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Chapitre | - Introduction

Les substances humiques sont abondamment présiamg$es compartiments sol et
eau de I'environnement. Ces composés sont forméswas d’'un processus naturel, de nature
essentiellement microbiologique, qui transforme pagdie du carbone végétal ou animal en
composeés plus stables que les formes initialesurhification est donc une forme de
"stockage" du carbone organique dans les solsatieles humiques et fulviques constituent
une grande partie du carbone organique dissous ldansaux de surface (30 a 50 %) ou
présent dans les sols (60 a 90 %). Ces composéla gmoprieté d’absorber fortement la
lumiére solaire. Cela leur confere des propriétéstqdégradantes a I'égard des composés
organiques. Les substances humiques (SH) et leramtorganiques dissoutes colorées
(cDOM) influencent donc le devenir des micropollisanorganiques rejetés dans

I'environnement.

Les études sur la photochimie des substances hemaqnt débuté au Laboratoire de
Photochimie Moléculaire et Macromoléculaire (LPMEH 1993. Les premiers travaux ont
consisté a caractériser les especes reéactives égdndgrar irradiation de ces composés
(radicaux hydroxyle, oxygeéne singulet, électrondvatés). Des substances humiques de
différentes origines et de différentes naturesd@ihumiques, acides fulviques) ont été
étudiées. Il est apparu que toutes possédaiemirdpgétés sensibilisatrices/photoinductrices.
Par la suite, les recherches se sont concentrédessétats excités triplets des substances
humiques. Il a été démontré que les états excif@ets qui produisent de 'oxygéne singulet
sont également des oxydants capables de réagitatitent avec les composés organiques. Si
les propriétés photodégradantes des substancesgiesrsont maintenant bien reconnues, en
revanche, la nature des chromophores humiques qugdi dans ces réactions reste

mystérieuse.

Les substances humiques étant des molécules tngigleoes, nous avons cherché a
simplifier le probleme en les fractionnant sur &sé de leur taille moléculaire. Sur les trois
fractions obtenues par couplage chromatographigcllision stérique/électrophorese, une
seule, la fraction 5-30 kDa, s’est avérée contémigrande majorité des chromophores
sensibilisateurs. De plus, par spectroscopie derdicence nous avons montré que cette

méme fraction contenait la majorité des fluoropkore
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Mon travail de thése a eu pour objectif d’identifies chromophores sensibilisateurs
et fluorescents. Cette identification a reposé laucaractérisation spectrale d’échantillons
variés, sur une étude de photoréactivité et surtemative de localisation des chromophores
recherchés en utilisant le fractionnement.

J'ai mis en place une méthode de comparaison des&itons fiable et j'ai élargi les
études a une grande variété de substances humisgless de sols et du milieu aquatique.

Ce manuscrit de thése est divisé en 5 chapitretecl@ai les résultats obtenus sur un
acide humique de sol et ses fractions. Le chapitigant est dédié aux études sur les
composts. Enfin, le dernier chapitre concerne ftideation des chromophores
sensibilisateurs et fluorescents. L'annexe rassettdrisemble des données en spectroscopies

d’absorption et de fluorescence.

Outre le présent chapitre d’introduction, le chapill est une synthése
bibliographique qui présente des données de baséa sphotochimie et I'état actuel des

connaissances sur les substances humiques eééativité.

Le chapitrelll décrit les techniques analytiques mises en ceuve pgaliser ce

travail.

Dans le chapitrdV, je présente les résultats obtenus sur I'acideiduende sol
chernozem Kursk et ses fractions. Deux types deidres ont été testés. D’une part les trois
fractions de masse 100-300 kDa, 30-100 kDa et %38 obtenues précédemment par
couplage chromatographie d’exclusion stérique/@ebtiorese en présence d'urée et d’autre
part celles de masse inférieure a 5 kDa obtenuesulprafiltration en présence d’urée.
L’objectif était de localiser les chromophores $eitisateurs et fluorescents. Un protocole
expérimental commun a été utilisé pour tester tolge substances humiques. J'ai comparé
leurs propriétés spectrales (absorption et émissebn’aptitude a produire de I'oxygene

singulet sous irradiation.

Le chapitreV est consacré aux matieres organiques extraitesod®ast. Les
composts renferment un pool de matiere organigymitant, et il nous a semblé utile de

comparer leurs propriétés a celles de sols. Plissjgarametres ont été étudiés : I'origine du
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compost, le temps de compostage et I'extractans. foatiéres organiques extraites de
compost ont été testées selon le méme protocolecgle utilisé pour les substances
humiques. De plus, nous avons examiné leur capacigghotodégrader trois produits

phytosanitaires biorécalcitrants.

Le chapitreVI regroupe I'ensemble des données sous formes ddat@mns entre le
caractére émissif des matieres organiques et fgilu@e a produire de I'oxygene singulet. Un
nombre important de substances humiques a étéégétudi qui donne de l'intérét aux
corrélations obtenues. Les spectres d’émissionétntdéconvolués afin de rechercher des
composantes fluorescentes de type gaussien comraurabfférents échantillons.

Les annexes rassemblent I'ensemble des spectresidible des substances
humiques et les données de fluorescence sous fdenmeatrices d’excitation et d’émission

gue j'ai mesurés.
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II.1. Géneralités sur la photochimie

11.1.1. La lumiére (Biémont, 1996)

Selon J-C. Maxwell, la lumiere peut étre idené&fié@ un phénomene
électromagnétique périodique se propageant a wesse, une périodel, une amplitudéd
et une fréquence .

Selon M. Planck, on peut également définir la lumiéomme un flux de particules
hypothétiques, appelées photons, ayant une madiseehwne énergié qui dépend de/

selon I'équation :

_py e
E=hv= y

ou E est I'énergie du photon (Jf est la constante de Planck (6,63°10.s),V est la

fréquence (3). La longueur d’'ond et la fréquenc® sont définies par les relations :

_ Vv

_ _1l_v
A =vT etl/—_l_ 3

Dans le vide, la vitesse de la lumiére v, encqmeekée célérité de la lumiere, est
notéecC : elle est égale a environ 3%10.s%. Dans le domaine des spectroscopies, il est usuel
d’exprimer une longueur d’'onde en nm (1 nm = 19), et d'introduire le nombre d'ondé
(unité habituelle : ci) calculé comme l'inverse de la longueur d’oddéBraslavsky et al.,
1996).

Un rayonnement lumineux peut étre constitué d'seile longueur donde
(rayonnement monochromatique) ou de plusieurs fragment polychromatique). La lumiere
peut étre blanche (rayonnement polychromatique danségion du spectre visible, par
exemple la lumiére solaire) ou noire (rayonnement\tbod formé de radiations ultraviolette
auxquelles I'ceil humain est insensible).

L’ceil humain n’est capable de distinguer qu’undipate la lumiére que I'on appelle

en conséquence lumiére visible qui s’étend dadsheaine des radiations électromagnétiques

de 390 nm (violet) a 750 nm (rouge) (Figure II. 1).
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Figure Il. 1 : Gamme de longueurs d’onde de |'vitmdet au proche infrarouge.

Sur la Terre, les sources naturelles observée$gdrhumain sont les étoiles, en

particulier le Soleil, dont I'irradiance spectralst donnée Figure Il. 2.
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Figure Il. 2 : Distribution spectrale des radias@olaires atteignant la surface de la Terre en
été et en hiver, autour de 40° de latitude.

Outre les radiations visibles, la lumiere solaiguw atteint la surface terrestre est
composée de radiations de longueurs d'onde inf@se@d 380 nm, les radiations ultra-
violettes des domaines UV A et UV B, et de radiaiale longueurs d'onde comprises entre
780 nm et 2500 nm (4000 Eappartenant au domaine du proche infrarouge. isgion du
rayonnement solaire recu sur la Terre ne commeunealgns le domaine des UV B, par suite
de l'absorption des radiations du domaine UV CgE80 nm) par l'atmosphére terrestre. Ce
rayonnement solaire est néanmoins responsable addraoses réactions photochimiques,
subies par les molécules inorganiques ou organiduesayonnement visible est quant a lui

indispensable a la photosynthese, mais conduitanchiment de nombreux colorants.
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Nous focaliserons notre attention sur les photdigas subies par les molécules

organiques soumises aux radiations UV-visible.

11.1.2. Interactions lumiére / molécule organique : le digramme
d'énergie de Perrin-Jablonski

A l'obscurité et a température constante, une cubdéorganique est caractérisée par
un état énergétique d'équilibre stable, appelé iagiss fondamental, et généralement de
multiplicité de spin unitaire (2S+1 = 1, état éteaique singulet). Cet état électronique
fondamental est not& 8t il est décrit par différentes orbitales molémas dont I'occupation
par des électrons est régie par plusieurs regksessde la mécanique quantique (Hollas,
1998; Mc Quarrie D.A., 2000). Dans cet état élettioe $ la derniere orbitale moléculaire
remplie de plus haute énergie est appelée HOMOhgsigOccupied Molecular Orbital).
L’orbitale inoccupée de plus basse énergie est |é@peUMO (Lowest Unoccupied
Molecular Orbital). Ces deux orbitales HOMO et LUMGNt respectivement a caractere n,

oun, d’'une part, et* ou n* d’autre part.

L’apport d’énergie par absorption moléculaire dphoton de fréquenceconduit a
une nouvelle répartition énergétique des électrbasnolécule est alors dans un nouvel état
électronique plus énergétique, et donc instablége I ou S ... La production de I'état
électronique excité par I'absorption d'un photonleetdevenir de cet état s’effectuent par
différents processus indiqués dans le diagrammegétigue de Perrin-Jablonski (Figure Il
3):

SZ A |
IConversion
I interne
|
|
} Croisement
S; 1 S o . \
I < inter-systemes
-~
Iconversion =~ T
Absorption : interne | 1 1
I .
Phosphorescence _Cr0|serr]ent
inter-systémes
S 4 v ¥
0

Figure Il. 3 : Diagramme de Perrin-Jablonski.
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¢ I'absorption électronique est un phénomeéne photophysique de trés courte duré
(10™ s) et elle a lieu dans un domaine de longueurd#dié & la présence de certains motifs
moléculaires absorbants, appelés chromophores §Ratie1997). L'absorbance, également
appelée densité optique (DO, ou OD, optical depsigt définie a une longueur d’onde
donnée et elle vérifie dans une gamme de concemtrah chromophores, la loi de Beer-
Lambert :

>~ o

A =¢g\c'l =In,

N, o+

ol A, est I'absorbance a longueur d’'ondedu composé i,€;, (mort.L.cm?) est le

coefficient d’absorption molaire & longueur d’'oridec’ (mol.L™) est la concentration, | (cm)
est le trajet optiquel,) est le flux lumineux incident et} est le flux lumineux transmis.

+ la relaxation vibrationnelle et la conversion inte-systemes apres une excitation
lumineuse, I'état électronique excité singulet pribgheut donner lieu a une transformation
chimique, se relaxer vibrationnellement par tramsinon radiative (conversion interne et/ou
relaxation vibrationnelle) et produire I'état sitgiuS, ou se transformer par conversion inter-
systemes et relaxation vibrationnelle dans unexaité triplet T (multiciplité de spin 2S+1 =
3). Ces processus ont des durées de vie de I'dedi®™* & 10" s.

¢ la conversion interne est une transition non radiative entre deux états
électroniques de méme multiplicité de spin (transitS—S; ou S—S, par exemple) qui
s’effectue en solution par une relaxation vibratielle qui permet a la molécule d’atteindre le
plus bas niveau vibrationnel de I'état électronifjnal en cédant de I'’énergie aux molécules
de solvant. Ces processus ont des durées de Viedte de 13* & 10' s.

¢ la fluorescence(S,—S) et la phosphorescencgTi—S)) sont des processus
radiatifs issus respectivement des étatetSl; qui permettent le retour a I'état électronique
fondamental § la molécule cédant son énergie sous forme d'umtgoh émis.
Expérimentalement, ces deux types d’émission $érdifcient par :

- des longueurs d’onde d’émission plus courtes pauluorescence par rapport a
celles observées pour la phosphorescence de la météeule ;

- des durées de vie différentes des deux phéresnées états singulet (St triplet
(T1) de plus basse énergie ayant respectivementutésside vie It & 10° s et de 10 a

plusieurs secondes (Valeur, 2004).

11
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11.1.3. Réactions photochimiques

J. Faure donne pour objet a la photochimie moddiulde "décrire les processus
physiques et chimiques engendrés par I'absorpgqrhdtons, sur la base d'un mécanisme qui
prend en compte les changements d'états succeadsifla molécule jusqu'au premier
intermédiaire réactionnel, par exemple un étattéxciplet (processus photophysique), ainsi
gue les réactions chimiques générées par cet iatkame" (Faure, 1994). Cette conception
de la photochimie moléculaire a le mérite d'évitee frontiere entre photophysique décrivant
uniquement les processus physiques issus des &tats primairement obtenus par
I'absorption d'un photon, et photochimie définiemome ne décrivant que les processus
conduisant & la formation de nouveaux produits ajues.

T.-H. Tran-Thi et E. Amouyal remarquent que "leatgtexcités, bien que fugaces,
sont vraiment de nouvelles especes chimiques algnsleur durée de vie, peuvent
(photo)induire ou non des réactions chimiquesést donc pas étonnant que la photochimie
moderne se soit développée des que les techniqiraputsion de lumiére aient été
accomplies, de la microseconde & la femtosecor@i€ €), ce qui a valu le prix Nobel & R G.
W Norrish et G Porter en 1967, et plus récemmeAt Zewail en 1999" (Tran-Thi T.H.,
2007).

La description des états excités de molécules amggies ou organiques, et leur
comportement, sont fornis dans plusieurs ouvragegf@érence (Birks, 1973; Turro, 1978). Je
me limiterai a indiquer quelques processus qui peuetre engendrés par un rayonnement
lumineux interagissant sur une molécule en soluiqneuse. Parmi ces processus, certains
sont analogues a ceux pouvant se produire a l&¢atroniqgue fondamental (et donc non
spécifiqgues a la photochimie) : isomérisation, isation, addition, production de radicaux,
réactions d’oxydoréduction et réactions acido-hsesq D'autres sont spécifiques aux états
électroniques excités : par exemple les phénoméfésission de fluorescence ou de
phosphorescence, la photoéjection d’électroneetréactions de transfert d'énergie au cours
desquelles un état excité peut transférer son Enargne autre molécule présente dans la
solution.

Enfin, il faut noter que I'étude des réactions dhims a conduit au domaine de la
photochimie préparative a I'échelle industrielle (iveros et M.L. Viriot (1994) distinguent

les réactions photochimiques radicalaires en ch§hetohalogénations, sulfochlorations,
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sulfoxydations, photosulfhydrations, photooxydasiondu type 1), les réactions
photochimiques par étape(s) (photonitrosylatiorstgisomérisations, photooxydations du
type Il, et diverses autres réactions photochinsg@ehotoadditions, photoannélations,
photoréactions des dérivés carbonylés subdivisee®artions de Norrish de type | ou II,
photoénolisation). Tout l'art du photochimiste dehc de bien appréhender les propriétés
d'absorption des composés éclairés, de connaiire &ats excités, d'analyser finement les
différentes voies de désactivation des especegéesoet enfin de tout mettre en ceuvre pour

privilégier le processus désiré.

Dans la chimie de I'environnement, ces différegfes de réactions photochimiques
doivent étre étudiés pour une meilleure analysepdasiémes de contamination et de devenir
de polluants organiques dans les différents conmpamts aquatiques, terrestres et aériens.
Dans son article sur le réle de la lumiere poumptatection de l'environnement, M-T.
Maurette signaleque pendant des siecles, "I'Homme a négligé soircemement car la
nature semblait éliminer efficacement toutes leupons engendrées par ses activités"
(Maurette, 2007). Aujourd’hui, la pollution de fade I'eau ou des sols est due a un large
éventail de composés plus ou moins toxiques.

Dans l'air, on retrouve majoritairement des adspsies oxydes de carbone ou
d'azote, ainsi que les composés organiques valatidgets des usines ou des voitures et du
chauffage des habitations a I'heure ou le boisviedeun combustible de choix.

L'eau, véhicule de pollution dans I'environnemeattient de nombreuses molécules
minérales ou organiques et des biocontaminanést lonc primordial de pouvoir déceler ces
polluants, de les discriminer et de les quantifieant de les traiter ou de les éliminer. Ces
objectifs ont conduit a un développement exponendie méthodes de détection et
d'abattement des polluants. Parmi celles-ci, lethodé&s non invasives utilisant la lumiere
sous différents aspects : détection par fluoresgedevenir de certains polluants, dont les
pesticides, dans les milieux naturels sous rayoenésolaire.

"L'étude des sols et de leurs pollutions s'avegs tfélicate, le sol étant un milieu
complexe et multifonctionnel : il est constituérdupartie minérale (argiles, limons, sables,
oxydes de métaux de transitiong et d'une partie organique (acides humiques,dubs ...)
qui lient les particules minérales" (Richard C.02) La suite de cette partie bibliographique
se limitera aux propriétés optiques, structurakeph®tochimiques des matiéres organiques

naturelles (MON) de sols.
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II.2. Propriétés des Matieres Organiques Naturelles
(MON)

11.2.1. Concepts sur les substances humiques

Selon Stevenson (1982), les substances humiquéss@iiSdes composés ubiquistes
dans la nature. Elles constituent une part imptet§osqu'a 80 % en masse) de la matiere
organique naturelle (MON) des sols, des systemeatagies et des sédiments.

La MON est constituée de différentes classes dpobjmeéres (protéines, lignine,
carbohydrates, lipides) provenant de la dégradatetissus d'espéces végétales et animales.
Deux théories ont été essentiellement avancées gxpliquer la genése des substances
humiques (Tan, 2003) :

- la premiere proposée par Fuchs (1930) postulectpst par condensation de la
lignine sur les protéines qu’est formée la paréivtale des substances humiques sur laquelle
viennent se greffer les constituants phénoliquesdtoxyliques (Figure 11.4.a).

- la seconde (Flaig, 1960) propose une étape prédine de dégradation de la lignine
en éléments simples suivie d’'une condensation degpasés phénoliques sur les molécules
azotées (Figure 11.4.b).

Difféerents modéles de molécules humiques ont étpqees dans la littérature,
notamment par Maillard (1916), Chesire et al. ()988_eenheer (1995). Ce dernier propose
un modéle contenant des fonctions carboxyliguesciésss a des liaisons aliphatiques C-O
contenant des esters et des éthers (Figure lldes) diverses théories et modeéles s’accordent

sur le fait que les biopolymeres se lient chimigaeties uns aux autres.

Les HS ont été classés sur un critere de massesetiubilité en trois catégories :
eles acides humiques (HA) qui sont solubles en mitiasique mais insolubles
en milieu acide de pH inférieur a 2;
eles acides fulviques (FA) qui sont solubles quelspiele pH;
el'humine qui est insoluble quelque soit le pH.
Les masses moléculaires des HS, obtenues paridiffde rayons X, sont comprises
entre 500 et 2000 Da pour des acides fulviquesrdtsaipérieures a 10000 Da pour des acides

humiques (Thurmann et al., 1982).
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Leenheer (2007) montre I'évolution des différentddéles de substances humiques,
qui s'est affinée avec I'évolution des techniquesdygiques. Harvey et al. (1983) proposent un
modele de substances humiques marines contenamtdegaplus de structures aliphatiques,
en accord avec les données de résonance nucléagretique (RMN) (Figure 11.4.d). L'essor
de l'ionisation par électrospray (ESI) sur des spawtres de masse (MS), couplés a des
techniques de séparation comme la chromatograjpipedé haute performance (HPLC)
(Mcintyre et al.,, 1997) a permis de conforter Bdgue les HS étaient beaucoup moins
aromatiques que ce que l'on pensait auparavard :niesses moléculaires de FAs sont
données entre 200 et 700 Da avec un maximum a 850 D

Reemtsma et These (2005) couplent I'ESI a la chiagrephie d'exclusion stérique
(SEC) et s'intéressent aux distributions massigesscomposeés de bas poids moléculaire de
plusieurs FAs d’origines différentes. lls notenteqdes composés de formule chimique
Ci10H1205 et de masse exacte 212,068 Da (Figure 1l.4.e) ninuns et pourraient jouer le
réle de précurseurs dans la formation de FA.

