et (L,; et Lyy) affectés des constantes
(K15 Kyp) et (Ky; 5 Kyp). Dans la modélisation PROSECE, tous ces sites sont en compétition et sont
traités de maniére simultanée.

Ces travaux originaux ont donné¢ lieu a la publication suivante.

ue la stratégie soit belle est un fait, mais n'oubliez pas de regarder le résultat.
4 p 4

- Winston Churchill
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VI.B Conclusion et perspectives du quenching de fluorescence

traité par PARAFAC - PROSECE

Le quenching de fluorescence utilisé dans ce travail est basé sur la mesure de matrices d’excitation et
d’émission de fluorescence (MEEF) d’échantillons a concentration naturelle auxquels on ajoute une
concentration croissante de métal a pH, force ionique et volume constants. Les mesures de MEEF
apportent une information plus complete sur la fluorescence totale des échantillons. En méme temps,
cette mesure permet des comparaisons qualitatives entre les différents pics fluorescents.

On applique aux MEEF corrigées de ’effet d’écran interne la méthode PARAFAC qui sépare les
différentes contributions spectrales des fluorophores présents dans les échantillons. Cette séparation
de contributions permet d’éviter les erreurs de mesure de quenching commises habituellement avec
la méthode du «peak-picking ». En effet, avec cette derniére approche encore couramment
employée, les maxima locaux des spectres d’émission mesurés résultent de la somme de diftérentes
intensités relatives, ce qui induit a la fois un déplacement de la position de chaque maximun local et
une mauvaise estimation de leur intensité.

Les intensités relatives calculées par PARAFAC permettent un suivi quantitatif des fluorophores
soumis a une concentration de métal de plus en plus élevée. A partir des intensités relatives des
fluorophores, PROSECE optimise deux types de parametres associés aux fluorophores : les
constantes de complexation et les concentrations en sites des ligands exprimées en mol.L™.

L’ajout logarithmique en métal total (Cu, dans le cas présent) dans 1’échantillon de MON permet
d’obtenir une gamme de concentration métallique beaucoup plus étendue qu’avec un ajout linéaire :
cela limite le nombre de MEEF mesurées tout en couvrant un intervalle de concentrations
métalliques qui améliore [’ajustement des données expérimentales par PROSECE. Ce type d’ajout
est aussi utilisé pour atteindre des sites de complexation agissant pour de faibles concentrations.

Pour la premiere fois, les quatre outils précédents — 1’ajout logarithmique, le quenching de
fluorescence en 3D, PARAFAC et PROSECE — sont combinées pour, premiérement, déterminer le
nombre de fluorophores, deuxiemement, calculer leurs intensités relatives et enfin, obtenir leurs
constantes de complexation et leurs concentrations en sites.

La combinaison originale de ces quatre outils est appliquées a un échantillon d’eau de riviere prélevé
dans une riviere tropicale (Rio Negro, Sao Gabriel da Cachoeira, Brésil). A partir des MEEF
obtenues par quenching, PARAFAC calcule deux fluorophores. L’outil PROSECE détermine que
chacun de ces deux fluorophores est lui-méme caractérisé par deux sites de complexation aux
constantes de complexation et aux concentrations en sites différentes.
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Conclusion et perspectives



Avec le temps et la patience, on acquiert la science.

- Carmontelle



La matiére organique naturelle (MON), qui existe dans tous les environnements, est analysée au
travers de ses propriétés de luminescences en mesurant des matrices d’excitation et d’émission de
fluorescence (MEEF). Les données extraites de ces MEEF permettent de caractériser différents
composants fluorescents de la MON. Ces MEEF sont en fait la somme de plusieurs contributions
spectrales dont on ne connait a priori ni la forme ni ’intensité. La méthode numérique, appelée
PARAFAC, permet de séparer ces différentes contributions. Ce travail est composé de deux parties :
la premiere concerne 1’é¢tude des régions spectrales couvertes par les composants calculés par
PARAFAC et I’'influence du regroupement sur les intensités relatives. La seconde partie s’intéresse
aux propriétés de complexation de la MON en analysant la variation d’intensit¢ de chaque
composant calculé par PARAFAC en fonction du métal ajouté dans 1’échantillon, en ’occurence du
cuivre.