Hp §—~OH b)
HG—0(CgH|005)2H
H —H-GHZ-GOOH

i CHs
OH
HO c d
o ) )
. oH o OH
o]
o 3 I
> CHy H oo
COOH ] €00~
0 COOH O 0—o0 e
CH’W/\>\/\)\/\/\
0 . f I Coo”
0 O OH O
HOOC
OH
e)
0 o) CH,0H 0
HO
HO OH \”)w\\“/LOH

o]

Figure II. 4 : Modeles macromoléculaires de sulztamumiques (a, b, c et d) et
précurseurs d'acides fulviques de bas poids mai&eude masse égale a 212,068 Da.
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Structure macromoléculaire

Les données récentes obtenues par des méthodss fapgpel aux spectroscopies, a

la microscopie, a la pyrolyse et a la techniquerddation douce se sont révélées étre en
contradiction avec la structure en macromolécuteslittonnellement acceptée pour les
substances humiques.
Un nouveau concept est alors apparu selon leqgaehdcromolécules humiques seraient en
fait des ensembles de type supramoléculaire, codspds molécules relativement petites et
chimiquement différentes retenues les unes auxesupar des liaisons hydrogene ou
hydrophobes (Piccolo, 2001; Simpson et al., 2002).

Ensemble de petites
Macromolécules macromolécules contenamnt
5 kDa a 300 kDa lignine, polysaccharides
protéines

Figure 1. 5 : Evolution de la théorie des subséanlcumiques : du macromoléculaire au
supramoléculaire, selon (Piccolo, 2001).

Le groupe d’A. Piccolo a été le premier montré &hsant la chromatographie par
perméation de gel et la SEC haute performance (ldPSfue la taille apparente des
fragments humiques changeait de facon plus imp@rtpar addition d’acide organique que
d’acide chlorhydrique. L'absorbance UV-visible dehantillons traités baisserait suite a une
augmentation de la distance entre les chromophéyiesi, la réduction de la taille des
macromolécules ne serait pas due a une contradti®molécules sous l'effet de la baisse de
pH mais a la perte d’éléments constitutifs suiten& certaine désagrégation. L'effet de
désagrégation maximal est observé dans le casad#iofis humiques tres hydrophobes
combinées a des molécules organiques contenarioi lane partie hydrophobe et une partie
hydrophile. Ce résultat montre I'importance desstias hydrophobes dans la structuration
des macromolécules.
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La technique de DOSY (Diffusion Ordered Spectro¥dogeux dimensions a été
utilisée pour la détermination des tailles des énwles ou agrégats présents dans les
substances humiques. Cette technique utilise udiggrade champ pulsé qui modifie les
signaux RMN de sorte que l'intensité de la résoagmeut étre connectée au coefficient de
diffusion dans la solution. Simpson a montré quaaide humique (HA) de tourbe a 100
mg.mi* contient des agrégats dont la diffusivité corresb@ une masse moléculaire
moyenne de 66 kDa et plus. A 5 mg’mla masse moyenne n’est plus que de 2,5 a 6,1 kDa.
De plus, l'addition d’acide organique cause uneadgésgation comme celle observée par
Piccolo. Sur la base des diffusivités observées, adieteurs concluent que les fragments
présentent des masses entre 200 Da et 2,5 kDag&inep al., 2002).

Dans une autre série d’expériences, Simpson puiifisacide humique de sol a
plusieurs reprises afin d’en extraire tous lesocetimétalliques. Il analysa les solutions de cet
acide humique dans I'eau deutérée et le dimétHybsyde et observa que les constituants de
type aromatiques, aliphatiques et carbohydrateseptaient des coefficients de diffusion bien
distincts prouvant ainsi que ces constituants ®atapas chimiquement liés. Cette jolie
démonstration apporte la preuve que les élémentstitatifs de base des substances
humiques ne sont liés que par agrégation mettafgiedifférents types d’associations non
covalentes (hydrophobes, liaisons hydrogéne, panéalliques, interactions ioniques,

complexes par transfert de charge).

La spectrométrie de masse utilisant des techniduiesisation douce (électrospray
ou ionisation par désorption laser) conduit a desses relativement faibles (inférieures a
2500 Da). La méthylation d’'un acide fulvique a pirighe réduire la masse apparente ce qui
suggere que la méthylation des acides carboxyligéhgit les phénomeénes d’agrégation par

suppression des liaisons hydrogéne (Simpson &X(d12).

Un autre travail intéressant mené par I'équipe deJA Simpson toujours par
utilisation de la RMN 2D a permis de montrer quiiexiste pas en quantité significatives
dans les substances humiques de nouvelles cat®gerimolécules ou de nouvelles structures
en dehors des biopolyméres naturels et de leudujisod’oxydation. Cela confirmerait que
ces biopolymeres sont peu liés les uns aux autresces liaisons devraient donner des
signaux distinctifs en RMN du proton (Kelleher éichpson, 2006).
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Structure micellaire

Une autre notion trés importante est celle qui ist@s proposer que les substances
humiques renferment des zones hydrophiles et hixdtmgs a lI'instar des micelles (Wershaw,
1999).

Alors que la fluorescence du pyréne est inhibédgsaions Br, Engebretson et von
Wandruska (1994) observent une augmentation deiiigité de fluorescence du pyréne en
solution dans des acides humiques par ajout d&.\N@ptte augmentation de I'intensité est
visible pendant quelques heures puis elle laispéalze a une franche diminution. Les auteurs
concluent que M favorise la formation de micelles permettant avépg d’étre confiné
dans un environnement hydrophobe auquel les ione’'&mnt pas acces. Au bout de quelques
heures, il y a désagrégation progressive des raicedar migration des ions Kfget
finalement accessibilité du pyréne aux ions Br

Une autre fagon de prouver l'existence de zonegomyubbes est d'utiliser des
sondes fluorescentes sensibles a la polarité deunihinsi le Prodan (6-propionyl-2-(N,N-
diméthylamino)naphtalénex un maximum d’émission qui varie en fonction dulieni
(Weber G., 1979). En présence d’acides humiqueBrdelan donne un spectre d’émission
caractéristique d’un milieu de polarité compris¢remrelle de I'’éthanol et du cyclohexane. I
est donc clair qu'il se retrouve dans un environeetnaont les molécules d’eau sont exclues.

La formation potentielle de pseudo-micelles esglément important en matiere de
réactivité car les contaminants qui pourront étoesalocalisés, selon leur polarité, dans les
zones plutét hydrophiles ou plutét hydrophobesesbrst donc soumis a un environnement
différent..

Le monuron est un composé de la famille des phédgtu Par excitation autour de
300 nm, il conduit a divers photoproduits qui résull du réarrangement d’un intermédiaire
de type iminocarbéne. Cet intermédiaire extrémeméenttif peut additionner de I'oxygéne
ou arracher un atome d’hydrogene. Une de ses éasditjues est de conduire a un dérivé

bromé lorsque la réaction est conduite en préséimes Br. Or, la photolyse du monuron en

présence de fortes concentrations deeBd’acides humiques ne donne pas le dérivé bromé.

Une explication tout a fait plausible est que lenomon est suffisamment hydrophobe pour
migrer dans la zone intra-humique de sorte queiddmarbéene est préservé d’'une réaction

avec les ions Bigui reste lui en solution aqueuse (Richard etlab7).
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11.2.2. Propriétés optiques des MON

Spectroscopie UV-visible

Selon sa concentration, la Matiére organique diesdOD) va impartir une
coloration jaunatre a brunatre aux eaux de surfeteFigure Il. 6). Le terme de Matiere
Organique Dissoute Chromophorique (ou Colorée) (eIp@ été introduit dans la littérature
de la photochimie environnementale pour soulighpbrtance des constituants absorbants
dans la coloration brunatre des eaux de surfaceret la réactivité photochimique de la

matiere organique dissoute (Green and Blough, 1R&hard and Canonica, 2005).

Humic substances
(pigmented palymers)
|

- J J
Fulvic acid Humic acid Humin
Light b=l [
yel o frroinin

increase in intensity of colour . ——
increase in degree of palymerization ———

2 000————— increase inmalecularweaight ——— 300000 7
473 ———— increase incarbon content — 0%
48% ————— decrease in ooynen content . ———30%
1400 —————decrease in exchange acidity ———A00

decreasein degree of salubility ———

Figure 1. 6 : Propriétés chimiques des différersiesstances humiques colorées.

Les spectres d'absorption UV-visible de la cDOM mettent de déterminer
I'atténuation de la lumiere dans le compartimentadigue (Zepp et al., 2002). lls présentent
une forme presque exponentielle et un épaulemart @arégion (250-300) nm. Au-dessus
d’approximativement 290 nm, les spectres peuverg &isonnablement décrits par une

fonction exponentielle de la forme :

A/‘ — A/‘ .e—S(K—}\O)
0
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ou A, est le coefficient d’absorption (coefficient nédpérd’absorption molaire utilisé par les
limnologistes et les physiciens, a différencier abefficient décimal d’absorption molaire
encore appelé coefficient d’extinction molaire igél par les chimistes)\ est la longueur
d’'onde considérée), est la longueur d'onde de référence, et (S) epelép la pente
spectrale. Il a été observé que la cDOM d'origieerestre, plus riche en composés
aromatiques que celle des océans présente une gdiale plus faible (Green et Blough,
1994).

La présence dans les substances humiques de fregmenbiopolyméres a été
démontrée par différentes techniques analytiquesagit le plus souvent de fragments de
lipides ou de lignines. De tailles trés variabléds, sont souvent porteurs de fonctions
oxygénees (alcool, éther, cétone ou aldéhyde)fragsents pourraient jouer un réle dans les
propriétés spectrales notamment en contribuantf@rmaation de complexes par transfert de
charge auxquels on attribue I'absorption a grandgueur d’'onde (Del Vecchio and Blough,
2004).

Spectroscopie de fluorescence

Les substances humiques, quelque soit leur origgmt émissives et leur
fluorescence est mesurée depuis les années 19ves(Lee, 1972). Comme I'émission varie
fortement avec la longueur d’'onde d’excitationigitypes de données ont été enregistrées: les
spectres d’émission (longueur d’excitation fixédég¢s spectres d’excitation (longueur
d’émission fixée) et I'enregistrement synchroneaéentre longueur d’émission et longueur
d'onde d’excitation fixe) (Miano et al.,, 1990; ®sn 1990, senesi et al.,, 1991). Le
développement de la fluorescence 3D, qui regroigmseémble de ces données, a permis de
réels progres (Coble et al., 1990). A partir degpremntes enregistrées, il est possible de
déterminer I'origine terrestre, aqueuse ou martrie earactére humique ou fulvique. Lorsque
de bonnes conditions opératoires sont employées, dimnées quantitatives peuvent
également étre obtenues (Alberts et Takacs, 200dleC1996; Huguet et al., 2009; Mobed et
al., 1996; Parlanti et al., 2000; Senesi, 1990jr&soet al., 1999).

Les spectres d’émission des substances humiquésaostitués d'une bande trés
large entre 300 et 700 nm. Une classification assbjective a conduit & une localisation des
pics principaux, des pics secondaires et des épeuls (Senesi et al., 1991). Les acides

humiques de sol présentent un pic principal situéwux de 500-550 nm et les acides fulviques
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un pic principal vers 450 nm. Le résultat étonnasit que I'on retrouve généralement les
mémes caractéristigues d’émission quelque soifgltee de la substance humique. Ceci
suggere fortement que I'émission est due aux méypes de constituants.

Une autre classification a été proposée pour lesérea organiques du milieu
aquatique par Coble (1996) et Parlanti et al. (2008 nomenclature des fluorophores

présents dans I'eau de mer est indiquée dans ledtah.1.

Tableau II. 1 : Principaux fluorophores contenussdas matieres organiques naturelles de

I'eau de mer.
Pic Bande Nature des
] Aex/ NM  Agm/ NM
(Coble, 1996) (Parlanti et al., 2000) fluorophores
B 275 310 Tyrosine-like
T ! 275 340 Tryptophane-like
A o 260 380-460  Humique et Fulvigue (terrestre)
M B 310 380-420 Humique (marin ou autochtone)
C a 350 420-480  Humique et Fulvique (terrestre)

Jusqu’a présent, la nature des constituants émiigsste inconnue. Quelques
structures chimiques ont été proposées sur la Haselogie entre la fluorescence de
composés modéles et celle des humiques : la 3 &hialroxycoumarine, le tryptophane et
I'uracile, pour le pic A, l'adénine, I'acide 2-anmbenzoique, la 7-hydroxycoumarine, le 5-
phosphate pyridoxal et I'acide salicylique poupie C (Alberts et Takacs, 2004).

Une étude de fluorescence par la technique d'inlagBEEM combinée au modéle
PARAFAC a été menée sur 379 matiéres organiquegepamt de différents systemes
aquatiques (Cory et Mc Knight, 2005). Il a été dahcé treize entités fluorescentes

responsables de I'émission totale dans 'EEM :
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e trois quinones oxydées: Q1, Q2 et Q3 caracté&ripée des longueurs d’onde
d’excitation de 250-260 nm et des émissions vadar380 a 460 nm.

e trois semi-quinones : SQ1, SQ2 et SQ3 qui ontéteissions entre 350 et 520 nm
pour deux longueurs d’onde d’excitation 250 nm4& Bm

e une quinone réduite : HQ caractérisée par undagiai a 250 nm et une émission
a 400 nm.

e deux composes de type tryptophane et tyrosinedi&jéats Tableau 11.1.

e quatre autres fluorophores ayant des larges bati@esssion entre 350 et 550 nm
pour des excitations allant de 300 a 350 nm sontatiegre inconnue.

Les sept fluorophores dont la structure de bas&aestinone compteraient entre 50
et 60 % de l'intensité totale de fluorescence nmésgur les EEM.
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II.3. Reéactivités photochimiques des Matieres
Organiques Naturelles (MON)

11.3.1. Généralités

Les principaux processus photochimiques qui suiVabsorption de la lumiere par
la cDOM et aboutissent a la photodégradation daliupnt P sont résumeés dans la Figure Il.
7.

30, 30,
boz_.
1 —> cDOM™* + e~
1cDOM * . cDOM ™ cDOM
E \\1\ P
hv 3c‘DOM *
v L '; - p*
cDOM R AN

Figure Il. 7 : Processus photochimiques majeutla d®OM,
selon (Richard et Canonica, 2005).

Par absorption d'un photon, un chromophore de I@MDest promu dans I'un des
nombreux états excités singulets. Il s’en suitt sae séparation de charge avec formation
d’un électron hydraté et du radical-cation cDOMsoit une relaxation vibrationnelle a I'état
excité singulet de plus basse énergie. L’'oxygeni&ontaire, qui est généralement présent a
des concentrations importantes dans les zonesgplestdes eaux de surface, capte la majorité
des électrons hydratés pour former le radical-asigreroxyde.

Avec un temps de vie de I'ordre de la nanosecdedaemier état excité singulet ne
dure généralement pas suffisamment longtemps palerecher une réaction photochimique
avec les substances dissoutes. Deux processus Sdetidétion, la fluorescence et la

conversion interne, raméne le chromophore de sairegtité singulet a son état fondamental
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singulet, alors que la transition intersystemeseggnle premier état excité triplet du
chromophore. Grace a un temps de vie plus lond'dddre de la microseconde), ce dernier
peut initier une réaction avec une espéce dissoDe. nouveau, deux processus
intramoléculaires, la phosphorescence et la tiansiintersystemes contribuent a la

désactivation de I'état excité triplet a I'état lamental singulet du chromophore.

11.3.2. Les états excités triplets *cDOM*

Il existe deux modes d'interaction de I'état exdcitiplet de la cDOM avec les
polluants organiques : le premier est un transf&mergie triplet-triplet, un processus non-
radiatif qui conduit a la désactivation du triptkt la cDOM et a la formation simultanée de
I'état excité triplet du polluant organique. Pewex@mples de ce type de réaction sont
rapportés dans la littérature, a priori, mise at pdasomérisation cis-trans du 1,3-
cyclopentadiéne (Zepp et al., 2002). Le second w@sé réaction photochimique
d’oxydoréduction. Dans la suite, nous nous inté&m®sss surtout au cas de figure ‘eDOM*
est réduit avec formation de cDOMt polluant organique oxydé (perte d’un électron).P
Les réactions photochimiques les plus rapides sedeec des composeés riches en électrons
comme les phénols et le 2,4,6-triméthylphénol (Q&wet al., 2002). D’autres composés
peuvent semble-t-il étre oxydés fabOM* comme les herbicides de la famille des phényl
urées, (Aguer et Richard, 1996; Gerecke et al.1p0erbicide mécoprop (Cavani et al.,
2009), le bisphénol A (Zhan et al., 2007), des exidminés libres (Boreen et al, 2008),
certaines amines (Chen et al., 2009) etfdequants (Liu et al., 2009).

Prouver la réaction directe d'un polluants avéZDOM* n'est pas aisée.
Généralement, le mécanisme réactionnel est étatdtiaiant l'influence de I'oxygéne sur la
réaction (Halladja et al., 2007).

11.3.3. L’oxygéne singulet :*O,

Dans les eaux de surface oxygéeneées, la préserad@@id induit la photoproduction
d’oxygéne singulet. La réaction deDOM* avec I'oxygéne moléculaire permet la formatio
d’oxygéne singulet '0,). Cette réaction entre en compétition avec la atitsdion de
%cDOM* et sa réaction avec les composés organiguésepts en solution (cDOM elle-méme,

substrats organiques) (Halladja et al., 2007).
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En absence de réactions bimoléculaires, la durégedde I'oxygéne singulet dans
I'eau est de 4,ps (k = 2,4x16 s) (Rodgers, 1983).

L’oxygéne singulet est alors temporellement capalieyder toute une gamme de
composés organiques. La concentratio@edans les eaux photoirradiées peut étre le plus
facilement déterminée par le suivi de la cinétigiee consommation de molécules-sondes
sélectives, les dérivés du furanne, comme le 2%étylfuranne, et I'alcool furfurylique
(FFA) étant le plus couramment utilisés (Haag eghé, 1986).

Haag et Hoigné (1986) ont montré qu’a la surfacelitférentes eaux naturelles, la
concentration quasi stationnaire en oxygene sihges d’'autant plus grande que le
compartiment aquatige est riche en carbone orgardégsous. Ces concentrations diminuent
quand la profondeur augmente du fait de l'attéonatiu flux lumineux par les composés
chromophores ou les especes diffusantes. Le Tahleadlonne des valeurs de concentration

en oxygene singulet a la surface et a 1 m de pdefon

Tableau Il. 2 : Demi-vies et concentrations quéaiisnnaires en oxygéne singulet dans
différents compartiments aquatiques, selon Haatpagné (1986).

DOC | tyoFFA (h) | ['Os] (10 mol.L'Y) | ['O5] (10™ mol.LY)
(mg.L") | & la surface a la surface a 1 m de profondeur

Lac Greifensee 3,5 20 8 4,6

Etang de

. 13 6 28 15

la Gruyere

Fleuve Rhin 3,2 27 6 3,6

Eaux de rejet 15 14 11 2,2

Une étude récente (Latch et McNeill, 2006) a mordue les concentrations
apparentes en oxygene singu[éf)z];,\pp mesurées en utilisant des molécules-sondes
hydrophobes chimiluminescences, augmentaient attgarophobicité de la sonde et
atteignaient des valeurs jusqu'a 100 fois supéggear celles qui étaient mesurées par une
sonde hydrophile conventionnelle comme l'alcoofuiylique (FFA). Les auteurs concluent
que’O, se forme principalement au centre de la microzgmiophobe ou il se retrouve alors
en concentration plus élevée que dans la zone plyileo Sa diffusion vers I'extérieur de la
sphére s'accompagne d'une désactivation physiqud'uee baisse progressive de sa

concentration tout le long du trajet.
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11.3.4. D’autres espéeces réactives

D’autres especes reéactives, telles que I'électimate, le radical hydroxyle, les
radicaux carbonate et tous les radicaux dérivéls d¥OM (radicaux centrés sur le carbone,
oxyle ou peroxyle), peuvent se former par irradiatde la cDOM, mais leurs vitesses de
production sont beaucoup plus faibles que cellesédiats triplets de cDOM et de I'oxygéne
singulet.

Dans le milieu aquatique, les radicaux hydroxylestségalement formés par
irradiation des ions nitrate ou nitrite ou par diegion des complexes de fer par la réaction de
Fenton. Il faut souligner que la MON capte une deapartie de ces radicaux.

Ces espeéeces réactives peuvent réagir sur certabstrats avec des constantes de
vitesses tres élevées et étre les principales esp@&sponsables de la transformation de
polluants organiques. Les concentrations quaspstaires de ces especes réactives sont
mentionnées sur le Tableau Il. 3. Les concentratignasi-stationnaires des radicaux
carbonate peuvent étre jusqu’a 1000 fois plus grargue celles des radicaux hydroxyles
(Sulzberger et al., 1997).

Le peroxyde d’hydrogene, bien qu'il soit consid&@@mme une espéce réactive
oxygénée et un acteur important en photochimie tagues est volontairement omis parce
gu'aucune preuve de son action directe sur lesugals organiques en milieu aquatique

n'existe.

Tableau II. 3 : Ordre de grandeur des concentrafipasi —stationnaires d’espéces réactives
dans des compartiments aquatiques exposés a lertustlaire, selof?(Frimmel, 1994) et
@)(Lam et al., 2003).

Especes réactives Concentration quasi
stationnaire (mol.L})

€aq 2.10" W

0, (0,2-50).10" @)

H.0, 10° - 10' W

Co3" 10*%10% @)

OH 10° @)
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Chapitre Il

Techniques experimentales
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[11.1. Reéactifs utilisés
[11.1.1. Substrats

e Alcool furfurylique, Aldrich (99 %)

e 2.4,6-Triméthylphénol, Aldrich (99 %)

e Acide Téréphtalique, Aldrich (98%)

e Acide hydroxytéréphtalique synthétisé au laboratselon le protocole décrit par (Mason et
al., 1994). La pureté du produit obtenu a été saipar RMN du proton.

e Mésotrione, Pestanal Riedel de Haén (99,90%)

e Ethofumésate, Pestanal Riedel de Haén (99,50%)

e Epoxiconazole, Pestanal Riedel de Haén (99,20%)

[11.1.2. Solutions tampons

e Hydrogénophosphate de sodium contenant 12 mokdigau Prolabo (99%)
e Dihydrogénophosphate de potassium Prolabo (99,5%)

[11.1.3. Actinométrie

e p-nitroanisole, Aldrich (97%)
e Pyridine, Aldrich (99,90%)

l11.1.4. Substances humiques et matiéres organiques

Différentes substances humiques et matiéres oniitdigées dans cette étude (voir
Tableau lll. 1). Elles proviennent de sols, de bast de composts et de rivieres. Certaines ont
été achetées aupres de I'lHSS (International HiBulustances Society), d’autres nous ont été
données par plusieurs collegues, enfin, plusienrgt® extraites par nos soins.

Nos collegues, et naturellement I'lHSS ont utilisérotocole préconisé par I'HSS
(http://inss.gatech.edu/ihss2/soilhafa/.html). derd ci-aprés les protocoles, voisin de celui
de I'lHSS, que nous avons utilisé pour extrairedesles humiques ou de type humique et les

extraits aqueux.
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e Acides humiques (HA), substances de type humiquBll(A, humic like acid) et
acides fulviques (FA)

Les échantillons ont été collectés, séchés, pe@gret passés au travers d'un tamis
de taille 0,5um. 10,0 g d’échantillons secs onipééés dans un tube a centrifugation de 250
mL dans lequel a été ajouté 100 mL d'une solutioixtende soude 0,10 M et de
pyrophosphate de sodium 0,10 M. L'ensemble a été pgndant 24 heures a température
ambiante (25 °C) sous atmosphére inerte de diapois, centrifugé a 5000 g pendant 30
minutes. La solution a été acidifiee par une sofutl'acide chlorhydrique 6 M jusqu’a obtenir
un pH inférieur a 2, laissée pendant 24 heures &+de facon a précipiter les HA/HLA, puis
centrifugée a 5000 g pendant 30 minutes. Le suamdgeontenant les FA, a été éliminé et les
précipités de HA/HLA ont été purifiés en répétanid fois les étapes suivantes :

(i) dissolution dans un volume minimal de soudeM,5

(ii) centrifugation a 5000 g pendant 30 minutes

(i) acidification de la solution surnageante é&ilva avec une solution d'acide
chlorhydrique 6 M jusqu’a obtenir un pH inférieug a

(iv) précipitation des HA/HLA pendant une heure@pérature ambiante

(v) centrifugation finale, comme indiqué plus haut.

Les précipités de HA/HLA ont été dissous dans urlatisn de soude 0,5 M et
neutralisés avec une solution d'acide chlorhydritj@eM (pH 7,0) et ont ensuite été dialysés
a 4 °C avec de l'eau distillée et une membraneialgsé ayant un seuil de coupure de 6000-
8000 Da, jusqu’a ce que l'eau dialysée ait donnéesh négatif aux ions chlorures avec du
nitrate d'argent. Enfin, les HA/HLA dialysés one dyophilisés et stockés a température

ambiante dans des récipients ambrés, a I'abri tari@re.

 Extraits aqueux de matiere organique (WEOM)

Les échantillons ont été collectés, séchés, puleeret passés a travers un tamis de 2
mm (sol) et de 0,5 mm (pour le compost). 20,0 gltdtillons secs ont été ensuite placés
dans un tube a centrifugation de 250 mL dans legu&é ajouté 100 mL d’eau doublement
distillée (ratio d’extraction matiére : extractadg 1:5). L'ensemble a été agité pendant 30
minutes a température ambiante (25 °C) sous atréospherte de diazote, puis centrifugé a
5000 g pendant 30 minutes a 20 °C. La solutionagygante a été récupéree et filtrée (a
environ 0,1 bar) a travers un filtre de 0,4 um eifygarbonate. Finalement le filtrat a été

lyophilisé et stocké dans un récipient ambré, Bri'de la lumiére.
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Tableau lll. 1 : Substances humiques et matierganiques utilisées dans cette étude

HA/HLA FA WEOM MON
Chernozem Chernozem | Chernozem
Elliott ! Elliott? Elliott
» Rankef Rankef
(@)
2 :
. Aldrich®
-c -
@ Léonardité
'E Andosof
= :
L Rendziné
Kaldenkirchefi
Laurentian
€ @ | Pahoke& Pahoke&
s o 8
£ ° 3 | waskish
w —
%-; GMO060 GMO060
(@)
g' GM120 GM120
3 GM180 GM180
(D)
3 UB030 UB030
(]
% UBO075 UBO75
X UB120 UB120
o Suwannee River
©
o 9 (SRY
L5
c > Nordic Reservoir
g X .
L (NR)

1/ Acheté auprés de I'lHSS

2/ Donné par le Pr Francis Andreux, Université deifgogne

3/ Donné par les Drs Olga et Oleg Trubetskoj, eede recherche de Pushchino, Académie
des Sciences Russe

4/ Donné par Dr Philippe Schmitt-Kopplin, GSF, Mcini

5/ Commercial
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Remarqgue :pour les six échantillons de composts, jai égalemétudié pour un
méme ratio d’extraction matiere : extractant deOQ;2l'effet de trois extractants: eau
ultrapure, eau minérale Volvic et une solution derre de calcium 0,01 M. Les différents
extraits aqueux de compost seront respectivemeés MIEOM .00 (par opposition a WEOM
décrit plus haut), WEOWic,1:200 €t WEOMeaci2 0,01m,1:200

l11.2. Préparation des solutions

1.2.1. Généralités

Les solutions ont été préparées dans de I'eau-plira obtenue grace a un apparell
Milli-Q et contrdlées par leur résistivité qui détaupérieure ou égale a 1&Mem.

Le pH des solutions a été mesuré a l'aide d'un pirenJENWAY équipé d’'une
électrode combinée Ag/AgCl (ORION). La précisiors daesures est de 0,1 unité pH. Les
valeurs de pH des solutions de substances humantesté ajustées par I'ajout de tampons
phosphates (ITOM).

Les solutions de substrats ou de substances husnéjaent préparées a I'avance et
stockées jusqu'a deux semaines dans le réfrigératedt °C, a I'abri de la lumiére. Les
solutions de substances humiques et de matieresiqreges étaient passées sur des filtres en
acétate de cellulose de diamétre de pore égal & |0y Tous les mélanges substrats-

substances humiques ont été réalisés juste awintddiations ou les analyses.

11.2.2. Conditions expérimentales

Les solutions initiales de substances humiquestnpréparées en dissolvant entre
1,0 et 2,0 mg de substances humiques dans 20 ed ¥dli-Q tamponnée a pH 6,5 avec des
tampons phosphatés (10/), et agitées magnétiqguement jusqu'a dissolutiompléte de la
substance humique. Leurs concentrations étaientpiises entre 50 et 100 mg-Len
substances humiques. Pour certaines substanceguasnia séparation sur filtre de 045
a conduit a une perte de matiére qui peut étrauéead 10 % au maximum, par comparaison

entre un spectre d'absorption d'une solution &letnon filtrée.
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Pour la préparation des mélanges substances hwnigeende ou polluant, j'ai
précédé de fagon a obtenir les concentrationsefirsliivantes :

® solutions de substances humiques ayant une amsmrigle 0,100 + 0,005 a 300
nm, pour un trajet optique de 1 cm ;

® les sondes a especes réactives : alcool furfugli2,4,6-triméthylphénol et acide
téréphtalique dans une gamme de concentration 8@ 50L0* M ;

® l|es polluants organiques: mésotrione, éthofureéset époxiconazole aux

concentrations micromolaires (entre®lét 10° M).

111.3. Dispositifs d’irradiation

11.3.1. Irradiation en lumiére polychromatique artificielle (300-
450 nm)
Les irradiations polychromatiques ont été réalis#ass des enceintes équipées de
six tubes fluorescents de type TLAD 15W05 Philigsi@lhoven, The Netherland), présentant
une large bande d’émission lumineuse (300 - 450 awn} le maximum se situe a 365 nm

(voir Figure 111.1).

W/10 nm
a0

0 , —

30 350 4iHr 450 200

Longueurs d'ande (nm)

Figure Ill. 1 : Spectre d’émission d’un tube fluscent de type TLAD 15WO05 Philips.

Afin de limiter le rayonnement recu par les solo@u domaine de longueur d’onde
(295 - 450 nm), les irradiations ont été réalisd@mss un réacteur en pyrex, dont le seuil de
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coupure est de 300 nm, de forme cylindrique ayantliameétre interne de 14 mm et une
hauteur égale a 15 cm. Le dispositif est équipé dentilateur afin d’éviter I'échauffement
des solutions pendant les irradiations. La Figlir2 ést une photo du réacteur photochimique

polychromatique utilisé.

Figure Ill. 2 : Réacteur photochimique polychromaé utilisé.

[1.3.2. Irradiation en lumiere solaire

Des solutions ont été exposées a la lumiere sadmirant les mois de mars a avril
2007 aClermont-Ferrand46° N, 3° E). Les irradiations ont été effectudans des réacteurs
en quartz remplis a plus de la moitié de leurs ciégm de fagon & laisser une surface libre
suffisante. Les réacteurs ont été fermés par uliisept maintenus inclinés de 30° par rapport
a I'horizontal. Le renouvellement de l'oxygéne fe@lait par bullage d'air lors de
I'enlevement du septum au moment des prélévemeass.solutions recevaient 5 heures

d’irradiation solaire par jour entre 11h et 16h.

l1l.4. Techniques d’analyses

l11.4.1.  Spectroscopie d’absorption UV-visible

Les spectres d’absorption UV-visible des solutidessubstances humiques ont été
enregistrés sur un spectrophotomé&fegian Cary 3 en utilisant une bande passante de 1 nm.
Tout d’'abord, I'enregistrement de la ligne de basté effectué en utilisant deux cellules en
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quartz, de trajet optique égal a 1 cm, rempliesa’altrapure utilisée comme solvant de
référence.

Par la suite, les mesures des absorbances desenlifié solutions de substances
humiques ont été effectuées dans une cuve en gileattajet optique égal a 1 cm, en ajustant
systématiquement le zéro d’absorbance a 800 nrs, hwmes de mesure et de référence. Le
spectre d’absorption de la cellule de mesure rengikau ultrapure obtenu pour le blanc a
ensuite été soustrait des spectres d’absorbancehaeune des solutions de substances

humiques afin d’obtenir I'absorbance réelle de anacdes solutions.

[11.4.2. Spectroscopie d’émission moléculaire

Les spectres d’émission moléculaire 3D, égalemppélés matrices d’excitation et
d’émission (EEM) ont été enregistrés sur un spatometre Perkin-Elmer LS-55 dont le

schéma de principe est présenté sur la Figure 1.3

Source Xénon pulsée Photomultiplicateur R928

2

Monochromateur
B Monochromateur
d’excitation ,
d’analyse

Fente a I'excitation Fente a I'émission
5nm 10 nm

Cuve en quartz

Figure Ill. 3 : Principe de fonctionnement du speftiorimétre Perkin-Elmer LS-55.

Les différents composants optiques qui constitudeespectrofluorimetre étaient :
e la source était une lampe a Xénon pulsée eémaitanayonnement dans I'UV et

dans le visible, entre 200 et 800 nm ;

e le monochromateur a I'excitation était composéndjeu de miroirs, de fentes

d’entrée et de sortie réglées a 5 nm de bande mgassad’un réseau. Il permettait d’obtenir
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une lumiéere excitatrice a la longueur d’'onde voulues longueurs d’onde d’excitation
utilisées allaient de 200 nm a 500 nm par pas derQ soient 31 spectres d’émission
obtenues pour une analyse qui durait environ 1 h 45

e Les solutions humiques ont été placées dans we eu quartz de 1cm de trajet
optique. L’émission moléculaire était observée ar rapport a la lumiéere incidente afin de
minimiser la mesure de la lumiére excitatrice ieaitt par rapport a celles émises par la
solution étudiée ;

e Le monochromateur d’analyse était composé d’'un deumiroirs, de fentes
d’entrée et de sortie réglées a 10 nm de bandamasst d’'un réseau. Il permettait I'étude de
I’émission moléculaire des solutions humiques. ilisdtion d’un filtre passe-haut fourni avec
le spectrofluorimetre coupant les longueurs d’omdérieures a 290 nm devait étre utilisé
pour observer correctement I'émission sans étrergéar les premiers et seconds ordres des
raies Rayleigh et Raman compris entre 290 et 580Lm® émissions observées allaient de
300 & 700 nm avec une vitesse de balayage de 120imim

e Le photomultiplicateur R928 permettait de convdiginergie lumineuse captée en
signal électrique amplifié¢ pour une meilleure détec Les signaux produits eétaient

enregistrés par ordinateur & l'aide du logicielWinlab® fourni avec le spectrofluorimétre ;

Lorsque les solutions humiques présentaient unessioni moléculaire trop
importante, l'utilisation d’un filtre neutre MTO B0 a I'excitation était nécessaire. Comme
indiqué sur la Figure ll1.4, le filtre ne laissgidsser que 46 % de la lumiere incidente entre
250 nm et 700 nm soit une diminution de I'intengiigdente d’'un facteur 2,18.

100+
80
60+

204

Transmittance ( % )

0 : T T T : 1
200 300 400 500 600 700
A/ nm

Figure lll. 4 : Spectre de transmission du filtréd ® 7080.
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L'ensemble des spectres d'émission et d'excitadtarent corrigés des réponses
instrumentales en utilisant les fichiers fournis lgaconstructeur. Les solutions de substances
humiques analysées avaient toutes une absorbaate &@,100 £ 0,005 a 300 nm. Cette
valeur de 0,100 était choisie car elle limitaitfée de filtre interne a I'excitation (Ohno, 2002)
et constituait une limite supérieure de validitélaeelation raisonnablement linéaire entre
intensité de fluorescence et concentration des oségfluorescents.

Les matrices tridimensionnelles étaient construateartir des 31 spectres d’émission
qui étaient traités avec le logiciel Orifinde 250 nm & 500 nm pour les longueurs d'onde
d'excitation et de 300 a 600 nm pour les longudlosde d'émission. Je donnerai 'EEM de
chacun des échantillons, avec une comparaison daite€me absorbance totale a 300 nm.
Cependant, comme nous pouvons le voir en annegsphcentrations en carbone organique
dissous des différentes solutions humiques vadkms dans une gamme de 1 & 20 ol
Corg L™, soit de 1 & 25 mgdg.L™". Afin d’avoir une vision globale des fluorophorasents
dans chaque échantillon contenant une méme coatientrde carbone organique dissous,
une normalisation & 1,00 mohgL™" des intensités d’émission a été effectuée.

L’échelle commune des intensités normalisées, pous les EEM, a été choisie
comme allant de 0 a 20 car elle représente liitiensormalisée de référence de I'acide
humique Kursk (voir annexes 1 a 17). Dans certams, pour garder le méme code de
couleurs, il a été nécessaire de multiplier ou ideser les intensités réelles normalisées par

une valeur, indiquée systématiquement sur 'EEM.

111.4.3. Carbone organique total (TOC)

Les teneurs en carbone organique dissous ont &éaréss a I'aide d’'un appareil
Shimadzu TOC-5050A. Le principe de mesure congstene oxydation catalytique a haute
température (680 °C) du carbone total contenu desiséchantillons filtrés sur 0,45 pum
(acétate de cellulose). Le catalyseur utilisé esage de platine. Le carbone total (TC) est
alors transformé en CG(par I'oxydation et sa teneur est ensuite déterenper un détecteur
infrarouge. La mesure du carbone inorganique (I€Qus forme de carbonates et
d’hydrogénocarbonates, se fait de la méme maniére ane acidification préalable dans une
solution d’acide orthophosphorique ##0;) a 25%. La mesure de TOC se fait alors par la
soustraction de IC & TC.

Pour tous nos échantillons analysés, le carboganajue total (TOC) et le carbone

organique dissous (DOC) sont équivalents du fast fdeations sur 0,45 um avant analyse.
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Pour chaque échantillon le résultat donné est layemme d'au moins trois mesures
satisfaisantes différant au plus de 10 %.

L’appareil est étalonné a l'aide :

® d'une solution standard de phtalate acide de pitias GH4(COOK)(COOH)
diluée a différentes concentrations comprises géer@ent entre 0 et 50 mg C.Lpour
'analyse de TC ;

® et d'une solution standard de carbonate de sodiapCOs; diluée a différentes

concentrations comprises entre 0 et 5 mg'Gaaur I'analyse de IC.

Différentes gammes d’étalonnage en TC et IC ontuét&ées en fonction de la
teneur en DOC des échantillons afin d’optimisepriécision des mesures. La précision de la
méthode est de 'ordre de 0,5 mgdTL ™.

Dans la suite, nous utiliserons deux types de desminérmalisées & 1,00 mot.lde
carbone organique dissous :
® I'absorbance normalisée a une concentration de B@ile a 1,00 mol fgL ™",

nommées*; est définie par :

_ Ay
~—m X %DOC

*
€

x 12000

ou A, est I'absorbance de la solution de substance huemégqune concentration massique
exprimée en mg.L}, A la longueur d’onde de la mesure, % DOC le pouszgntle carbone

organique dissous (cf. annexes 18 et 19) ;

® l'intensité de fluorescence normalisée, notég définie par :
I * = I FA

F oA~ [Corg]

ou I, est l'intensité de fluorescence mesurée en uait@raires a.u. a la longueur d’onkle
pour une absorbance de 0,100 = 0,005 a 300 nm,gk €St la concentration de DOC motf.L

dans cette méme solution (cf. annexes 18 et 19).
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111.4.4. Techniques chromatographiques

Les analyses au cours du temps d’irradiation saited par chromatographie liquide
haute performance (HPLC) Waters® Empower avec lanoe Nucleodur® 100-5 C18 ec
5um (4.6 mm x 250 mm). Les volumes d’injection stat20 pL. Les détecteurs utilisés sont
le détecteur UV a barrette de diode Waters® 986ddtecteur UV Waters® 2487 et le
détecteur de fluorescence Waters®. Le débit dadme mobile est de 1 mL.rfin

Les phases mobiles utilisées sont des mélangeétdratrile et d’eau ultrapure, avec
acidification de la phase aqueuse a 4%. en aciduidoie lorsque le symbole * est présent,
dont les rapports de volumes (volume d’acétonifréle/ volume d’eau u v) sont donnés dans

le Tableau Ill.2 ci dessous.