Le jeu de données sur lequel repose ce travail est constitué de 1146 échantillons de MON prélevés au
cours de 29 missions couvrant 6 milieux différents (eaux coticres — EC, eaux de mer — EM, eaux de
sol — ES, eaux douces — ED, eaux extraites — EE, eaux interstitielles — EL) et 3 groupes de salinité
différents (eaux non-salées, salées et eaux extraites). Les MEEF associées a ces échantillons sont,
dans un premier temps, corrigées de tout effet d’écran interne. Ensuite, PARAFAC est appliqué aux
¢chantillons mission par mission. Les pics connus sont retrouvés : S (Agx/Agm = 250nm/295-305nm),
R (XE)(/XEM = 2501’11’11/335—365111’1’1), T (7\]3)(/7\.]31\/[ = 270—2801’11’11/335—365111’1’1), M O\-EX/}MEM =
290-300nm/390-415nm), A’ (Aex/Aem = 250nm/390-415nm), C (Agx/Agm = 320-340nm/410-450nm),
A O\,Ex/y\,}g]v[ = 255—280111’1’1/410—4501’11’11), D O\-EXO\-EM = 365—390111’1’1/465—4901’11’11), F ()\.EX/}\,EM =
270-280nm/465-490nm), E (Agx/Agm = 375nm/495nm). Ces premiers résultats confirment qu’il
existe plusieurs composants bimodaux dont le spectre d’excitation posséde deux maxima locaux
pour un spectre d’émission comparable (pics R-T, pics M-A’, pics C-A, pics D-F). La méthode
PARAFAC permet de confirmer ainsi le lien existant entre ces derniers pics.

Il apparait pour la premicre fois sur les échantillons des eaux interstitielles prélevés dans
I’embouchure de la riviere Krka (Croatie) que le pic E (Agx/Aem = 375nm/495nm) est caractérisé en
fait par un spectre d’excitation possédant lui aussi deux maxima locaux (Agx/Agm =
375nm/495nm-Agx/Apm = 320nm/495nm) : ce second pic est nomme pic « Z » dans ce travail. C’est
la premiere fois que ce pic est détecté dans un échantillon a concentration naturelle. Ce travail
montre qu’en utilisant une séparation numérique des contributions spectrales, on peut mettre en
¢vidence un pic de fluorescence de faible intensité qui, dans le cas d’une superposition avec d’autres
pics proches, ne peut pas étre détecté par la méthode classique du « peak-picking » lorsqu’elle est
appliquée a des MEEF des échantillons de concentration naturelle (paragraphe IV.E.17.b).

Un des objectifs de ce travail est d’étudier la variation des contributions spectrales lorsqu’on
regroupe les échantillons issus de différents environnements. Le premier niveau de regroupement est
celui des milieux, le second regroupement est li¢ a la salinité et le dernier niveau de regroupement
correspond a I’ensemble des 1146 échantillons. Le choix du nombre de composants est défini selon
un criteére arbitraire systématiquement appliqué au cours de cette ¢tude. Tout facteur subjectif étant
écarté, la comparaison entre les résultats issus des différents niveaux de regroupement devient alors
possible. On constate que ces regroupements successifs d’échantillons impliquent une augmentation
du nombre de composants calculés par PARAFAC lorsque les contributions spectrales sont
suffisamment €loignées les unes des autres. Par contre, ce nombre de composants reste stable voire
diminue si les contributions spectrales sont proches. Dans ce cas, PARAFAC fournit une
contribution spectrale moyenne. Ainsi on observe que 1’augmentation du nombre de MEEF
n’entralne pas une augmentation importante du nombre de composants PARAFAC. Dans le cas de
cette ¢tude et selon le critere évoqué précédemment, le nombre maximal de composants est égal a 5
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pour le traitement global.

D’autre part, il est important de noter qu’un composant présent dans plusieurs échantillons d’une
méme mission a une forte probabilité d’étre encore présent pour un niveau de regroupement
supérieur (milieux, salinité et total). De ce fait, la variation de I’intensité relative de ce composant
reste quasiment inchangée quel que soit le niveau de regroupement. La persistence d’un composant
dans les résultats aprés un regroupement semble lié, a la fois, a sa fréquence d’apparition et a
I’importance relative du signal de fluorescence de ce composant. Toutefois, il n’a pas été possible de
décrire une reégle stricte dans ce travail.