Tableau Ill. 2 : Conditions d'analyse chromatogrqpé.

_ uv fluorescence
Substrat Phase mobile
Adétectiod NM AexdAém
Alcool furfurylique (10/90) 215 -
2,4,6 triméthylphéno (60/40) 280 -
_ o _ (330/430) :
Acide Téréphtalique (20/80%) 240
TAOH
p-nitroanisole (50/50) 320 -
o (340/420) :
Mésotrione (45/55%*) 255
AMBA
Ethofumésate (60/40) 280 (270/315)
Epoxiconazole (60/40) 220 (230/340)

Avant chaque analyse chromatographique, des sofutétalons de chacun des
substrats sont préparées dans une gamme de catiogrstipour laquelle ils sont présents lors
des diverses irradiations. Elles sont alors anelysgiotidiennement pour calibrer le détecteur

utilisé (UV et/ou fluorescence).
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[11.5. Actinométrie

Pour mesurer les flux de la lumiere regus par é&teurs photochimiques nous
avons utilisé un actinometre chimique : le mélapgetroanisole (PNA)/pyridine (pyr).

Le mélangep-nitroanisole/pyridine a été choisi comme actinam@our mesurer les
flux de photons incidents lors des irradiations kmiere solaire ou en lumiére
polychromatique. Le-nitroanisole présente un maximum d’absorption 4 8t (logezi4 =
4,04, 314 étant le coefficient d'extinction molaire a 314 nabdrs que la pyridine n‘absorbe
pas a cette longueur d’onde (Dulin et Mill, 1982)

Sous irradiation lumineuse, une solution aqueusgeoant dyp-nitroanisole (PNA)
et de la pyridine (pyr) conduit a la formation d’photoproduit stable Ip-pyridinium anisole.

Sa formation est décrite par la réaction suivante :

OMe OMe

hv _
+  GHN ——> . NO,

NO, GHsN*

La réaction est realisée dans un grand exces dalingyr les rapports de

concentrations PNA : pyr dans le mélange devaata&mpris entre 1:10 et 1:1000.

Dans nos expeériences, nous avons opéré avec dgsorgwas PNA:pyr
de 1:10. C'est ainsi qu'une solution de PNAYM) et de pyridine (10 M) a été irradiée
dans les mémes conditions que les échantillonsiéstush lumiére solaire et en lumiére
polychromatique (300-450 nm). Le taux de conversieliPNA a été déterminé par HPLC. En
lumiére polychromatique artificielle (300-450 nrajitre 12 % et 18 % de PNA avait disparu
apres 1 heure d’irradiation, alors qu’entre 16 % %% de PNA étaient transformés apres une
heure d’exposition a la lumiére solaire, entre 1lehmatin et 16 h, I'aprés-midi, en mars et
avril 2007. Cela signifie que les flux de photommtséquivalents dans les deux cas. Des
données sur I'ensoleillement journalier selon learbs de la journée sont disponibles sur le
site http://www.obs.univ-bpclermont.fr/opgc/indelxgp ou des rayonnements de puissance
maximale au milieu de la journée de 750 V¥.sont indiqués en mars et avril 2007, deux

mois qui sont remarqués sur le site comme étanedige ceux d’été.
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Chapitre IV

Fractionnement et étude des propriétés

spectroscopiques et photochimigues des acides

humiques de sols

Horizons 0 et A d’'un sol chernozem de la régioKdesk (Russie)
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IV.1. Introduction

Les substances humiques étant des mélanges trégdes@s de macromolécules (cf.
chapitre 1ll), il s’avere difficile de comprendresurs propriétés spectroscopiques et
photochimiques, tant les protocoles expérimentistechniques d’analyse et les possibilités
d’interprétation sont nombreux. Une simplificatidn systéme étudié s'impose donc et le
fractionnement devient alors une technique de cHaixs la mesure ou il permet de séparer
les macromolécules sur des critéres de taille, desen moléculaire et/ou de polarité. Les
données expérimentales obtenues sur ces mélangesact®molécules plus homogenes,
peuvent permettre de tirer des conclusions plusssQr

Dans le cadre des collaborations du laboratoireuxdtechniques de
fractionnement ont été mises en oeuvre :

» la chromatographie d’exclusion stérique (size @sion chromatography,
SEC), couplée a une analyse des fractions parré@pdeirése sur gel de polyacrylamide
(polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) en préseal’urée.

* l'ultrafiltration (UF).

Dans les deux cas, les fractions obtenues ont atéctérisées par analyse
élémentaire, par leurs propriétés spectroscopigli@ssorption UV-visible et d’émission
moléculaire, et par leurs aptitudes a produire 'deygene singulet. Je rappellerai les

principaux résultats de ces deux études, avantésepter I'objectif de mon travail.

Fractionnement par SEC-PAGE et propriétés photochingues d’'un acide

humique de sol chernozen(Trubetskoj et al., 1997)

Le fractionnement par chromatographie d’exclusitérigue est appliqué par de
nombreux auteurs (De Nobili et Chen, 1999; Permand®99; Trubetskoj et al., 1997) et a
été particulierement développée par Trubetskoj.etjai I'ont amélioré par I'ajout d’agents
dénaturants et notamment l'urée. Leur effet estaepre les liaisons hydrogene inter et
intramoléculaires ainsi que de limiter les phénoesaiiadsorption des macromolécules sur le
gel. L'utilisation en tandem de la chromatograpdiexclusion stérique et de I'électrophorese

sur gel de polyacrylamide SEC-PAGE en présenceééd'ar7 M a été appliquée sur plusieurs
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acides humiques dont I'acide humique extrait d'ohckernozem (région Kursk, Russie). Cet
acide humique, nommé HAK, a été étudié dans leildéta séparation permet d’aboutir a
trois fractions notées A, B et C+D (Figure IV.1).

(/"’— —_h“‘\x\
HAK + 7M uree
e > \
SEC
= | PoolsC1aC10
(tetllemo éculesy )
PAGE
FRACTICNS LIQUIDES AVEC UREE A B C+D
dialyse SkDa
l + lyophylisation

FRACTIONS SCLICES SANS UREE A B C+D

Figure IV. 1 : Etapes successives du fractionnempanSEC-PAGE de HAK, aboutissant aux
fractions A, B et C+D.

L’étape de SEC permet de séparer les macromolésutesn critére de taille. Sont
d’abord éluées les macromolécules ne pouvant pastieé dans les pores de la phase
stationnaire. Les macromolécules de plus petiidegaont quant a elles éluées les derniéres.
Sur la Figure IV. 2, on observe que tous les HAspnéent des chromatogrammes assez
similaires, constitués d’'un premier pic regroupkast COmposés non ou peu retenus sur la
colonne et d’'une longue trainée regroupant les cgémles plus retenus. L'étalonnage a été
réalisé en utilisant des composés standards deemasigculaire connue. C’est I'analyse par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (PAGE)aguiis en évidence que les fractions A,
B et C+D contiennent des macromolécules présemlemtmobilités électrophorétiques tres
différentes. Cependant quelque soit le HA utilieg, retrouve de fagon systématique les
mémes zones A, B et C+D sur les électrophérograminaefaction C+D a été appelée ainsi
car I'électrophorégramme fait apparaitre deux bardke mobilités trés proches, l'une C et

l'autre D, (cf. figure 1V.3) mais elles ne sont m&parables.

42



Chapitre IV — Fractionnement et étude des propripéstroscopiques et photochimiques des acidesjuesde sols

A254 Podzoluvisol HA (1)

0.5

Y —
Phasozem HA  (2)

T T 1
Chernozem HA  (3)

0.5

J T 1
Ferralsol 1A (4)

0.5

A B C+D

L T T Y
0 Yo 60 120 Ve 180 ml

Figure IV. 2 : Séparation par chromatographie digsion stérique d’acides humiques
extraits de différents sols, détection a 254 nmyl§€tskoj et al., 1997).

- (1) Podzoluvisol HA
(2) Phasozem HA
(3) Chernozem HA

(4) Ferralsol HA
— - L

Figure IV. 3 : Analyse par électrophorese sur gepdlyacrylamide de ces mémes
acides humiques, (Trubetskoj et al., 1997).
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Trubetskoj et al. ont montré que chacune des fastest constituée d’'un ensemble
de macromolécules présentant des tailles moléeslat des mobilités électrophorétiques
voisines :

« |la fraction A a une masse MW (Molecular Weightingmise entre 300 et 100 kDa
et une tres faible mobilité électrophorétique,

 la fraction B a une masse MW comprise entre 1080ekDa et une mobilité
électrophorétique intermédiaire,

» enfin, la fraction C+D a une masse MW compriseeeB0 et 5 kDa et la plus

grande mobilité électrophorétique.

Les mobilités électrophorétiques sont difféerentesrpes fractions A, B et C+D d’un
acide humique donné, mais identiques pour la mé&aatidn A ou B ou C+D quelque soit
'acide humique. Ces fractions ont été récupéréesfaton préparative et en quantités
suffisantes pour permettre des analyses ultérieuessaliquots de 2 mL prélevés en sortie de
colonne aprés la SEC ont été analysés séparémemASBE et réunis en fonction de la
mobilité électrophorétique obtenue. Les fractiondBAet C+D sont alors purifiées par dialyse
sur membrane de 5kDa, puis lyophilisées. Les mtdsate taille inférieure a 5 kDa ont donc
été éliminées. Le pourcentage de récupération essandes différentes fractions est donné
dans le Tableau IV.1.

Tableau IV. 1 : Récupération en masse (%) desrdiftés fractions de HAK par SEC-PAGE,
selon (Trubetskoj et al., 1997).

A B Mélange C+D
100-300 kDa 30-100 kDa B et C+D 5-30 kDa
24,0+ 2,7 19,3+2,0 21,0+2.2 35,7+3,7

Sur la base des caractéristiques spectroscopiguessifractions, on peut tirer les
conclusions suivantes :

® |es analyses par FTIR (Richard et al., 2007) nemitque les fonctions acides
carboxyliques sont présentes en beaucoup plus gumehtité dans la fraction C+D que dans
A et B. Ces derniéres sont enrichies en carbomgsagiques et en fonctions amides ;

® A concentrations massiques égales, l'absorbancsuréee en spectroscopie

d’absorption UV-visible diminue dans I'ordre C+DB>>A ;
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® |es fractions A et B sont faiblement luminescerdasdela de 450 nm, et elles
présentent une bande d’émission avec un maximuatidécvers 350 nm. Généralement cette
zone d’émission est attribuée aux constituant€prigjues de type tryptophane (Coble, 1996;
Coble et al., 1990). Ceci est donc en lien direeicda forte présence des fonctions amides.

La fluorescence de la fraction C+D donne lieu anaximum localisé vers 540 nm.

Dans le cadre d'une collaboration avec Oleg et Olgabetskoj (Institut des
Problemes Biologiques Basiques et I'Institut dendlbiBioorganique, Pushchino, Russie), les
fractions A, B et C+D ont été comparées pour leytitede a sensibiliser la
phototransformation de sondes moléculaires (2rh@&thylphénol, fénuron). Le réle clé de
la fraction C+D dans les propriétés photoinductides acides humiques a pu étre démontre
(Richard et al., 2004). Les ordres de réactivité ée établis sur la base de solutions
comparées & méme concentration (25 mp.Méme si ces résultats donnent certainement un
ordre de réactivité convenable, la méthode de coaigumn avait besoin d’étre améliorée afin
d’éliminer I'impact de certains parameétres dontanwent celui connu sous les appellations
« d’effet de peau » ou « de filtre interne a I'éation ». Un autre inconvénient de la méthode
utilisée jusqu'alors est la différence d’absorptidas solutions étudiées, les coefficients
d’extinction molaires a une longueur d’onde donéént différents d’'une fraction a une
autre. Or, pour un méme trajet optique, plus I'abance d’'une solution est élevée, plus
I'absorption s’effectue dans les premieres coudhegersées par le faisceau de la lumiére
excitatrice. Il s’en suit une plus forte concentmat stationnaire d’espéces réactives
intermédiaires dans ces premieres couches, et diemcéactions bimoléculaires mettant en
jeu ces especes favorisées au détriment des néaat@ premier ordre ou de premier ordre
apparent. Cet effet de « filtre interne a I'exédat», intervenant aussi lors de I'excitation de
la solution pour en déterminer les propriétés d&smn, a été présenté dans le chapitre IIl. Il
convenait donc d’effectuer de nouvelles mesurefadehotoréactivité des échantillons déja
étudiés, mais cette fois-ci a absorbance constanéelongueur d’'onde d’excitation : c’est

I'une des taches qui m’a été confiée dans le caelma these.
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Fractionnement par ultrafiltration et propriétés ph otochimiques d’un acide

humique de tourbe(Cavani et al., 2009)

Un acide humique extrait d’'une tourbe irlandaisesgéce Sphagnum, selon le
protocole IHSS (http://ihss.gatech.edu/ihss2/stallaml), a été fractionné par ultrafiltration
tangentielle en six fractions de masses moléculgivdV) > 300 kDa, 300-100 kDa, 100-
50 kDa, 50-20 kDa, 20-10 kDa et 10-5 kDa. Chacuee fdactions a été purifiée par dialyse
sur des membranes de taille de pores 0,5 kDa.

Il a été montré que ces fractions présentent defficients d’extinction molaires tres
différents. Les fractions > 300 kDa et 300-100 ki»& un coefficient d’extinction molaire a
280 nm £*g0) voisin de 800 (mol Gy *.L.cmi* et le proche de celui de I'acide humique
entier. Les fractions de plus faible masse molémylal0-5 kDa et 20-10 kDa, ont des
coefficients d'extinction molaires* g voisins de 200 (mol &)™ .L.cm' et sont donc
visuellement plus claires.

La tendance générale des spectres d'émission alegtience consiste en une vaste
zone d’émissions situées entre 300 et 600 nm pesiiahgueurs d'onde d'excitation variant
de 250 a 450 nm. La longueur d'onde du maximumédadsion principale se situe vers 430
nm et plusieurs épaulements sont plus ou moinblgsiautour de 360, 380, 400, 500 et 550
nm. Toutes les fractions sont émissives, maisdlfinité d’émission est globalement plus
importante pour les fractions 300-100 kDa et 100<58.

Enfin, toutes les fractions produisant de I'oxygéingulet sous irradiation, Cavani
et al. ont recherché s'il existait une corrélatiore propriétés émissives et capacité a générer
de l'oxygene singulet. Les meilleurs résultats éf#¢ obtenus en portant la vitesse de
disparition de [lalcool furfurylique, capteur d'oggne singulet, avec lintensité de
fluorescence a 500 nm mesurée pour une excitatdBi®am : le coefficient de corrélation de

la régression linéaire R2 étant autour de 0,8.
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Objet de mon travall

J'ai repris et complété les études de Trubetskal. esur I'acide humique HAK.

» Jai d’abord repris I'étude sur les fractions A,eB C+D, issues de HAK, dont
I'aptitude & générer de I'oxygene singulet n'ayeait été mesurée. J'ai complété ce travail en
m’intéressant aux molécules de taille inférieufe kDa dont I'obtention a été mise en ceuvre
par Oleg et Olga Trubetsko;.

 Parallélement et pour faire suite aux premierade&t photochimiques réalisées sur
les fractions de HAK, jai mis en place un protaole mesure permettant une comparaison
des propriétés émissives et photosensibilisatriEs différents échantillons humiques en
éliminant tout effet de filtre interne a la longualiexcitation de la solution étudiée (cf.
chapitre Ill). Le principe est de faire les mesuemible absorbance, la méme pour tous les
échantillons (absorbance a 300 nnyyoA 0,100), puis de ramener les résultats a méme
concentration de carbone organique (1,00 mg}b.lcl). Il peut néanmoins parfois étre
judicieux de comparer les résultats a méme absoebafin d'évaluer la proportion des
centres absorbants présentant une photoréactivite.

 Enfin, je me suis également intéressé aux extagjteux du sol chernozem Kursk
et du sol Elliott, dont une partie des macromolésuiumiques peuvent étre extraites a I'eau.
Ce protocole est souvent utilisé car il permetadés la part des molécules potentiellement
lixiviables sur un sol (water extractable organiatier, WEOM). Cependant, il faut garder a
I'esprit que, dans ce cas, d’'une part seuls lesposés hydrosolubles sont extraits et, que
d’autre part, le taux d’extraction de matiére humigest 100 a 200 fois moins important que

lors d’une extraction classique a la soude (Tablga@).

Tableau IV. 2 : Taux de récupération de la mat@éganique en fonction du mode
d’extraction.

HA (extraction avec FA (extraction avec| WEOM (extraction aveg

NaOH 0,1 M) NaOH 0,1 M) de I'eau ultrapure)
Sol Chernozem région Kursk (Russie)
10 % 10 % 0.09 %
Sol Elliott état lllinois (USA)
17 % - 0.14 %
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IV.2. Etude sur des fractions de I'acide humique HAK

IV.2.1. Détails du fractionnement

Nous avons récupéré les macromolécules de tailfériere a 5 kDa par
ultrafiltration : en présence d’urée.

* Deux solutions de 50 mL ont été utilisées pousalisire 50 mg de HAK : soit
I'urée 7 M, soit un tampon phosphates’M de pH égal & 6,5. Par une membrane de taille de
pores de 5 kDa, on sépare le rétentat (R, 20 minedpart et la solution ultrafiltrée (UF, 30
mL) d’autre part, sous atmospheére dg &une pression de 0,35 bar.

* Le rétentat est dissous de nouveau dans le sodygumoprié (eau + urée ou eau +
phosphate) et I'opération d’ultrafiltration est oewelée. Ce procédé est répété vingt et une
fois. Les solutions ultrafiltrées sont purifiées plialyse sur une membrane de 0,5 kDa puis
lyophilisées.

* Nous appellerons Uk, UR22 et Ro, yrespectivement les fractions ultrafiltrées
provenant de la premiere ultrafiltration, la somdeecelles récupérées de la deuxieme a la
vingt-deuxieme ultrafiltration et le rétentat ohiesu bout de la vingt-deuxiéme ultrafiltration,
en présence d'urée. Pour les ultrafiltrations deetampon phosphate, les échantillons sont
notés Uk, (pour la premiere), Uk, (pour la seconde), Wk (pour la troisieme) et Uk

(pour la septieéme).

L’ensemble du protocole est résumé sur la FiguretlV
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Ajout de 30 mL de solution
d'urée 4 7M ou de phosphate
A102 ARl

5kDa—————

R 22

=) 14 D T S ———

+ Lyophilisation des UF et de R,

UF 22

Figure IV. 4 : Etapes successives du fractionnerpantltrafiltration de HAK, aboutissant
aux fractions UFa UR,.

Les taux de récupération en masse de I'ensemblé&atdons (Uk,+ UFR.2 ) est

de 20 %. Le rétentat, quant a lui, a été peséra@5Soit 50 % de la masse initiale de HAK. Il
manque donc 30 % de matiere. Il est sir qu’unaeparété perdue au cours des différentes
manipulations. Dans le cas de l'ultrafiltration eve tampon phosphate, la masse d'ultrafiltré
était deux fois plus faible (Oleg Trubetskoj, conmication personnelle). Ce résultat est
important, car il montre que l'urée permet une haeike extraction des « petites molécules »
(molécules de masses inférieures a 5kDa) par rappgphosphate. Sa capacité a rompre les
liaisons hydrogénes est vraisemblablement impliglees ce phénomeéne (Trubetskoj et al.,
1991).

IV.2.2.  Analyses des fractions

La mesure du carbone a été réalisée sur chacueéadestillons : le pourcentage
massique de carbone (%m C) est donné dans le TialMe& pour les fractions A, B et C+D
et les fractions ultrafiltrées UF ebRPour les fractions A, B et C+D nous avons mesiré
carbone par analyse élémentaire. Pour HAK, noussakgesuré le carbone organique dissous
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par TOC et le carbone par analyse élémentaireydbsurs étaient trés voisines. Pour les
fractions nous avons mesuré le carbone organigseus par TOC.

Tableau IV. 3 : Pourcentage massique de carboreldaifractions de HAK obtenues par
SEC-PAGE ou par ultrafiltration sur 5 kDa.

HAK entier | A B C+D UF[u UF2a22,u R22,u
56,3 38,6 43,6 44,1 31,5 27,5 53,9

Il est intéressant de noter qu’au terme des 2afilltations, le rétentat 2, contient
un pourcentage massique de carbone voisin de @elbiAK entier. En supposant qu'elles ne
contiennent pas plus de cendres ou d'eau que dataétet HAK, les fractions UF sont
comparativement "appauvries en carbone" ou somichés en hétéroatomes".

Pour les fractions ultrafiltrées en présence deptanphosphates (f; les mesures
de carbone par analyse élémentaire n'ont pas pué&dfisées du fait du manque de matiere.
A partir des mesures de carbone organique dissous,avons pu déterminer la concentration
massique de carbone (%om DOC) dans les solutiorssaorfbance Ao = 0,100 (cf. Annexe
18). Ces valeurs nous serviront par la suite pesimbrmalisations a méme concentration de

carbone organique dissous (DOC).

IV.2.3.  Propriétés spectrales

Spectres d’absorption moléculaire UV-visible

Les spectres d'absorption moléculaire UV-visibles ddifférentes fractions,
normalisés a 1,00 molog.L'l de DOC et pour trajet optique de 1 cm, sont dorsugsla
Figure IV. 5.
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Figure IV. 5 : Spectres d’absorption UV-visible nmdisés & 1,00 mol:Lde
carbone organique dissous des fractions de HAKnolete (a) par SEC-PAGE et
(b) par ultrafiltration a l'urée.

Quelque soient les fractions considérées, les gseddV-visible présentent une
allure exponentiellement décroissante de 250 aréf0Dans la partie UV (250-380 nm),

I'absorbance varie dans l'ordre :

HAK =C+D>B>A et UF,=UF,>> HAK = Ry y> UF = UF 00,
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L’examen détaillé des spectres d'absorption UVblesirévéle que le rétentat
présente une absorbance régulierement descendastpid la longueur d’'onde augmente
alors que HAK et surtout les UF ont eux un épauldrben visible autour de 450 nm et sans
doute aussi 250 nm. Dans le cas du rétentat, ondeéterminer une pente spectrale S de -
0,00618 entre 400 et 800 nm?(R 0,99984). Si I'on prend cette méme valeur derSpeut
bien modéliser I'absorbance de HAK dans la zone 83D nm. En dessous de 630 nm, la
courbe expérimentale est nettement au dessusadeilbe calculée. Par différence on obtient
un spectre d’absorption voisin de celui mesuré pesitJF (Figure 1V.6).

On peut donc conclure que I'absorption de HAK assuperposition de différentes
bandes. L'une, de type exponentielle décroissasteattribuable a des structures conjuguées
avec des électrons délocalisés. L’autre est duesackdromophores individuels. Ces derniers

ont pu étre sépareés par l'ultrafiltration en présed’urée.

041

1,04
0,34

0,84

0,5+

0,0

Absorbance

T T T T T 1
300 400 500 600 700 800

0.3- wavelength/ nm

0,0

300 400 500 600 700 800
Al nm

Figure IV. 6 : Spectres d’absorption UV-visibleldAK (courbe 1) ; tracé exponentiel
avec S=-0,00618 (courbe 2). En insert : différesrtiee les deux courbes.

L’absorbance & 280 nm normalisée a une concenirdtal,00 mol G, .L™" et pour
trajet optique de 1 cm, comme définie dans le d¢hapil, est notée* g0 Les valeurs sont

données Tableau IV. 4.
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Tableau IV. 4 : Propriétés d’absorption électrorigies différentes fractions étudiées.

>
(mol Cirg)z'Sl(?L.cm'l Azsd/Ases

HAK 746 £ 75 2,22 +0,12
A 405 + 41 2,08+0,11

B 568 + 57 2,13+0,11

C+D 790 + 65 2,37 +0,12

UF 595 + 69 3,02 +0,15

UF22. 645 + 66 2,91+0,15

Ro2.u 73774 2,19+0,11
UF., 1480148 | 2.87+0,15
Uk, 1735+ 174 2,72+0,14
UFs,p 1635+ 164 | 2,74+014
UF7p 1329 + 133 273+0,14

Les résultats de la Figure IV. 5 et du Tableau 4/montrent que les centres
absorbants sont plus concentrés dans les frad®mbas poids moléculaire et particulierement
dans les fractions YF Nous avons vu précedemment que le tampon phasmgxatayait
moins de matiere que l'urée. Les résultats suggel@mc que le tampon phosphate et l'urée
extraient les composés tres absorbants de HAK. NMeée extrait en plus des composés non

ou peu absorbants de sorte que I'absorbance moyksnieactions s’en trouve affaiblie.

Il est trés vraisemblable que le phénomene dedidfude la lumiere par la solution
impacte les spectres d’absorption UV-visible, comseenble le renseigner I'absorbance a
grande longueur d’onde. Généralement, pour ledidresc de plus petite taille moléculaire :
C+D, UF, et UFR, les valeurs d’absorbance a 800 nm sont plusefgigue pour les fractions
A, B, Ry, et pour HAK. Ceci traduit une diffusion de la lwre par la solution plus
importante pour les fractions de plus haut poidéemdaire. Lorsqu’un échantillon humique

se retrouve en solution, ce parametre diffusiopsttres difficile a contréler.

Nous avons également considéré le rappkl/Agss, correspondant au rapport de
I'absorbance a 254 nm sur I'absorbance a 365 nvavrik entre 2,08 a 3,02 dans l'ordre :

A <B <HA=Ry,,< C+D <UF phosphate < UF urée.
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Il apparait que la valeur du rapports#Asss diminue lorsque la masse moléculaire
augmente. Ceci a déja été constaté dans différénatetsons d’acides humiques aquatiques,
séparées par SEC (Peuravuori et Pihlaja, 1997)étlezntillons de grande masse moléculaire
contiennent une proportion plus importante de esnétbsorbants a grande longueur d’onde
que les échantillons de faible masse moléculaiehdorption & grande longueur d’onde est
attribuable a des complexes par transfert de chetrgedes structures dans lesquelles il y a
une importante délocalisation des électrons. lidesic tout a fait logique que ces structures

soient plus présentes dans les macromoléculesidg@ndes masses.

Spectres d’émission moléculaire

v" Construction de la matrice d’excitation et d’émisgn (EEM)

Comme indiqué dans le chapitre lll, les matricesxditation et d’émission ont été
enregistrées en diluant les différents échantilld@gacon a obtenir une absorbance faible et
constante de 0,100 + 0,005 a 300 nm. La Figure Pfésente six spectres d’émissions
enregistrés pour six longueurs d’onde d’excitatianant de 250 nm a 500 nm par pas de 50

nm.

rex =250 nm rex =300 Nnm
200 - 2004

150 /M\ 150

100+

[ u.a.

50 A 50 -

0 — 1 T T 1 T T T T T 1 T 1 0 — 1 T T — 1 T T — 1 T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde d'émission/ nm Longueur d'onde d'‘émission/ nm

54



Chapitre IV — Fractionnement et étude des propripéstroscopiques et photochimiques des acidesjuesde sols

hex =350 Nm hex =400 nm
200+ 200 -
150 1 150
§ 1004 §  100-
50+ 504
0 T T T —T T T —T T T — T ] 0 L T T T T T T T T —T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Longueur d'onde d'émission/ nm Longueur d'onde d'émission/ nm
Aex =450 nm dex = 500 nm
200~ 200~
150 150
S 1007 < 100-
N N l/\\
0 T T J T T T T T 1 0 ey r T r T ,J ; — . . — . .
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Longueur d'onde d'émission/ nm Longueur d'onde d'émission/ nm

Figure IV. 7 : Spectres d’émissions de HAK pourlsixgueurs d’'onde d’excitation
différentes : 250, 300, 350, 400, 450 et 500 nhyg= 0,100.

Il apparait que la superposition de ces six speaonduit a 'TEEM. L’'EEM est
obtenue en regroupant I'ensemble des spectres sBé&ns. Pour chacune des fractions, les
EEM sont normalisées & la concentration de carlwganique dissous 1,00 mof-LLes
EEM de HAK et des différentes fractions sont dosnéa annexes 1, 2 et 3. L'échelle
commune a tous les EEM présentées est celle de (diAKigure IV. 8). En haut a gauche du
spectre, le nom de I'échantillon est noté, suiviadmentionl; divisée parou Is multipliée par
signifiant respectivement que l'intensité d’émissibe fluorescence réelle est a diviser ou a

multiplier par le coefficient mentionné pour retven 'lEEM mesuré expérimentalement.
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HA Kursk

excitation /nm

A

300 350 400 450 500 550 600
A / nm

émission

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Intensité d'émission / u.a.

Figure IV. 8 : EEM de HAK pour une teneur en cadonganique
dissous de 1,00 molL

v HAK (cf. Figure IV. 7 et Figure IV. 8)

La lecture des spectres est rendue difficile paprissence des raies Rayleigh et
Raman du premier et second ordre. Un bon comprawoisiste a considérer le spectre
d’émission a la longueur d’'onde d’excitation a 300. Il est également intéressant de donner
la vision globale de 'EEM.

HAK présente un double maximum d’émission vers BkDet 550 nm. En plus, les
spectres contiennent plusieurs épaulements d’é@mnissi350, 400, 430 et 600 nm. Dans la
littérature, les composés émettant aux grandesutanmg d’'onde sont décrits comme des
structures hautement conjuguées et aromatiqueanpaltes substituants électro-accepteurs
tels que les groupements carbonyles et carboxytates des systemes de liaisons insaturées
tres fortement conjugués (Senesi et al., 1991ntérvention de complexes par transfert de

charge a également été proposée (Boyle et al.,, ZBf19/ecchio et Blough, 2004).
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v’ Fractions (cf. Figure IV. 9, Figure IV. 10 et annexes Et3)

a) 2,0-

1,54 C+D

1,04

0,51

| */10° u.a.

E
>
v9)

0,0 : , : : S

300 400 500 600

b)

| */10° u.a.

Figure IV. 9 : Spectres d’émissions des fractiom$ldK obtenues (a) par SEC-PAGE et (b)
par ultrafiltration a I'urée et au phosphate pooe longueur d’onde d’excitation a 300 nm,
normalisés & une teneur de carbone organique distol,00 mol.L.
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(a) SEC-PAGE a l'urée
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(b) ultrafiltration ardéae
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Figure IV. 10 : EEM des fractions de HAK obtenuas SEC-PAGE a l'urée (a) et par
ultrafiltration a l'urée (b). EEM normalisées a ueeeur en carbone organique dissous
de 1,00 mol.L .
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Comme déja rapporté dans la littérature, les frastiA et B sont peu émissives
comparées a HAK et a la fraction C+D (Richard et2004; Trubetskaya et al., 2002). Les
principales émissions des fractions A et B sonteplEes vers 350 nm, elles sont
caractéristiques des fluorophores de type tryptophba fraction C+D, quant a elle, présente
une dominante entre 500 et 570 nm avec 2 maxinge54&) et 540 nm. Les intensités ont di
étre divisées par 4 pour étre comparables a cdld3AK. Cela signifie que I'émission de la
fraction C+D est 4 fois plus intense vers 550 nra de HAK. Dans cette fraction C+D on ne
distingue pas I'émission de type tryptophane, laora pourrait en étre la division par 4 de

I'intensité.

Un des résultats qui a attiré notre attentioneeftit que I'émission vers 510 nm bien
gu’importante dans HAK est peu visible dans latfoacC+D et non détectée dans les autres
fractions. Cela signifie que les fluorophores a 5ifi ont été « perdus » au cours du
fractionnement par SEC-PAGE.

Sachant que la méthode de fractionnement utiliségqujalors mettait en jeu une
purification des fractions par dialyse sur une memé de taille de pores égale a 5 kDa, nous
avons pensé que les fluorophores manquant se temivdans le pool de molécules de bas
poids moléculaire (inférieures a 5 kDa) éliminéessicette étape de purification. C'est la
raison pour laquelle nous avons mis en place lgsfiltrations déja décrites. Il apparait
effectivement que UF, et UR,.»2 ,€émettent avec une dominante a 510 nm.

Le rétentat R, a une empreinte assez similaire a celle des dractA et B, avec
I'émission de type tryptophane vers 350 nm et aecémission a grande longueur d’onde.
L’émission de Uk, a 510 nm est plus de 2 fois plus intense que della fraction C+D a
550 nm. L’émission a 550 nm existe aussi dangURais elle est faible. L’intensité de
I'émission & 510 nm diminue au fil des ultrafiltcats successives.

Les échantillons UF au phosphate ressemblent bepuaax échantillons UF a

I'urée. lls émettent deux fois plus intensément.

On peut essayer d’évaluer quantitativement la partfluorescence dans HAK
provenant de la fraction < 5 kDa. Pour faire cewalnous nous sommes basés sur la quantité
de carbone organique contenue dans les fractiorfs., U et Uk, contiennent
respectivement 2 et 10 % du CO de HAK (donnéesoperdles d’Olga Trubetskaya). On

peut alors recalculer I'émission correspondant &lix Par différence, on a la part de
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fluorescence « perdue » au cours de l'ultrafilinatiLe spectre d’émission différence a un
maximum vers 550 nm a l'instar de la fraction C+#bg(re 1V.11). Deux possibilités sont

envisageables. Les fluorophores émettant a 550aminrestés dans le rétentat mais ont été
éliminés au cours du lavage a I'eau de cette tracties fluorophores émettant a 550 nm ont
été extraits mais ont perdu leurs propriétés émgssidans le changement d’environnement

et/ou de conformation.

o1 diffé re nce

| */10° u.a.

(== ' I | | l
30 400 500 600 200

Figure IV. 11 : Spectres d'émission pour une etioitea 250 nm de UR, UF,.22 , HAK et
de la somme pondérée de I'émission sur la basarbore organique des fractions;Fet
UF,.22. Eninsert : différence entre 'émission de HAKcette somme.
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En résumé

Les études complémentaires sur les fractions SEGHEPANnt permis de confirmer
que les fractions A et B contiennent I'essentiel mhol des acides aminés et qu’a méme
carbone organique, la fraction C+D, dont I'émissdominante est a 540 nm, est plus
emissive que HAK.

Le fractionnement par ultrafiltration en présenteék a plusieurs avantages.

* Il permet une certaine séparation des chromophor@widuels du pool de
structures conjuguées donnant une absorbance sk&amte exponentiellement.

» Les ultrafiltrés sont entre 4 et 8 fois plus énfésgue HAK. Leur composante
d’émission majoritaire se situe a 510 nm. On aiaisupéré les fluorophores 510 nm qui
étaient visibles dans HAK mais non récupérés ausotu fractionnement SEC-PAGE.

* Les fractions UF au phosphate donnent les mémesegmtes que les échantillons

UF a l'urée, avec des intensités deux fois plusoiigmtes.

La séparation des fluorophores 510 et 550 nm rfariore jamais été rapportée

dans la littérature.
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IV.2.4.  Propriétés photosensibilisatrices

Nous avons également comparé [Iaptitude des diftéreéchantillons a
photosensibiliser la transformation des composgaroques. Rappelons que les substances
humiques produisent sous excitation des étatsésxtriplets qui conduit a I'oxygéene singulet
par transfert d’énergie sur I'oxygene moléculaDeux types de molécules sondes ont été
choisies : le 2,4,6-triméthylphénol (TMP) et I'atddfurfurylique (FFA). Le premier piege

essentiellement les états excités triplets etdersd|'oxygéne singulet.

MODC O,

A‘T A: k¢ =25.10s"

, o, ., FFA |
MODC* ——» O, ——— photoproduits -7 53§Mm?g?

ko Kg
T™P TMP ks=6,2.10M* s*
ks ks

photoproduits

Dans une étude précédente (Halladja et al., 2UG¥¥té montré que les états triplets
d’'un acide humique et d'un acide fulvique de sdiol photosensibilisaient I'oxydation du
TMP par réaction directe avec lui. TMP réagit dgofanégligeable avec I'oxygene singulet
dans les conditions expérimentales choisies. Lparfie/ks a été trouvé égal a 1,09 pour HA
et 1,16 pour FA. Ainsi, & 10M, TMP capte entre 40 & 80% des triplets, respextent pour
HA et FA. FFA est essentiellement oxydé par I'oxygé&ingulet. Pour preuve, le 2-propanol,
capteur de radicaux hydroxyle, n’a pas d’effetlauréaction et I'azoture de sodium, capteur
de radicaux hydroxyles et d'oxygéne singulet, iehila réaction dans un rapport
correspondant parfaitement a celui calculé surakeld’'une constante de vitesse de réaction
de 7,8.1§ M™.s* avec’O,. A 10* M, FFA capte 4,8 % de I'oxygéne singulet.

Comme pour I'étude des propriétés émissives, lespasaisons entre substances
humiques ont été établies a partir de mesuresiquest (i) réalisées sur des solutions
présentant une faible absorbance pour éliminefetef’écran et (ii) normalisées a méme
carbone organique. Les solutions ont été irradeédsimiére polychromatique. Le détail de la

procédure expérimentale est décrit au chapitre |l.
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La Figure IV. 12 donne les cinétiques de photofansation de TMP (18 M) et

pas de facon significative sur les réactions. Emegul a été vérifié que I
effet inhibiteur sur la photooxygénation de FFA snpas sur celle de TMP. Donc il ne capte

a)
100
80 1 A B, Rzz,u
E 60
8
o T HAK
S 404
= -
S . UF
~ 1p
20 - RS
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B 1u
O T T )
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100 _
N ‘\‘\x a \é\qu’B’Rzz
ENEER ’
80 ié
e
- e NN HAK
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L UFllp'
204 *
0 ) ) L) L)
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FFA (10* M) exposés chacun & la lumiére en présence diésatifs échantillons humiques.
Nous avons vérifié que dans chacun des cas lef@apob n’exercait aucun effet inhibiteur sur

les réactions de phototransformation. Ceci montielgs radicaux hydroxyle n’interviennent

azoture exergait un

qgue I'oxygene singulet. Cette vérification a étiéefaur les fractions A, B et C+D.

u

Figure IV. 12 : Cinétiques de disparition du TMP*1a (a) et FFA 10 M (b) en présence
des différentes fractions d’acide humique de selebzem sous irradiation. Comparaison

pour une méme absorbancegy = 0,100.
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Irradiés seuls, les deux substrats disparaissené¢ &itesse négligeable.
TMP disparait nettement plus vite quelque soithaillon humique en présence
duquel il est irradié. Sa vitesse de disparitiograente dans 'ordre :
A=B=Ry <HAK<C+D <URp<UF,

FFA disparait tres lentement en présence de A,Bgtmais beaucoup plus vite en
présence de HAK, C+D, U et UR . Sa vitesse de disparition augmente dans I'ordre :
A =B =Ry << HAK < C+D < UR = UFy,

Les ordres de réactivité sont donc voisins. Le®tmues de disparition sont du
pseudo premier ordre en substrat comme on peutitepar le tracé de In[FFA]/[FFA]en
fonction du temps représenté sur la Figure 1V.13.

temps / min
0 50 100 150 200
: e IAIABH&M

~ HAK

In( [FFA] /[FFA] )

Figure IV. 13 : Cinétiques de disparition de FFApgeudo premier ordre pour les différentes
fractions de HAK, sous irradiation.

Nous avons procédé de la méme facon pour TMP. ladsurs des pentes des
régressions linéairesgia et knwp, sont portées dans le Tableau IV.5. Toutes lesuvalent
été normalisées a 1,00 mof de carbone organique pour obtenigdstet k*ryp.
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Tableau IV. 5 : Constantes de vitesse de disparitoTMP (10 M) et de FFA (10 M) krwp
et keea avant et aprés normalisation & 1,00 molde carbone organique dissous en présence
des différentes fractions de HAK. Rapport rm#Kera.