Il est raisonnable de penser que sur I’ensemble des missions de prélevements, la variabilité
environnementale a une influence notable sur les composants. Pour mettre en évidence cette
variabilité, une nouvelle représentation des contributions spectrales est utilisée, basée sur la
superposition des domaines spectraux occupés par les composants. De cette fagon, on peut suivre
aisément toute modification des régions spectrales en fonction du niveau de regroupement des
échantillons.

On observe que les composés de type humique (Apx[265-410nm]-Agm[380-455nm], défini comme la
zone 1) et fulvique (Agx[250-360nm]-Appm[455-520nm], dit zone IIT) sont toujours présents quel que
soit le niveau de regroupement alors que la zone protéinique (Agx[250-310nm]-Agpm[290-380nm], dit
zone I) laisse apparaitre une plus forte variabilité.

Ainsi, la premiére partie de ce travail montre que le regroupement d’échantillons d’eaux n’entraine
pas une perte d’information et permet une comparaison spectrale des divers milieux. Il permet méme
une analyse plus fine des contributions spectrales et parfois des séparations de pics et, dans tous les
cas, un maintien des zones de recouvrement PARAFAC.

La seconde approche originale de ce travail combine quatre outils pour analyser le quenching de
fluorescence en vue de caractériser les propriétés de complexation de la MON : I’ajout logarithmique
d’ions métalliques, la mesure de MEEF, la méthode PARAFAC et I’algorithme PROSECE.
Rappelons que 1’ajout logarithmique permet d’obtenir une gamme de concentration en métal avec un
petit nombre d’ajouts de faible volume. Dans le cas de cette étude, PARAFAC est appliqué aux
MEEF associées a ces différents ajouts, ce qui donne un ensemble de contributions spectrales et
leurs intensités relatives respectives. Finalement, ces intensités relatives sont utilisées dans un
logiciel d’optimisation de spéciation PROSECE pour calculer les constantes de complexation et les
concentrations en site des composants PARAFAC. PROSECE peut attribuer a un composant
PARAFAC plusieurs sites de complexation, chacun de ces sites étant caractérisé par un couple de
parametres de complexation qui lui est propre.

La combinaison de ces quatre outils est appliquée a un échantillon de MON (Rio Negro, Sao Gabriel
da Cachoeira, Brésil) dilué pour éviter tout effet d’écran interne. Les ajouts logarithmiques d’ions
métalliques couvrent la gamme de concentration de 1,7.10° mol.L™" & 5.10* mol.L"'. PARAFAC
calcule deux contributions spectrales et leurs intensités relatives. A partir de ces résultats, PROSECE
quantifie les propriétés complexantes des composants PARAFAC en utilisant le modéle dans lequel
un composant posséde deux sites complexants. Le logarithme décimal des quatre constantes de
complexation (Log K) varie de 2,8 a 5,8 et leur concentration en sites (L;) varie entre 7,0.10°
mol.L! et 1,7.10'4 mol.L".

Ainsi, pour la premicre fois dans 1’histoire du quenching de fluorescence, la totalit¢ du signal de
fluorescence a été utilisé pour déterminer les propriétés de complexation de la MON fluorescente.
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Dans ce travail, 1’échantillon étudi¢ a été dilué pour éviter I’effet d’écran interne, ceci peut entrainer
une modification de propriété de complexation. On peut supposer que les échantillons d’eaux a
concentration naturelle sont trés probablement affectés par ce phénomeéne. Il est donc important a
I’avenir de prendre en compte ’effet d’écran interne au cours du traitement numérique qui sépare les
contributions spectrales et qui leur attribue les paramétres liés a la complexation. Cet outil
numérique devrait permettre de traiter, sans dilution préalable, des échantillons liquides de MON de
référence ou prélevés dans tout type de milieu, sans modification, auxquels on ajoute un métal
pouvant complexer avec la MON, comme [’argent (Ag), ’aluminium (Al), le calcium (Ca), le fer
(Fe), le mercure (Hg), le magnésium (Mg), le nickel (Ni), ou le plomb (Pb).
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CHARACTERISATION OF NATURAL ORGANIC MATTER IN A DEPTH PROFILE OF THE

; BY FOLLOWED BY PARAFAC TREATMENT
UNIVERSITE..SUD PrrOTEE:

Ifr emer
M&C

Toulon ar Introduction (T
Dissolved Organic Matter (DOM) has been studied in the central Ligurian Sea (DYFAMED site, NW Mediterranean Sea) by B. Avril (2002) following a long-lasting study of Gostan (1968).
It allows us considering the hydrological and biological mfluences of some important factors (MEDOC group, 1970; Gascard, 1978; Béthoux and Prieur, 1983; Morel and André, 1991; Barlow et
al., 1997; Send et al.. 1999; Vidussi et al., 2000). According to B. Avril (2002), there is a “missing link” in the DOM global cycle, for what we have used the fluorescence spectroscopy to better
understand the carbon cycle in this ecosystem. The excitation-emission matrix of fluorescence (EEM) is the most practical tool to observe the fluorescent components of DOM in different
environments®, There are two goals in this work: (1 ) the comparison of DOM composition in the vertical water column for each season to understand the variations of ﬂuorescent DOM (FDOM)
quantity at different seawater depths (2) the comparison of FDOM variations at different seasons. o
Sampling description E"
The DYFAMED site (Dynamics of Atmospheric Fluxes in the Mediterranean Sea) 1s located in the central "'”1 3
zone of the Ligurian basin (43° 25N, 7° 52° E) in the North-western Mediterranean Sea (Fig. 1). This site
is commonly used as a reference site for atmospheric inputs to an cligotrophic open-ocean water column w* ¢ .
(e.g., DYFAMED and MEDFLUX programs; see special issues Deep-Sea Research II 49, 11 (2002) and 56, ]’-
18 (2009), respectively). The offshore central zone is separated from the coast by the Ligurian current (Fig.
1), across which there is a rapid horizontal change of density (Lévy et al,, 1998, Soumia et al., 1990,
Niewiadomska et al, 2008). As a result, the coastal influences of the DYFAMED site should be negligible
most of the time, since there are no major rivers flowing into the basin (Copm Montegut 1988) ]
Analysis method & | :
12 Niskin bottles fastened together were dived down to 2200m depth CE‘ nge 2) Then, seawater was taken from each depﬂl and p
before being stocked in darkness and low temperature in order to prevent the changes of natural erganic matter (NOM).

“hidden”

arrange these components in an order ding > analyzed envir nt#. PARAFAC helps comparing the
Results

SATpAROI | : : Compert 3 B 4 fluorescent components among 119 seawate: have been found out
by PARAFAC. The decompo n has been done after removing Rayleigh and

Ram: attering as well as treating mmer filter effect (X. Luciani et al.,
Component 1 he g : tem-hl\e component, Peak B

g : group) and a part of numerical
y Component 3 is often cor

an 1dentified protein-like

S S — 260 2 . 0 el ¥ xperi E vn it is
250 300 350 400 450 500 550 200 250 300 350 400 450 500 550 200 250 300 350 400 450 300 350 400 450 4 jansf 1)11[1_1"“ t_lloubl IIlC}ece.l]t exPeIlHlel 02, e_ B A A
Enission (nm) Enission (1m) I restrie : ¢ )8). Component 4 contains 2 peaks

430nm) and Peak A (below,

Excitation (nm)

i uoroptore 1 i uorophore 2 i In order to better understand the dynamical changes in the aquatic
; em, depth profil ransformed to logarithmic ones, which mak
rface data clearer. The 4 fluorophore averages among different sampling
ons all i deeper Component 1 and 3 both
how maximal average at 100m, while component 2 at nearly 400m. It is
carbon results that show maxima often at surface of
“omponent 4 wa y homogenous throughout the whole
ar, althou..,h the major differences appeared at surface.

S bsmmecaTlioniEy The fact that the averages are closed to the minimal data tells a dynamical

S0 e - o . . o o " ange just 1 : 1 of the year (Figure 4).