. TMP FFA
Technique de .
) Fraction | kyup/ K* tvp / Krra/ K*eea/
fractionnement 4 1 1 4 1 N r
10" s S 10" s S
1,39 0,17
HAK 2,15 0,26 8,2
+7 % +9%
0,35 0,03
A 0,77 0,057 13,5
+5% +5%
SEC-PAGE a 0,51 0,03
] B 0,66 0,047 14,0
I'urée +23% +11 %
1,58 0,52
C+D 2,32 0,77 3,0
+9% +5%
2,69 0,55
UF1 5,93 1,23 4.8
+5% +5%
Ultrafiltration a 2,52 0,45
i UF.2u | 4,58 0,82 5,6
l'urée +9% +4 %
0,42 0,04
Ro2.u 0,65 0,061 10,6
+9 % +12 %
4,73 1,61
UF1p 3,84 1,31 2,9
+5% +6 %
_ _ 6,25 2,04
Ultrafiltration Uk, 4,26 1,39 3,1
+5% +9 %
au tampon
2,72 1,38
phosphate UFs, 1,96 0,99 2,0
+5% +9%
2,21 1,04
UF7, 1,96 0,92 2,1
+5% +5%

L’examen détaillé de ces résultats laisse appariai$rfaits suivants :
® |es valeurs deqip sont plus grandes que celles @eskCeci est di a la différence
de réactivité des deux molécules a I'égard de af@des especes réactives impliquées.
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® |es variations de kfp et k*epa SONt assez similaires. L'ordre est le suivant :
A =Rypu=B <HAK < C+D <UR < UF < UR,

® FFA est une sonde plus sélective que TMP carfehlgfa varie dans une échelle
de 1 a 30 alors quenle varie dans une échelle de 1 a 9. Nous avons garié la derniére
colonne, r, le rapportigp/keea. Il varie entre 2 et 14 dans l'ordre :
UF phosphate < C+D < UF urée < HAK < A =B %R

Cette variation du rapport r est vraisemblablemlanpreuve qu’une partie des
réactions a lieu en solution et une autre dan®ie antra-humique. Si les réactions avaient
lieu uniguement en solution, le rapport r seraitjdars le méme car il serait uniquement
fonction de la proportion d’espéces réactives appar TMP d’'une part et FFA d’autre part.
Cette proportion ne dépendrait alors que de laaunation des sondes utilisées. Le fait que r
varie avec la fraction montre que le nombre d’é&dtsités triplets accessibles aux sondes
varient. Cette variation peut étre rapportée adifbphobicité de la sonde. Le coefficient de
partage octanol/eau renseigne sur la polarité dedeox sondes : il est de 0,28 pour FFA
contre 2,73 pour le TMP, ce qui montre que TMPoesilicoup plus hydrophobe que FFA. On
peut alors présumer que TMP peut se glisser darsolees intra-humiques hydrophobes alors
gue FFA reste dans la phase aqueuse. Ainsi, daiasnsecas, TMP peut avoir accés a un plus
grand nombre d’'espéces réactives (triplets ou aggéingulet) que FFA. D’ou
'augmentation du rapport r. D'ailleurs, le faitegdMP soit moins sélectif que FFA est en
bon accord. Sur cette base, on peut conclure gadrdctions A, B et B, sont capables de
produire des triplets qui réagissent avec TMP,emamche, 'oxygéne singulet formé a partir
de ceux-ci accede tres difficilement & FFA. Cgddts produisent trés vraisemblablement de
I'oxygene singulet (Latch et McNeill, 2006), mais dernier se désactive avant de rencontrer
FFA confiné dans la phase aqueuse. Les fractions'af, quant a elles, pas ou peu de zones
hydrophobes, tous les triplets seraient accessihissi bien a TMP qu’a FFA.

On peut alors répartir les chromophores en dewdgoaies : les hydrophobes et les
hydrophiles. Les fractions A, B et,R, ne contiendraient que des hydrophobes et les UF
phosphate que des hydrophiles. Toutes les autretsoins contiennent des deux. L'impact des
sensibilisateurs hydrophobes reste toutefois lim#éit ils sont présents en faible quantité,

soit leurs états excités sont efficacement désetiv
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IV.2.5. Liens entre propriétés émissives et capacités
photosensibilisatrices

La derniere étape de cette étude sur les fractoBte de déterminer dans quelle
mesure les propriétés de fluorescence et de phwibdesation pouvaient se corréler. |l
apparait en effet clairement que les fractions alg poids moléculaires A et B et le rétentat
ne sont que faiblement émissifs et ne photoseisghil que tres peu la photooxygénation de
FFA ou la photooxydation de TMP. Par oppositiors fections C+D et les UF urée ou
phosphate présentent des émissions au-dela derb@8 photoinduisent mieux que l'acide
humique entier la phototransformation des deux easmaoléculaires. Nous avons porteqs*

et k*rvp en fonction deg, en choisissant I'émission a 550 nm (cf. Figuwell).

10+
91 + ‘*IH R2=0,96

8 n=11

7] . pente = (4,81 + 0,25).16
6-
5]
44 R
3

2 »
1]

0 --" T T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

% % R2=10,85

o n=11
81 pente = (1,54 + 0,15).16

/10%ua

*
F 550

/10°ua

I*
F 550
*

Figure IV. 14 : Tracé de l'intensité de fluorescemiémission a 550 nm normalisée a 1,00
mol de Gy .L"* pour une excitation & 300 nm en fonction de (a}ket (b) k*up.
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Comme on peut aussi le voir dans le Tableau é$nieilleures corrélations sont

obtenues avec FFA et pour une émission a 510 on®50

Tableau IV. 6 : Valeurs des pentes et des coefiside corrélation R2 des droites pour les
trois longueurs d’onde d’émission 430 nm, 510 nB5€t nm, pour une excitation de 300 nm
en fonction des k*, n=11.

FFA TMP
I£* 430 (3,28 + 0,30).10s, R2=0,85 (1,07 £0,12).18, R2=0,83
lF*510 (5,54 + 0,38).10s, R?=0,92 (1,79 £ 0,18).18, R2=0,85
lF* 550 (4,81 £ 0,25).10s, R?=0,96 (1,54 + 0,15).18, R?=0,85

Ces résultats incitent a conclure que les consiisug@missifs a 510 et 550 nm
produisent de I'oxygene singulet capable d’'oxydBAFIls sont donc situés dans la zone

hydrophile et polaire.

En ce qui concerne TMP, la corrélation entreyes*et ¥ est moins bonne, quelque
soit la longueur d’'onde d’émission choisie. Cecutpg'expliquer par le fait que TMP est
oxydé a la fois par les chromophores photoactifdrdphiles et par les chromophores
photoactifs hydrophobes et que seuls les chromeghoydrophiles sont fluorescents.

Une analyse fine du comportement des différentesiéms suggere que l'urée et le
phosphate ont extrait des pools de molécules uhgiférentes. Les fractions phosphate ne
contiendraient que des chromophores actifs hydlegphalors que les fractions urée
contiendraient des deux. Curieusement, la fracti®rD ne semble pas contenir de
chromophores actifs hydrophobes. Aurait-elle ét@ée » au cours du fractionnement SEC-

PAGE ou de I'étape de purification qui a suivi ?
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IV.3. Etude sur des extraits hydrosolubles des sols
Chernozem Kursk et Elliott

IV.3.1. Détails de I'extraction

Les extraits hydrosolubles (WEOM) ont été extraiés deux sols : Chernozem et
Elliott. Chacun des sols a été extrait avec daul'eltrapure en choisissant un ratio matiére :
extractant de 1 : 5. Les solutions ont été agipeeslant 30 minutes, a température ambiante,
sous atmosphere de,N_a séparation entre la suspension et le surnageate réalisée par
centrifugation. Le surnageant a été filtré sur fila®s en polycarbonate de seuil de coupure
0.45 um. Le filtrat a été ensuite lyophilisé etcktwdans des flacons ambrés.

IV.3.2.  Analyses

Chacun des échantillons a été analysé par andisedtaire et par analyse TOC.

Les résultats sont donnés Tableau IV. 7.

Tableau IV. 7 : Pourcentages de carbone (% C) lgaréchantillons humiques de sol et
pourcentages de carbone organique dissous (% DEnGplution.

Sol Chernozem Sol Elliott

% C % DOC % C % DOC
HA 56.3 51.8 51.7 -
FA - 41.3 44.1 -
WEOM 20.9 12.0 31.6 27.0

D’apres (Tan, 2003), les % C, communément troudes les HA et FA de sols
sont respectivement compris entre 50 et 55 % e¢ @it et 45 %. Les valeurs reportées sur le
Tableau IV. 7 sont en accord avec celles donnéeklid&S. Il apparait que les WEOM ont
des valeurs beaucoup plus faibles en % C que lestHM\. Ceci s’explique par le fait qu’ils
n‘ont pas subi de purification et contiennent dame quantité importante de substances
minérales venant des sols.
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Dans la suite, les calculs de normalisation sefaitg a partir des valeurs de % DOC
si elles sont disponibles, ou a défaut a partinddsurs de % C (données reportées en annexe
18 et 19.

IV.3.3.  Propriétés spectrales

Spectres d’absorption moléculaire UV-visible

Les FAs et WEOMSs ont été dissous a une concentrainviron exactement a 100
mg.L* dans un tampon phosphate & pH = 6.5. Les spdd¥fessible présentés par la suite
seront présentés & 10 mg.tu normalisés & 1 mofllde carbone organique.

Comme le montre la Figure IV. 15, les deux HAs det spectres UV-visible
extrémement voisins avec detsgo de I'ordre de 750 (mol &)™.L.cm™. Le FA Chernozem
est particulierement peu coloré comparé au FA Elllbn’y a pas d’explication a cela. Les
valeurs de* ,go rencontrées dans la littérature, pour des HA teessant compris entre 600 et
800 (mol G,9™.L.cm' (Cavani et al., 2009; Richard et al., 2007). LeexdWEOMSs ont des
spectres d’absorption assez ressemblants : ilsmeomts absorbants que les HAs avec des
£* 50de I'ordre de 120 (mol &)™*.L.cm™.

D’'une facon générale, le rapportsfAses augmente dans l'ordre HA < FA <

WEOM. Cette évolution va dans le sens d’'une augatiemnt de la pente avec la diminution de

la masse moléculaire comme c'est généralementwgbser
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(a) Sol Chernozem

AzsdAzes €% 280
0.4- (mol Cor™.L.cm™
HAK 2,22 746
03 FAK 3,34 77
gﬁ ' WEOM K 5,35 116
é ]
g 0.2
o
8
® 0.1
0.0 ..-‘-'_.'?"i’-’-‘-r.y_l-f,__.___.,l__I__h_q,,gl ,,,,, . . \
300 400 500 600
longueur d'onde / nm
b) Sol Elliott A254/A365 €% 280
1 (mol Corg)™*.L.cm™
0.4 HA Ell 2,30 798
FA Ell 4,06 612
WEOM Ell 4,54 121

longueur d'onde / nm

Figure IV. 15 : Spectres d’absorption UV-visibleld& (___ ), FA(---)etWEOM (.. .)
a 10 mg.L[* provenant des sol Chernozem (a) et Elliott (b).

Spectres d’émission moléculaire

Les spectres d’émission moléculaire & 300 nm eEE8 normalisés & 1 molide
carbone organique dissous sont donnés respectivdrgure IV. 16 et la Figure IV. 17.
Comme précédemment, les intensités ont été meékiplou divisées par un certain facteur,

noté dans le cadre de 'EEM, de facon a retroutN mesuré expérimentalement.
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(a) Sol Chernozem (b) Sdicl
3,01 3,0+
1 1 FAEIl
2,5 2,54
2,01 2,01
1,54 1,54
«
5
o 107 HAK 1.0
9' ] ]
Z o5l WEOM K 0.5-
* ,
- 1 FAK 1
Olo ¥ T ¥ T ¥ 1 0.0 ¥ T ¥ T ¥ 1
300 400 500 600 300 400 500 600
A nmr Al nmr

Figure IV. 16 : Spectres d’émission de HA, FA et WNE des sols (a) Chernozem et (b)
Elliott pour une longueur d’'onde d’excitation a 3@0. Normalisation a une teneur de
carbone organique dissous de 1,00 nibl.L

Les émissions de WEOM et de FA présentent de nambsesimilitudes :

® émissions larges entre 300 et 600 nm avec maxiwars430 nm;

® coupleShexdem Voisins : 250/430 et 320/430 pour la série Cheznoet 250/430
300/430 pour la série Elliott ;

® mémes épaulements vers 500 et 550 nm.

En revanche, on observe des différences en ceogueme les intensités d’émission.
Pour la série Chernozem, WEOM est deux fois pltense que FA a 430 nm et pour la série

Elliott WEOM est six fois moins intense que FA.

Les EEMs de WEOM et de HA présentent des maxinfardifts, vers 430 nm pour
WEOM et 550 nm pour HA, mais les épaulements olgseav430 nm pour HA et 510 et 550
nm pour WEOM indiquent que les mémes fluorophomed présents dans les échantillons,

seules leurs quantités varient.
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Figure IV. 17 : EEM des échantillons humiques dedwernozem (a) et Elliott (b).
Normalisation a 1 mol.lL de carbone organique dissous.
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IV.3.4.  Propriétés photosensibilisatrices

Les propriétés photosensibilisatrices des WEOMs é&étcomparees a celles des
HAs et FA, en utilisant I'alcool furfurylique (fOM) comme sonde. Comme précédemment,
les solutions ont été irradiées en enceinte potyoltique (300 - 450 nm) a une absorbance

constante de 0,100 + 0,005 a 300 nm.

Les résultats de la Figure IV. 18 sont donnés pesrconditions. FFA disparait plus
vite en présence de WEOM que de FA et HA. Danssedt sol chernozem, HA et FA ont un

comportement identique, alors qu'avec le sol ElliBA est plus efficace que HA.

a)

100 -

% FFA restant
% FFA restant

FE

60

50 T T T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
temps / min temps / min

Figure IV. 18 : Cinétiques de phototransformatienFéA (10" M) en présence de HA
(—m—), FA(--o--)et WEOM (. .A. .) a Asoo= 0,100, (a) sol Chernozem et (b) sol Elliott.

Les cinétiques sont du pseudo premier ordre. Lastantes de pseudo-premier ordre
ont été calculées puis normalisées pour une comatiem de 1,00 mol.t de carbone
organique dissous.

Lorsque les substances humiques sont comparééma absorbance a 300 nm,
WEOM produit plus d'oxygéne singulet que HA. Enamreshe, lorsque la comparaison est
établie sur une méme concentration de carbone ignggrHA produit plus d'oxygéne
singulet que WEOM (voir Tableau 1V.8).

Cela signifie que WEOM contient une proportion pghesite que HA de composés
organiques participant a la photosensibilisationréanche, sur I'ensemble des composés
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absorbants, une plus grande proportion que danpdatticipe a la photosensibilisation. Dans
les deux cas, on cible des aspects totalementdif® mais qui peuvent avoir chacun leur

intérét.
IV.3.5. Liens entre propriétés émissives et capacités

photosensibilisatrices

Comme dans le § précédent, nous avons cherchéla gthexistait une corrélation
entre les intensités de fluorescence etk*Le Tableau V.8 résume certaines des données.

Tableau IV. 8 : Valeurs des intensités de fluorase& 430 nm, 510 nm et 550 nm
normalisées et kfa.

HA K FAK WEOM K HAEIl ~FA EIl - WEOM Ell

le* 430/ 1P u.a. | 0,36 0,16 0,37 0,38 2,53 0,53
le*510/ 1 u.a. | 0,69 0,14 0,24 0,85 1,59 0,26
le*s50/ 1P u.a. | 0,68 0,12 0,16 0,88 1,16 0,17
o/ 61 0,168 0,023 [0,041 0,103 0,161 |0,037

+9% +11% |14 % +15% [+13% |[+9%

Il nexiste apparemment pas de lien entre 'émissa0430 nm et k#a : ces deux
parametres évoluent différemment d’'une substanceidque a I'autre. En revanche:* §set
k*eea Semblent connectés. La Figure IV. 19 confirme gtiga augmente avegisso Le
coefficient R n’est cependant que 0,77 lorsque 'on regroupeltemées des deux sols. Si
I'on considére les deux séries séparément, ledtaésisont bien meilleurs. La pente de la
droite k*ss0 en fonction de kea* est de 7,51.10s pour le sol Elliott contre 4,10.96 pour le
sol chernozem. Cela signifie que les chromophohesginducteurs hydrophiles sont présents
en plus grande quantité dans les extraits humiduesol Elliot que dans les extraits du sol

Chernozem.
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201 Re=096
n=3
ente = (7,51 + 0,58).10s
ad P ( ) FA Ell R2=0,77
- . n==6
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> PR U
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Figure 1V. 19 : Corrélation entre l'intensité d’é&sion a 550 nm pour une excitation a 300
nm et kira. Données normalisées a 1,00 mol dg.C*.

Il est intéressant de remarquer que le FAK, quiéeaarquait par son absorbance trés

faible, est bien en ligne avec les autres échansll

IVV.4. Discussion générale

En résumé, nous avons comparé les propriétés alesctiet les propriétés
photosensibilisatrices d’échantillons humiquesenbs de différentes facons:

® par chromatographie d’exclusion stérique en pEsefurée d'un HA

® par ultrafiltration en présence d’'urée ou de phagpdu méme HA

® par extraction a I'eau de deux sols.

L’objectif était de localiser au sein des différemjroupes de macromolécules les

chromophores responsables de [I'absorption, de imrdbcence et des propriétés

photosensibilisatrices, et de déterminer commaegttil possible de les extraire.
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Absorption

Toutes les fractions sont absorbantes et plus answliffusantes. La part relative de
I'absorption et de la diffusion de la lumiere esewes inconnues.

Les centres absorbants sont portés par toutes ddscuhes quelque soit leur taille et leur
solubilité dans I'eau. L’analyse des spectres pedae/oir deux contributions :

* une contribution de type exponentielle, sans marintocalisé. Celle-ci peut étre
due a une somme de systéemes d’électrons déloc@igsiemes de conjugaison différente en
mélange a différents pourcentages), a un systémrdlectfon délocalisé (comme dans la
mélanine) ou & une somme de complexes par trarddecharge (Del Vecchio et Blough,
2004).

 une contribution avec maxima localisés corresponhdades composés organiques

simples.

Fluorescence

Les résultats sont trés contrastés. Plusieurs typdiiorophores sont observés dans
HA; ils se répartissent tres differemment dangliéérentes fractions.

e Les fluorophores 350 nm de type tryptophane sasermiellement dans les
fractions A, B et le rétentat. lls sont portés lparmacromolécules de haut poids moléculaire.

* Les fluorophores 430 nm sont essentiellement ptésians les FA et les WEOM.
lIs sont donc portés par des macromolécules tilébles dans I'eau peu présentes dans HA.

» Les fluorophores 510 nm sont essentiellement ptésdans les UF urée ou
phosphate. lls proviennent de petites moléculasted dans I'eau mais insérées dans HA.

* Les fluorophores 550 nm sont essentiellement ptes#ans la fraction C+D. Ces

fluorophores seraient portés par les macromoléciddaille moyenne a petite.

Propriétés photosensibilisatrices

Les capacités a générer de I'oxygéne singulet soadiation sont elles aussi trés
contrastées. Les UF extraits au phosphate somhédideurs photosensibilisateurs. A méme

carbone organique, ils produisent 10 fois plus @y@ne singulet que HA. A contrario, les
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fractions A et B et le rétentat sont 4 fois moifficaces que HA. Il y a donc un facteur 40
entre UF phosphate et les fractions A, B et lentéte Il est la preuve qu’une grande partie des
centres photosensibilisateurs sont extractiblesndasromolécules et portés par les petites
molécules. Les résultats obtenus avec TMP sont aussi trés informatifs. TMP est
directement oxydé par les états excités tripletcedte réaction est compétitive avec la
production de I'oxygéne singulet. Compte tenu de,cen pourrait s'attendre a ce que les
fractions photosensibilisant la photooxygénation deFA, photosensibilisent la
phototransformation de TMP (voir schéma p. 62).i@st généralement observé, mais il y a
une certaine déviation dans les résultats cin&igeueggérant que certains états excités
oxydent TMP sans photosensibiliser la photooxygénatle FFA. Soit ces triplets ne
produisent pas d’oxygéne singulet, ce qui seraprenant, soit 'oxygene singulet produit
n'est pas accessible a FFA. Dans la mesure ou BEAés hydrophile, on privilégie cette
deuxieme hypothése avec une production partielbxygene singulet dans les zones
hydrophobes. Dés lors, on a vraisemblablementraffaideux types d’états excités triplets
oxydants : certains sont hydrophiles et portés lpar petites molécules et d’autres sont
hydrophobes portés par les macromolécules de gtailige

Les WEOM sont peu photosensibilisateurs companédraations UF.

Corrélations

Compte tenu des similitudes obtenues entre prggri@missives et capacités
photosensibilisatrices, nous avons recherché dirétate corrélation sur I'ensemble des
échantillons. Le résultat est extrémement satefaibrsque I'on porte I'intensité d’émission

& 510 ou 550 nm en fonction derkk, avec un B=0,96 (cf. Figure IV. 20).
10

9] % "‘% R2 = 0,96

#] i n=17

Z-_ - pente= (4,82 +0,21).1°
5] -
4] o
3
2 »°

1] o8
T T T T 1

00 05 10 15 20 25
k* /s

FFA

Figure IV. 20 : Corrélation entre*kso pour une excitation a 300 nm ef:kx.
Données normalisées a 1,00 mol dg at

/10%ua

*
F 550
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IVV.5. Conclusions

Cette étude couplant fractionnement des substamaesques et mesure de leurs
propriétés spectrales et photosensibilisatricesigede proposer le schéma bilan de la Figure
IV. 21 et de tirer les conclusions suivantes :

e L’émission de fluorescence dans HAK est due aibémn de différents types de
fluorophores que nous avons réussi a séparer ;

e les différents types de fluorophores sont localisér des molécules de tailles
différentes, intimement imbriquées les unes dasialgres ;

e les fluorophores 510 nm et 550 nm sont égalemee$ donstituants
photosensibilisateurs (états excités triplets oryglat producteurs d’'oxygéne singulet) ;

e |les fluorophores 510 nm et 550 nm sont portésipapetites molécules ;

e on les retrouve dans HA, FA et WEOM, a des abocelmrelatives différentes.

A,BetR,

c+D ‘\\

Figure IV. 21 : Schéma bilan présentant la loctibsedes différents fluorophores de HAK.
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Chapitre V

Etude des propriétés spectroscopiques et
photochimiques de matieres organiques extraites

de composts
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V.1l. Introduction

Le compostage est une technique relativement medegun est apparue dans les
années 1990 dans le but de recycler les déchaisiqrges fermentescibles. Selon un rapport
de 'ADEME (2006) « Gestion des déchets organigresrance — Le point sur les filieres de
gestion biologique avec retour au sol », la pradacfrancaise de compost atteignait 4
millions de tonnes en 2003. L’origine des compestsbien évidemment variée. La moitié de
la production est constituée de composts issusédbets urbains (déchets verts + boues
d’épuration ou déchets verts + biodéchets ménadgszs)composts agricoles sont produits a
hauteur de 700 milliers de tonnes. 600 milliergatmes sont des composts de fumiers. Entre
200 et 400 milliers de tonnes de composts provienrdes déchets des industries
agroalimentaires (distilleries, brasseries). lltfaavoir qu'en 2006, I'’écoulement dans le
marché des composts dépassait les 4 millions deesorlLes plus gros consommateurs de
compost sont les secteurs des grandes culturess parr la viticulture, la revégétalisation de

sites et enfin I'agriculture biologique.

Le procédé de compostage se fait en deux grandesset

® une biodégradation en aérobie des déchets fersudnies les plus dégradables
(comme l'amidon et les sucres) par des bactériesopidfles, puis par des bactéries
thermophiles. Ces bactéries sont naturellemenieptés dans les déchets et se multiplient,
sous certaines conditions lors du processus de @stage. Pendant cette premiere phase qui
peut durer jusqu’a un mois, la température s’éldged0 a 70 °C. La respiration de ces
bactéries provoque une libération de dioxyde dbarax CQ et de composés volatils comme
le méthane ClHou 'ammoniague NE Le milieu est ainsi appauvri en dioxygéne €
nécessite une aération fréquente pour que I'agtbactérienne soit maintenue.

® une humification de la matiére organique jusgquéention d’'un compost mature,
qui peut durer de 2 & 6 mois. Pendant cette dewxighase, les micro-organismes n’ont
qguasiment plus de matériaux a biodégrader et sys¢héient des substances de type
humiques HLS pour se nourrir (Grigatti et al., 20@3ans un sol, lors de I'hnumification qui
dure des milliers d'années, ces bactéries produégadement des substances humiques (HS)
(Stevenson, 1994).
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En général, les études portent sur les matieresages extraites en milieu basique,
les acides humiques like (HLA) (Quagliotto et &Q06; Senesi et al., 2007) et sur les
différentes caractérisations physico-chimiques patiindiquer la maturité d’'un compost. On
parle d’acides humiques like car le protocole dastion est le méme que celui utilisé pour
les acides humiques de sol. Mais, contrairementHqui ont été produits sur des temps
tres longs, les HLA sont eux formés sur des temgssdourts (Senesi et al., 2007).

Une technique empirique et originale pour éval@emiaturité d'un compost a été
proposée par Pfeiffer et al. (Pfeiffer, 1984). lhgit d'un test simple basé sur la
chromatographie circulaire sur papier. Au centunel' feuille de papier filtre imbibée de
nitrate d’argent, on dépose un extrait basique aflepost qui va migrer naturellement. Un
compost peu mature sera caractérisé par une tasfieale claire et des bords de cercles
sombres, alors qu’'un compost mature aura une teehieale sombre et des trainées claires
vers la périphérie (voir Figure V. 1). Cette tecius est basée sur la différence d’affinité des
molécules de types humiques avec le support. ElErgement inspiré, depuis les années
2000, les techniques basées sur les différencenaidites des composés humiques sous

I'effet d'un champ électrique, comme I'électropbBer@Cavani et al., 2003 et 2008).

Figure V. 1 : Chromatogramme d’'un compost maturdgpeéthode de Pfeiffer.

Une autre technique, a la fois tres simple et figdde, pour voir si un compost est
mature est de faire des semis de graines de laitaies des bocaux contenant du compost,

hermétiquement fermés, et d’évaluer le taux de getion des graines (Zucconi, 1981).

L'analyse chimique permet bien évidemment ausppdider des réponses. Au cours
du compostage, on observe généralement un enechesg de la matiére organique en HLA,
en fraction hydrophobe mais une diminution du caeborganique extractible a I'eau. Ainsi,
suivre la proportion humique-fulvique, fractions dngphobes-fractions hydrophiles et

mesurer le carbone organique extractible donneatl'€avancement de [I'humification
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(Ciavatta et al., 1990; Ciavatta et al., 1993; Btglet al., 2002; Iglesias Jimenez et Perez
Garcia, 1992; Said-Pullicino et al., 2007a; Saidli€too et al., 2007b).

e Des que le ratio HLA sur FLA (acide fulvique likdgpasse 1,6 le compost a

atteint un stade suffisant pour étre considéré cemature.
TEC- CHLA+FLA

C:HLA+ FLA

e L'indice d’humification (HI) défini par :HI =

ou TEC est la concentration totale de carbone (fi@mu non) extractible par une extraction
a la soude du compost ety G&ra €st la concentration totale de carbone humifi&erore
dans la fraction humique et fulvigue. Un composna composition stable si HI est inférieur
a 0,5 (voir Figure V. 2 ). Ce seuil de 0,5 poundice d’humification signifie qu’au moins 70
% du carbone organique total extractible et humRigur comparaison les valeurs de HI d’'un
HA de sol sont comprises entre 0 pour une |éora(dil le carbone extractible est totalement

humifié) et 0,47 pour un sol en passant par desuvslde 0,3 pour des tourbes.
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Figure V. 2 : Evolution de I'indice d’humificatiosu cours des différentes étapes de
stabilisation de la matiere d’'un compost issu dehdés urbains,(Ciavatta et al., 1990).

D’autres études scientifiques ont été consacrékes caractérisation d'un compost
mature par les techniques de spectroscopie infgar@@rovenzano et al., 2001; Senesi et al.,
2007; Spaccini et Piccolo, 2007), spectroscopidéstgotion UV-visible et de spectroscopie
d’émission moléculaire (Marhuenda-Egea et al., 200@ran Vieyra et al., ; Senesi et al.,
2007). Parmi ces difféerentes techniques, les speampies UV-visible et de fluorescence
présentent de vraies potentialités (Senesi eBall)1

e En spectroscopie UV-visible, certains indices @étintroduits par Chin (1994) et
Peuravuori et Pihlaja (1997) dont le rappors/ses défini comme le quotient entre
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I'absorbance a 254 nm et 365 nm et le coefficicatisbrption molaire a 280 nm, normalisé
pour une concentration de carbone organique del1.tho

e En spectroscopie de fluorescence, selon la ndatanalyse (émission, excitation
ou synchrone) plusieurs indexes ont été introddis®lnay et al., 1999, Milori et al., 2002,
Kalbitz et al., 1999). Nous retiendrons pour laesllindice de Zsolnay, que I'on note HIX. Il
est défini sur un spectre d'émission pour une akait a 250 nm. Il est égal au rapport de
I'aire sous la courbe comprise entre 435-480 nmi'a&we sous la courbe comprise entre 300-
345 nm.
Tous ces indices numériques se sont révélés ytilas évaluer le degré d'humification des
substances humiques extraites de compost. lls augnteavec le temps de compostage
(Fuentes et al., 2006)

Les premiéres études photochimiques sur des compmostont découlées. Une
premiére étude concernant les propriétés specpmpoes et photoinductrices de matiére
organique extraite de compost a été menée au lafreraur un compost composé a 70 % de
boues de stations d’épuration et de 30 % de déukdis (Amine-Khodja et al., 2006). Il a été
montré pour la premiere fois (i) que les HLA et Flextraites a différents temps de
compostage pouvaient photodégrader la disparitetildjarol 1051 sous irradiation solaire
et (i) que cette capacité photodégradante augihesnac le temps de compostage tout
comme l'absorbance et I'émission de fluorescences 50 nm. Ces comparaisons
spectroscopiques ont été faites a méme concemnaiissique. De plus, le cas des WEOM a
également été examiné (Amine Amine-Khodja et @Q&}. Des tests de photoinduction ont
été meneés sur l'lrgarol 1051, le fénuron et le @fiméthylphénol, dans les mémes
conditions opératoires que précédemment. I a étntnd que les fractions solubles

photoinduisaient également la photodégradatioredeeomposés organiques.

Le but de ce chapitre est de compléter ces premé@tgles photochimiques réalisées
sur différentes matieres organiques extraites dapost. J'ai en particulier cherché a
caractériser les chromophores actifs photochimigueenpar la comparaison de différents
échantillons de compost. Nous avons utilisé le mprotcole de mesure que celui décrit au
chapitre IV, a savoir mesure des différentes péi@si sur de solutions de HLS d’absorbance

faible et constante puis normalisation & méme cerlooganique.
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V.2. Etude comparative de matieres organiques
extraites de compost

V.2.1. Origine des composts

Les échantillons de composts ont été obtenus & gartieux sources décrites Tableau V. 1.

Tableau V. 1 : Caractéristiques des composts é&udié

Green Manure (GM) Urban Biowaste (UB)
Déchets verts (55%), déchgts
Sources Déchets verts urbains (40%), boues de statipn

d’épuration (5%)

Temps de compostage

. 60 120 180 30 75 120
(jours)

Procédeé de compostage Aérobique en andains Aémbigbioréacteurs
Période de collecte Printemps 2007 Printemps, G& 2

Nom de I’échantillon GMO06( GM120 GM180 UBO030 UBO75 uB120

® La série GM (produite & Ozzano Emilia, Italie) yepait de déchets verts. Ceux-ci
ont été mis a composter en andains aérés, en axtéties piles de composts étaient
retournées une fois par mois. Les prélevement®wneffectués au bout de 60, 120 et 180
jours de compostage. Les trois échantillons onhétémés GM060, GM120 et GM180.

® La série UB (produite & Sant’Agata Bolognesejdjatontenait un mélange de 55
% de déchets verts, 40 % de déchets urbains etde ¥#oues de station d’épuration. Le
compostage a été fait en deux temps : d’abord wowxydation dans un réacteur pendant 30
jours, puis, un compostage similaire a celui deséae GM. Trois prélévements ont été
réalisés au bout de 30, 75 et 120 jours. Les &dimntillons ont été nommés UB030, UBO75
et UB120.

Apres collecte, les composts ont été séchés, sduitpoudre puis tamisés sur 0,5

mm. Leurs analyses €lémentaires sont archivéesleldmableau V. 2.
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Tableau V. 2 : Analyses élémentaires menées seolaposts bruts a différents temps de

compostage.
GREEN MANURE (GM) URBAN BIOWASTE (UB)

Sample code GM060|GM120 |[GM180 | |UBO30 |UBO75 |UB120
(1) |pH (eau) 735 |7.78 7.89 805 |7.95 8.1
(2) |Conductivité électrique (mS cm-) 1.2 1.4 2.0 4.5 3.1 4.3
(3) |Humidité (%) 6.4 6.2 6.4 732  [15.0 8.83
(4) |Cendres (%) 420 |49.4 49.5 422 414 46.9
(5) |Matiere organique (%) 51.6 44.4 44.1 50.5 43.6 443
(6) |Carbone Organique Total, TOC (%) 29.1 24.9 24.9 27.5 24.1 24.7
(7) |Carbone organique dissous, DOC (g C kg') (9.9 7.9 8.2 29.3 30.6 20.4
(8) |Azote total, TN (%) 123 [1.21 1.62 1.89  [2.03 2.50

Azote total Kjeldahl, TKN (%) 123 [1.21 1.62 1.89  [2.03 2.33

Ammonium, NH3-N (%) 0.02 ]0.02 0.03 036 |0.57 0.03
(9) |Azote organique (N, %) 1.21 1.19 1.59 1.53 1.46 2.30

Nitrate, NO3-N (%) 0.00 |0.00 0.00 0.00 |0.00 0.17
(10) [ratio C/N 23.7  |20.6 154 146 119 9.9
(11) |Phosphore total (P, %) 0.188 ]0.204 |0.310 0.393 |0.434  |0.408
(11) |Soufre total (S, %) 0.181 ]0.205 |0.261 0.313 ]0.306 |0.269
(11) |Sodium total (mg Na kg') 405 426 741 2670 |2110 2960
(11) |Potassium fotal (mg K kg!) 7270 8050 12800 10300 10100 14600
(11) [Magnesium total (mg Mg kg) 5140 |7000 6670 7060 6350 6300
(11) |Calcium total (mg Ca kg') 52100 [66800 |57700 55800 |51000 |50900
(11) |Fer total (mg Fe kg') 8950 10000 {11300 12800 [13600 |13100
(11)|Cuivre total (mg Cu kg) 45.6 69.7 67 88.7 131 140
(11) /IManganése total (mg Mn kg-!) 391 424 454 536 399 398
(11)|Nickel total (mg Ni kg-) 15.9 19.7 20.6 17.1 18.2 27.6
(11) |Zinc total (mg Zn kg™') 17 150 165 265 336 148
(11)|Chrome total (mg Cr kg') 26.8 30.7 32.7 29.9 35.9 43.1
(11) |Plomb total (mg Pb kg') 94.7  |66.9 52.7 64.8 |103 95.4
(11) |Cadmium total (mg Cd kg') 1.67 1.11 1.24 1 1.24 1.24

(1) eau 1:10 (w/w) 2 h & Température ambiante (7) eau 1:10 (w/w) 2 h & Température ambiante
(2) eau 1:10 (w/w) 2 h & Température ambiante (8) TN = (TKN) + (NO3-N)

(3) perte de masse a 105°C (9) Azote ogg@n= (TKN) - (NH4-N)

(4) masse constante a 550 °C (10) C/id rRaTOC/TN

(5) Matiére organique = 100 - humidité — cendreg11) soluble dans I'acide

(6) oxydation par le dichromate
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V.2.2. Extraction des HLAs et des fractions aqueuses de mpost

Nous avons extrait quatre extraits aqueux :

* WEOM; 200, avec de I'eau ultrapure (UP) et un ratio d’exitac matiere:extractant
de 1:200,

* WEOMyonic,1:200 , avec de I'eau minérale Volvic (MW) et un ratiextraction
matiere:extractant de 1:200,

o WEOMcacr o0im1:200avec une solution de CaCl0? M (CC) et un ratio
d’extraction matiere:extractant de 1:200,

« WEOM avec de 'eau ultrapure (UP) et un ratio tfagtion matiére:extractant de
1:5.

Ces quatre extraits aqueux ont été lyophilisésoeit pas subi de purification.

Nous avons extrait des HLAs avec une solution dads 0,1 M avec du
pyrophosphate N&0O; 0,1 M. Ces extraits humiques ont été purifiés galyse sur
membrane de seuil de coupure de 6-8 kDa. Pourdgukétails, nous pourrons nous rapporter
au chapitre Ill. Cette extraction a conduit a lauggeration de six acides de type humiques
(HLA).

L’ensemble des données quantitatives est consighkedu V. 3.
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Tableau V. 3 : Récupération de matiére totale (@ogee + minérale) en mg pour 1 g
de compost brut.

. . WEOM vonic, | WEOM caciz
échantillon | % Gg | WEOM 1:200 WEOM HLA
1:200 0,01M,1:200
Eau Eau del Eau+Cad] Eau
_ > Soude
extractant ultrapure Volvic 10° M ultrapure 01 M
(UP) (MW) (CC) (UP) ’
Ratio
_ 1:200 1:5 1:10
d’extraction
compost mg/lg
GMO060 29,1 34 65 201 8 38
GM120 249 34 60 201 9 65
GM180 249 47 64 197 10 95
UB030 27,5 106 123 281 27 61
UBO075 24,1 54 72 211 12 95
UB120 24,7 46 80 230 14 165

Il apparait que la récupération de matiere estlls grande lorsque le volume
d’extractant est le plus grand. De plus, CC conduitextraction la plus importante de
matiere, mais cet échantillon n'ayant pas été g@riif contient vraisemblablement beaucoup
d’ions. En effet, un rapide calcul indique que 288 ml d’extractant contiennent 220 mg de
CaClb. Ceci correspond presque a la quantité récupérgeggére une faible récupération de
matiére organique. D’'une maniere générale, la Ealipn en matiere diminue au cours du
compostage pour les extraits aqueux alors qu’eltgreente pour les extraits humiques. Ceci
est conforme aux résultats de la littérature (lgkesimenez et Perez Garcia, 1992; Said-
Pullicino et al.,, 2007a; Said-Pullicino et al., ZB) ou le pourcentage de composés
organiques extractibles a I'eau diminue de 18,9 %6a% alors que les composés de type
humiques extractible augmente de 5,1 a 7,4 % avenips de compostage pour un compost

provenant de déchets municipaux.
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V.2.3. Analyses des extraits de composts

Nous avons mesuré le carbone organique sur lesitdres dissous dans un tampon
phosphate (16 M, pH=6,5). Les résultats sont donnés sur la Eigur 3. Parallélement, les
analyses €lémentaires en carbone et en azoteéomtedtees sur WEOM et HLA (cf. Annexes
19 et Tableau V. 4). Les pourcentages de carborie 6% N sont donnés sans correction
d’eau et de cendres. Les valeurs de % DOC et ¥nCuiss voisines (cf. Annexes 19).

Pour un méme échantillon, le pourcentage de carbogenique varie grandement
selon I'extractant. Les valeurs les plus importarstent obtenues pour les HLA (entre 45 et 50
%) et les plus faibles pour CC (entre 3 et 10 %hficmant la forte présence de Ca@ans
I’échantillon. UP, quelque soit le ratio d’extrati donne une valeur intermédiaire, de méme
gue I'eau de Volvic. On peut relier ces variatiolis% DOC avec I'ajout ou non d’'une étape
de purification. En effet, sans purification, leshantillons contiennent des substances
minérales qui réduisent d’autant la concentratiercarbone organique. Ce phénoméne est le
plus marqué avec CC, extractant riche en iorf$ &aCI.

Le pourcentage de carbone organique est stablaradg#db0 % dans le cas des HLA,
alors gu’il diminue lorsque le temps de compostaggmente dans le cas des extractants
aqueux. La baisse a fort temps de compostagelesirpportante avec UB qu'avec GM.

Plusieurs études (Gabriele, 2000; T. Reemtsma, ;B8 Rennert, 2007) menées
sur différents sols avec différents extractants tneoh que CaGlest I'extractant qui est le
moins capable d’extraire le carbone organique.
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Figure V. 3 : Pourcentage du carbone organiquespt@ans les extraits aqueux et humiques
des composts GM et UB.