Felati ve Fluorescence | ntensity

Rel ati ve Fl worescence | ntensity Felat i ve Fl uorescence Intensity

Component 1 stayed at sur I E o s. In April and 7, component 1 was the

3 vas tound out, though the least in the deep water column (40( m). It seems that this component went deeper in summer,

because the value importance in deep water column incre from Tune The merease lasted during 3 month: Aug : rescent component 1 took the biggest proportion i the deep
water column, while it fluoresced the least in the middle level. T s probably due to the better plotem ca ion by living organisms. es, because oi the mereasing sunshine m summer,
important water vaporization allows a salinity augmentation, which could push the living orgar 5 to dive down. However, the relative fluorescence intensity was still behind the highest value
in the middle level in spring, generally giving the bioactivitiei difference among the ns. In September, component 1 became homogenous n the whole ter column perhaps because of
1 tober, although most of its changes among the different

surface from June to November. Component 2 changed

much between April and July. Maximal signal at surface in June has been found in the following month both for middle level and deep water column. It can be due to NOM deposition towa
depth profile. Tt confirmed by the relative component concentration importance which m deep water column was the highest in August. This deposition phenomenon appeared for all
components but the corresponding speeds from middle level to sea floor were not the same (component 1 1 11 month during August, component 2 lasted 2 months from August to September,
component lasted 3 months from August to Octobe well as component 4), according to the duration of relative maximal concentration in deep water column. Another commune phenomenon
i uction of NOM in the whole seawater column.

Fluorescent Component 1 Fluorescent Gomponent 2 Fluorescent Component 3 Fluorescent Component 4

Aprl Way Jine Juy  August September October November Apri Way June Juy  August September October November Apri Hay June Juy  August September October Moy ember|

Apri Thay dune July August September October Nov ember|

Conclusion

NOM in seawater can be studied by the flu ence technique coupled with the PARAFAC decomposition analysis. The components found out are close to some identified fluoroph

This method allows comparing the samples with the entire EEMs for all \ampl o that mformation 1s totall\ complete C namical change in the Mediterranean Sea 1
and the fluor are present rather in the depth 100

P



Analyse de la matiére organique naturelle dans PPécosystéme de nappe du Var
par matrices d’excitation et d’émission de fluorescence traitées par PARAFAC

UNVERSITE. S0 BB H. Zhao'", C. Potot?, G. Durrieu’, R. Redon?®, S. Mounier!

I Equipe CAPTE (Chimie Analytique et Processus de Transferts dans I'Environnement;http: / /protee. univ-tin.fr/capte /AccueilCapte. html ) UII1V1'I'~IIK‘
Laboratoire PROTEE - Batiment R, Université du Sud Toulon-Var, BP 20132, 83957 LA GARDE Cedex ICE SOPHIA ANTIPOLIS
2 Laboratoire de Radiochimie Sciences Analytiques et Environnement (LRSAE), http://www.unice.fr/lrsae/
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Laboratoire PROTEE - Batiment R, Université du Sud Toulon-Var, BP 20132, 83957 LA GARDE Cedex

Toubnr Introduction .
La matiére organique naturelle (MON) dans les nappes entourant fleuve Var a été mise en étude depuis I’année 2008. Suite a I’analyse du carbone organique dissous (COD) il est
necéssaire de détailler la composition de la MON dans cet écosystéme particulier. Gréce aux caractéres optiques de la MON, les matrices d’excitation et d’émussion de
fluorescence (MEEF) sont obtenues pour mieux comprendre la composition la MON fluorescente. Un nouvel outil mathématique “Parallel Factors Analysis” (PARAFAC) est

apphque dans cette analyse de spectres fluorescents.
e Siite d’analyse‘ Gomposant 1 Gomposant 2

" Le Var, un fleuve important dans la région
H‘.- oy Provence Alpes Cotes d’Azur (PACA),
e représente un grand volume d’eau par an
Rl Ui se présente comme une source d’eau la
" plus importante pour le département
: Alpes-Maritimes o se situent les grandes
4 villes de Nice, Camnes et Monaco. A cause
E des différentes conditions
environnementales formées autour du
fleuve et de la nappe, des échanges entre
: %0 300 400 550

les eaux du fleuve, les sources et la nappe

Excitation (nm)

350
Smssion (nm) Emission (nm)

peuvent influencer la qualité et le
caractéristique de I’eau rejetée dans la mer Composant 3 Composant 4

e T
% . / o SR 11 Sditerrandenne. Lintérét de cette dtude
i = 4 NILE P
S o) . est de distinguer ces masses d’eau. 5
: 3 i A . Points de prélévements Géologie
i ) 5 & Nepp rive droite ] Al s
; = oud o rssssrenen [ PoUGGUS
Sl 5 e 1 X Sourve arsoue 3 Calcaire
Fig. 1. Site de prélévements ;
La technique de ﬂuorescence permet d’analyser la MOND fluorescente grace aux propricteés opthues
des fluorophores*??. Des matrices d”excitation et d’émission de fluorescence (MEEF) ont té traitées
2li i i e 200

par le logiciel de modélisation PARAFAC (Parallel Factor Analysis) par séparer les composants
initiaux dans les MEEF obtenues pour des échantillons expérimentaux. La Figure 2 montre 4
composants fluorescents trouvés par PARAFAC*,

Excitation (1m)

350 400
Emmm mm) Emission (nm)

Fig. 2: Composants fluorescents trouvés par PARAFAC sur 'ensemble de MEEF
Composant 1 connu comme_filtration des bruits, Composant 2: M cx/ em=275nm/345nm, pic T-fluorophors protéiné-like; Composant 3
X cat b om=305nmi405am ot * o/ b em=230nm/4303m, pic M ot pic do la substance humique-likc en UV, fluorophors des substances humiquos-
lices; Composant4: b ex/ b sm=355nm/460nm ot » o cn=265nm/460nm, pis € ot pic A, fuorophors des substances humiques-likes

La participation se varie beaucoup méme pour des points de prélévement situé a petite distance. Ceci montre des échanges rapides qui se produisent entre le fleuve et la nappe. Il faut remarquer que la
concentration des fluorophores est toujours plus importante dans le fleuve que dans la nappe. Ainsi, on peut faire I’hypothése que la direction du courant est plutot du fleuve vers la nappe. En méme temps,
une ~filtration” créée probablement par le lit du fleuve et les roches minéraux peut expliquer modification de la concentration de MOND. Ce qui est assez surprenant, c’est que la nappe est plus influencée
par les affluents qui se jettent dans le fleuve que par le fleuve lui méme.

Colonne 5: Relation entre 4 Composantset Ie Colonne 6: Relation entre eomgposant 3 o1
Colanne ¥: Concentration ds carbone dans 3 compagnes  Colonne 2: Composani 2 fhsorescent dans 3 campngnes  Colonne 3: Composunt 3 flisorescent duns 3 compagnes  Colanne 4: Canposant 4 fluorescent dans 3 compagnes

carbone dans 3 campagnes

12 Distance 10 5 25 15 Distance 10 5 15 Distance 10 15 Distance 10

COD Mars d €2 Mars N €3 Mars C4 Mars

15 Distance 10 25 5 0 5 15 Distance 10

C2 Mai €3 Mai

2 Distanoe 10 : 15 Dstance 10 < o 2 20 o 2 15 Distance 10 ;
Fig 3: Concentration de carbone (colonne 1), quantités de 3 prineipaux composants fluorescents (tolormes 2 a4) relation entre 4 composants et la concentration de catbone (colonne 5) ef relation erire composant I ct Frere= {solonne 6) dans e ——T

Composant 1 est totalement indépendant du COD ; Composant 2 reste stable indépendant de la variation de COD ; C3 et C4 varient directement vis-a-vis du COD, mais avec différents facteurs de réponse.
La proportion de C3 et C4 dans le COD est variable selon différentes saisons : 50,4% de C3 et 35,7% de C4 en Janvier, trés semblable a la quantité trouvée en Mars (C3 : 57,2% et C4 : 40,3%), mais
différente de celle du mois de Mai (C3 : 50,4% et C4 : 15,6%). En effet, C4/C3 a modifié de 0,6073 en Janvier et 0,6047 en Mars 4 0,8425 en Mai.

4CD Mars

Fluoreseence Intensity
Fluoreseance Intansity
Fluarescen<< Intensity

Distance, . 2 20 0 5 0 Distance

Fig 4. Comparaison des 4 composants dans la nappe, le fleuve et I'effluences

Conclusion
Gréce a la décomposition des spectres de MEEF par PARAFAC, les composants fluorescents de la MOND correspondants a un environnement naturel sont suivis. Cette
observation nous permet de quantifier et caractériser la MOND dans la nappe du Var. L’échange de I’eaux entre la nappe, les effluents et le fleuve est évident. La nappe porte
souvent la concentration de MOND plus faible que deux autres milieux. La distance du point de prélévement a la mer n’influence par sur la composition de la MOND. 2
composants varient proportionnellement par rapport du COD. Le rapport direct entre les substances dites marines et les substances terrestres est une nouvelle découverte qui peut
prouver le doute sur I’origine des substances dites marines. La variation de la valeur de ce rapport a présenté une évolution saisonniére de la MOND,
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Characterization of natural organic matter (NOM) in Krka River (Croatia) by
treatment of total luminescence spectra
F. Zhao', L. edon’, C. Carmier’, I. Dizeta?, 8. Mounier’

1 Laboratoire PROTEE, Université du Sud Toulon-Var, BP20132, 83957 La Garde cedex, France
2 Ruder Boskovi¢ Institute, Bijenicka 54, HR-10000 Zagreb, Croatia
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Introduction
taken in the Krka River Estuary from the year 2008 D1s olved organic matter (DOM) quantity and its character were analyzed by the
carbon concentration. However, the complexity of the fluo: s always leaves some doubts. Parallel Factors Analysis (PARAFAC) can

Studies of natural organic matter (NOM)
fluorescence in 1

solve the uncertainty of fluorescence spectrum by a mathematical degradation of's

Composant 1 Composant 2

Pakrovnik

oitacion {nim)

EY

ann 450
Frmissian ¢nm)

Composant 4

18 48 E) in the Krka T Rne: before the waterfall, which represents the fresh water inflow
9.61 E) near the . Ruder Bogkovic Institute
esp mixture site of river freshwater and seawater; Point Zb (GPS coordinates: 43° 43'09.73 N, 15° 53'57.04 E) is a tourist site
pnmnt.mg many h\lmau activities;
Point 3 (GPS coordinates: 43 ° 47
sample of Krka River, 2 - Depth pmnk samples (Kika Riverestuary).

Fluorophores components found by PARAI
Fluorophore 1 presents a peak corresponding to the Pe
ke fluorophore group, Stedmon
STalion OraGeles 2 S o et ey eleasth
e direct influence of the estuary is an comparison site like Point 1.1 - Freshwater
awater sample. Fluorophore 2 corresponds to the peak M (marine humic
- 29
l_mpauted 17} develnpment 'md activities of humau bemO\ I\ll\ﬂ Rwel is a u'mnal f‘“}’\’z:‘fe Houp, 8 Colile } 1 olawith (i
avelength and 390nm emission wavelength.
hore 3 in the low excitation wavelengths considered
not presented).
Fluorophore 4 tepresents two peaks at 322 nm and 269 nm
3 w n wavelengths from

Aquatic €co

2008). It is also one of the freshwater resources of
1zed non-contaminated river of 49 km of length with an
0 m3 s-1 (Bonacci et al., 200 vic acid fluorophore group (Peak C)

and humic acid fluorophore group (Peak A) (Coble 1996).

bamples (6 original szu_uples. 6 diluted ones for March 2008; 6 samples, 6 diluted for Jul : s s, 12 di for July 2009) have been ¢ a rofile de ing to salinity changes where two
layers, one of freshwater and one of seawater are separated by a mixing fringe (Zutic and Legovic, 1987; Svensen et al., 2006). Each sample is filtered on a bumed fiber glass filter and analyzed for total luminescence
of NOM at different salinities has been taken place. Comparisons was done to better understand the function of this aqua ecosystem.

om 200 to 500nm and emission wavelengths from 250 to 600 nm. Emission and excitation slits were fixed at 5 nm and scan speed was 2400 nm/min. Parallel Factors Anal
scence spectra (Stedmon et al., 2003 and 2005). All EEM spectra were processed in order to remove the Rayleigh and Raman scattering peaks.
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Fig. 40 DOC and Hiiires Intens]ty Compansons e
Conclusion

The separation of NOM composition by PARAFAC analysis of EEM spectra permits us to clearly observe the corresponding components in the samples. By using total EEM
spectra measurement on Krka river samples at different depths, a natural dilution at the mixing layer was shown, which is opposite of the DOC concentration. A great element
exchange between terrestrial substances and marine substances has presented between the depth -1m and -2m, even though the fluorescent organic matter changed not totally as
DOC concentration. The fluorophore presenting the peak M were considered as marine humic substances. But a diminution of fluorescence intensity in the depth profile and in the
salinity augmentation showed that the peak M is not specially in the marine ecosystems. The human activitics have not be greatly declined in the DOC concentration, though
fluorescence mtensity has shown some great difference between Martinska samples and Sibenik samples, specially for the protein-like fluorophore in this aqua-ecosystem.
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Annexe 5 — Tous les traitements PARAFAC
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