L’'analyse du bilan de matiére sur le carbone dogen fait apparaitre que le
pourcentage de carbone potentiellement extragb@ida soude augmente nettement avec le
temps de compostage. Ceci s’explique par I'huntificede la matiere organique de compost.
En début de compostage le pourcentage de carbdraetéde est proche de celui que I'on

peut obtenir avec une extraction aqueuse, ce @mifi® que les composés organiques
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carbonés présents sont quasiment tous hydrosoleblesont pas encore eu le temps de
s'associer en molécules de type humique. En ficatepostage, le pourcentage de carbone
organique extractible par la soude est entre fioés'plus élevé que le pourcentage de carbone
extractible par I'eau, ce qui signifie bien que desnposés organiques se sont humifiés et sont
devenus beaucoup plus difficiles a extraire avesimple extractant comme l'eau.

Le Tableau V. 4 donne également des informatioindesdevenir de I'azote au cours
du compostage.

Tableau V. 4 : Pourcentages de carbone et d’azésepts dans les extraits WEOM et HLA
des composts GM et UB, sans correction d’eau eeddres.

WEOM HLA ‘
% C % N %CIN |%C % N % CIN
GMO060 | 34,7 2,27 15,3 47,2 3,69 12,8
GM120 | 30,9 2,19 14,1 45,2 3,51 12,9
GM180 | 29,2 2,85 10,2 45,3 5,12 8,8
UB030 | 33,2 3,03 10,9 49,3 4,68 10,5
UBO75 | 28,9 4,45 6,5 45,4 5,95 7,6
UB120 | 12,2 7,14 1,7 46,1 6,22 7.4

Les WEOM et les HLA ont une teneur en azote quiname avec le temps de
compostage. Généralement les HLA contiennent descpntages d’azote plus élevé que les
WEOM. Said-Pullicino et al. (Said-Pullicino et &2007a) trouvent des pourcentages d’'azote
dans les WEOM qui augmentent de 1,5 a 2,5 % ausadwrcompostage et expliquent que
cette augmentation du pourcentage d’azote est delégradation des composés organiques
au cours du compostage, qui réduit la masse sacleerdpost. WEOM GM180 contient un
pourcentage d’azote de 7,14 % qui est anormalegiené du fait vraisemblablement de la
forte teneur en nitrates de cet échantillon.

En conclusion, nous pouvons dire qu'au fur et aureegue le temps de compostage
augmente :

® |e pourcentage de récupération de matiére totalende dans le cas des WEOMs
mais augmente dans celui des HLAs;
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® le pourcentage du carbone organique extractibleaau diminue alors que le

pourcentage d’azote organique extractible a I'aggneente.

Ces deux tendances indiquent que les composeésiqugars’humifient, en formant

des molécules de taille de plus en plus grandeietant de plus en plus difficile a extraire a
I'eau.

V.2.4. Analyses spectrales

Spectres d’absorption moléculaire UV-visible

Les WEOM et les HLA ont été dissous a une conceotr&nviron exactement a 100
mg.L* dans un tampon phosphate & pH = 6,5. Les spetivesisible ont ensuite été
normalisés & 1,00 molLde carbone organique. Tous les spectres UV-visifi donnés de

'annexe 4 a 'annexe 13.

L’allure des spectres d’absorption est réguliereéntgeroissante de 250 nm a 600

nm, sans maximum localisé (cf. Figure V. 4).
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Figure V. 4 : Spectres d’absorption UV-visible @as¢raits humiques (a) et aqueux (b)
provenant du sol Elliott et des composts GM180@120.

Les WEOM sont nettement moins absorbants que le& @bir annexes 6 a 13).

L’absorbance des WEOM et des HLA de la série URralance a augmenter au cours du
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compostage, surtout entre |€€36ur et le 75jour. L’augmentation est moins importante pour
la série GM. Cela montre que la phase de biooxgdast une phase critique pour le compost
UB.

D’autre part, j'ai été surpris par la similitudesd@sultats entre le compost GM et le
compost UB, alors que ce sont deux composts decesutifférentes obtenues par des

procédés de compostage différents.

Le Tableau V. 5 montre que les valeurstigy varie de 65 a 316 (molc,gg{)'l.L.cm'l
pour les WEOM et de 292 a 604 (mokdL".L.cm™ pour les HLAs. Comme attendu, on
extrait plus de composés absorbants par la sotebearbhen de ces données indique aussi que
€* augmente avec le temps de compostage, méme goextraits aqueux. Cela signifie donc
que lI'on produit des composeés absorbants au caucerhpostage et/ou qu’une partie de ces

composés absorbants devient soluble. De facon @banles valeurs pour GM et UB sont

proches.

Tableau V. 5 : Valeurs des,go pour les différents extraits de composts.
€% 280 WEOM caci2

4 4 | WEOM 1:200 | WEOM volvic,1:200 WEOM [gIW:
(mol Cyrg)~.L.cm 0,01M,1:200
GMO060 141 + 14 135+ 14 131 +13 114+ 11 443 +§44
GM120 194 +19 171 +17 158 + 16 114+ 711 541 +54
GM180 275 + 28 247 + 25 213+21 242 + 44 604 |60
uUBO030 102 + 10 98 +10 98 +10 657 292 + P9
UBO075 213+21 194 +19 193 +19 143+ 34 555 +[56
uUB120 316 + 32 305 +31 247 + 25 227 +43 552 +[55

Le Tableau V. 6 donne les valeurs du rappag/Asss. D’'une fagon générale les
valeurs de Aes4/Aszes varient de 3,32 a 5,82 pour les WEOM et de 2,238 pour les HLA.
Le compost UBO75 présente la plus grande variabitié coefficient allant de 2,33 pour HLA
a 5,82 pour WEOMaci2 0,01m,1:200

Le rapport AsdAzss des WEOM diminue généralement lorsque le temps de
compostage augmente. Cela signifie que la natisea®posés extraits a I'eau se modifie au
cours du compostage. Plus le rapport diminue, Ipltsux de composés extractibles a I'eau et

absorbants a grande longueur d’onde augmente. €&tl@n ligne avec la maturation du
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compost qui produit des composés organiques hwnifant une partie est tout de méme

soluble dans l'eau.

Tableau V. 6 : Valeurs dey4/Aszes pour les différents extraits de composts.

A2sdAzes WEOM 1:200 | WEOM vonic,1:200 WEOM caci WEOM HLA
0,01M,1:200

GMO060 4,12 +0,21| 4,33+0,22 5,04+0,2p 4,89240)| 2,51 +0,13
GM120 3,82+0,19] 3,96 +0,20 473 +0,24 498250, 2,45 +0,12
GM180 3,59+0,18| 3,87 +0,19 496 +0,2p 4,01200, 2,34 +£0,12
UB030 4,45+ 0,22| 4,46 £0,22 489+0,2p 5,18260,| 2,59 +0,13
uUBO075 4,47 +£0,22| 4,62 +0,23 5,82+0,2p 4,76240)| 2,33+ 0,12
UB120 3,32+0,17| 3,47 +0,18 400+0,2p 4,35220 2,35+0,12

Les WEOM provenant des deux composts GM et UB ptése la particularité
d’avoir une absorbance spécifique a 280 nm quirdisniavec la force ionique de I'extractant.
Le rapport As4/Azes augmente quant a lui. Ceci traduit donc le fai ¢ solution CaGla

0,01 M extrait le moins de composés absorbants mins de composés humifiés.

Si 'on compare ces résultats avec ceux des résudtzs WEOM et HA obtenues a
partir des sols chernozem et Elliott, on peut dure :

- les HLA de composts présentent moins de compais&srbants que les HA de sols.
En effete* 50 N'est que de 600 (molc,(;,)'l.L.cm'1 en fin de compostage pour les composts,
contre des valeurs comprises entre 750 et 800(()zr,1é,j)ll.L.cm'l pour les HA de sol. De plus,
le rapport As4/Ases est légerement plus élevé pour un compost (aew?,35) comparé a
celui d’'un sol (autour de 2,2) indiguant que lemposés absorbants sont Iégérement moins
humifiés pour un compost que pour un sol.

- les WEOM de composts matures présentent plusoogasés absorbants que les
WEOM de sols. Les valeurs d&ygo sont comprises entre 250 et 300 (mglg)é.L.cm'l pour
un compost mature contre 120 (mogC-.L.cm’ pour les sols. Le rapport ,4/Ases est
légérement plus faible pour les composts (de 33pen fin de compostage que pour les sols
(4,5 a 5,3) traduisant que les composés absorbatrctibles a I'eau sont plus humifiés pour
les composts matures que ceux des sols, ou quecdegosés humifies sont plus

hydrosolubles dans le cas des composts que dangleslsols.
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Spectres d’émission moléculaire

Les mémes conditions que celles décrites dansdpitch IV ont été utilisées pour
obtenir les matrices d’excitation et d’émissionefite et un spectres d’émission ont été
obtenus en faisant varier I'excitation de 250 nrB0® nm par pas de 10 nm. Six de ces
spectres d’émission sont donnés Figure V. 5 péchéintillon HLA GM180. Les intensités
d’émission sont trés faibles comparées a cellesrobss dans le cas de HAK. Les mémes
maxima d’émission localisée sont obtenus a 51&@tBn. On retrouve également les mémes
épaulements a 350, 400, 430 et 600 nm.

Il y a donc de fortes analogies entre les espaoessires contenues dans le compost et celles

contenues dans les acides humiques de sol.

95



Chapitre V - Etude des propriétés spectroscopiquelatochimiques de matiéres organiques extragesothposts

hex = 250 Nnm =300 nm
100+ 100+
754 754
] ]
:' 50' : 50‘
251 254
0 T L T T LI T 1 T T — 1 T 1 0 T L LI T 1 — 1 — 1 T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
longueur d'onde d'émission/ nm longueur d'onde d'émission/ nm
ex = 350 nm ex — 400 nm
100+
100+
7 751
o ;
2 50_
3 % 50-
257 257 M
0 — T T T T r — r-—rr— "1 0 L A E e S B B R —
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
longueur d'onde d'émission/ nm longueur d'onde d'émission/ nm
dex = 450 nm hex =500 Nm
100+ 100-
75+ 754
] .
5 507 S 501
B M N
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1 0 . T . T . T .J T . T . T . T . .
300 350 400 450 500 550 600 650 700 300 350 400 450 500 550 600 650 700
longueur d'onde d'émission/nm longueur d'onde d'émission/ nm

Figure V. 5 : Spectres d’émission de HLA GM180 &ngueurs d’onde d’excitation : 250,
300, 350, 400, 450 et 500 nm, pour ungoA 0,100.
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L’'EEM de HLA GM180 est donnée Figure V. 6 pour umgrmalisation a 1,00
mol.L* de carbone organique dissous. En haut & gauchspettre, j'ai noté le nom de
I’échantillon, suivi de la mentiofy multipliée par 2signifiant que l'intensité d’émission de
HLA GM180 a été multipliee par 2 pour retrouver dagnsités du méme ordre de grandeur

que pour HAK.

HLA GM180
| multipliee par

excitation
&

300 350 400 450 500 550 600
/ nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Intensité d’émission / u.a.

Figure V. 6 : EEM de HLA GM180, normalisée & uneaentration de 1,00 mollide
carbone organique.

v HLA:

Tous les HLAs ont une matrice d’excitation et d'ésimn ressemblant a celle de la
Figure V. 6. Les émissions dominantes se situerg 880 nm et vers 550 nm pour une
excitation allant de 250 nm a 450 nm, comme damsadede HAK. Un épaulement a 430 est
également visible. L’excitation & 250 nm permeteialiser I'émission a 350 nm attribuable
aux noyaux de type tryptophanes. L'intensité d’'&mis de HLA GM180 a da étre multipliée
par 2 pour retrouver des intensités d’émissioriatdre de celles de HAK.

D’une fagon globale, les intensités d’émissiontded sont de 2 a 4 fois plus faibles
gue celles de HAK ou de HA Ell (cf. annexes 4 etBapres la Figure V. 7, les intensités
d’émission a 510 nm, pour une excitation a 300 samt quatre fois plus faibles pour les

HLA de composts matures que pour HAK.
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Figure V. 7 : Spectres d’émission de HLA GM180HitA UB120, en comparaison avec
HAK, pour une excitation a 300 nm, normalisatioh,@0 mol (;rg.L'l.

Les spectres d’émission varient peu au cours dupostage. Seules les intensités
normalisées a 1,00 mQJQ,L'l augmentent légerement : un facteur 2 est a notee 60 et
180 jours pour GM et 45 et 120 jours pour UB.

Pour s'affranchir des variations de concentratiooys avons utilisé lindice
d'humification HIX introduit par Zsolnay (1999). Oadmet que les valeurs de HIX
augmentent avec le taux d’humification, cependams données sont a utiliser avec
précaution et valent surtout pour comparer unee séchantillons. Les valeurs de HIX des

extraits de compost sont rassemblées dans le Ta¥l@a
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Tableau V. 7 : Valeurs des HIX pour les différeetsraits de composts, a#= 0,100.

HIX WEOM.200 | WEOMyonic 1200 WEOMezce |\ eom [T
0,01M, 1:200
GM060 | 4.0 2.9 35 5,6 3.3
GM120 | 6,7 51 57 36 42
GMI180 | 11,4 8,7 8,8 10,0 46
UB030 | 3.8 3.3 3.4 32 3.2
UBO75 | 7.6 5.9 6.8 5.6 46
UB120 | 116 11,7 85 9,2 3.9

Pour les HLAs, HIX varie entre 3,2 et 4,6. La emcanous sommes surpris de la
similitude de comportement des deux composts GNURt Il y a une Iégére tendance a
'augmentation de HIX au cours du compostage, desigmifie que I'’émission dans la zone
435-480 nm augmente plus vite ou diminue moins gite I'émission dans la zone de 300-
345 nm. Cependant les valeurs de HIX pour les HisAst faibles comparées a celles
mesurées pour les HAs de sols. Nous trouvons unribidten de 12,0 £+ 4,5 pour les HAs des
sols chernozem et Elliott. Les faibles valeurs d¥ Hes HLA pourraient s’expliquer par le
fait que les HLAs contiennent des composeés orgasi@nsorbants moins émissifs et moins

humifiés que les HAs de sol. Ceci va dans le sessrésultats obtenus en absorption UV-
visible.
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Figure V. 8 : EEM de WEOM GM180, normalisée & uoraentration de 1,00 mol’ide
carbone organique.

Les WEOMs présentent généralement une matrice itBgon et d’émission
ressemblant a celle représentée sur la Figure pou le compost GM180. Les WEOMs
comportent deux grandes familles de fluorophotles composés émettant a 400 nm et 430
nm, pour des longueurs d’onde d’excitation allaan280 nm a 400 nm. Des épaulements sont
également notés aux longueurs d’'onde d’émission 350 et 550nm. Sur la Figure V. 8,
l'intensité d’émission normalisée a 1,00 mQQ,CL'l a été divisée par 4, ce qui signifie que
I'émission de WEOM GM180 est quatre fois plus geamplie celle de HAK (voir chapitre
IV), soit une intensité d’émission huit fois plusagde que celle de HLA de compost. Nous
arrivons a un facteur 4 de différence entre un WE@Mcompost qui semble mature et un

WEOM de sol, comme le chernozem (voir Figure V. 9).
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Figure V. 9 : Spectres d’émission des WEOM despmsts GM180 et UB120 et du sol
chernozem pour une excitation a 300 nm. Normatieaii 1,00 mol @g.L'l.
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Il est important d’insister sur le fait que I'ortn@uve les mémes maxima localisés ou
épaulements a 350, 400, 430, 510 et 550 nm poWEGMs de sol et de compost, les HAs
et les HLAs (Figure V. 7 et Figure V. 9). Ceci signque les mémes types de fluorophores
sont présents quelque soient les matiéres orgaiqomsidérées et quelque soit le mode
d'extraction. L’émission & 330 nm correspond a i&son Raman. On s’apercoit qu’elle est
du méme ordre de grandeur pour les HLAs et les WE@& composts matures. Cependant,
celle-ci est nettement plus faible pour WEOM K, esfient du fait de phénomeénes de
diffusion de la lumiere en solution moins imporsapour cet échantillon que pour les autres.
D’apres leTableau V. 7 les valeurs de HIX des WEOMs varient de 2,9 &.1l1,y a une
tendance prononcée a 'augmentation de HIX aveengs de compostage, ce qui signifie la
encore que les composés organiques constituaB€3Ms sont de plus en plus humifiés. Il
est intéressant de noter que les valeurs de HIXos élevées pour les WEOM de composts
matures que pour les HLA. Ceci traduit le fait dggecomposés extraits a I'eau des composts

matures sont plus humifiés que les composés extaditau de nos sols.

On peut remarquer que I'extraction des composésobgtlibles par une solution de
CaCh a 0,01 M est le mode opératoire qui conduit augwa de HIX les plus basses, ce qui
signifie que ces WEOWci2 0,01m, 1:20050Nt ceux qui contiennent les composés organilgses
moins humifiés de tous les extraits aqueux.
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D’'une fagcon générale, les émissions augmententoats a@lu compostage pour les
différents WEOMSs, d’un facteur 2 pour le compost @\Wd'un facteur 4 pour le compost UB
(voir des annexes 6 a 13). Ainsi, les WEOMs sous @ensibles a I'évolution de la matiere
organique du compost que les HLA. Une explicatioarpait &tre que les composés humifiés,
dont on note une émission dominante a 400 et 430 dwm compost mature sont plus
facilement extractibles a I'eau. Ainsi les fluorgpés a 400 et 430 nm semblent étre de plus
en plus concentrés dans les WEOMSs au cours du csiage

Les émissions a 310 nm et a 340 nm sont attribsabéspectivement aux
fluorophores protéiniques de type tyrosine et tigpane (Coble, 1996). Les émissions a 430
nm, pour une excitation a 250 nm, quant a ellescidént aux émissions de type fulviques
(Chen et al., 2003). Difféerentes molécules dérivées lignines et/ou des débris végeétaux
peuvent contribuer a I'émission a 430 nm. Ces éamssa 430 nm pourraient étre de nature
humique, c'est-a-dire des composés de plus hatt degnaturation (Senesi et al., 2007).

Les émissions a 450 nm pour une excitation a 370prowiendraient de matiere

organique issue de molécules biologiques (Dian®&bKnight, 2001).

V.2.5. Propriétés photosensibilisatrices

Nous avons comparé laptitude des différents etstrai photosensibiliser la
transformation des composés organiques. Le FFA& ahdaisi pour tester la photoproduction
de I'oxygéne singulet.

Comme dans I'étude des propriétés émissives, |lepamisons ont été établies a
partir de mesures cinétiques (i) réalisées sursdegions présentant une faible absorbance
pour éliminer l'effet d’écran et (ii) normalisées utlne méme concentration de carbone
organique dissous. Les solutions ont été irradéesumiere polychromatique 300-450 nm.

Le détail de la procédure expérimentale est débapitre IlIl.
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La Figure V. 10 présente les cinétiques de phatsteamation du FFA (16 M)
exposé a la lumiére en présence des WEOMs et HeAsomposts GM et UB.

Tableau V. 8 : Constantes de premier ordre appaeedtsparition kea et k*za de FFA (10°
M), irradié en présence de WEQ;MO, WEOM\/OMC,l;zoo, WEOMCac|2 0,01M,1;200WEOMS et

des HLAs.
WEOM Volvic, WEOM CaCl2
WEOM 1500 WEOM
1:200 0,01M,1:200
Kega / *eea !l | Keea! | K*ppa /| Keea ! *eeal | Kepa ! K*epa / K* rpa /
10%s?t | st 10%st | st 10%st | st 10%st | st 10%st | st
0,027 0,021 0,018
0,034 0,034
GMO060 | 0,34 0,28 | + 0,38 0,26 |+ 0,05 |+
+ 7% +9 %
10% 10% 15%
0,026 0,029 0,013
0,034 0,029
GM120 | 0,24 0,20 | + 0,26 |+ 0,35 0,03 |+
+ 9% + 7%
11% 12% 15%
0,075
0,049 0,059 0,051 0,032
GM180 | 0,35 | + 0,26 0,38 0,28 0,07
+ 9% + 7% + 9% + 9%
10%
0,016 0,009
0,016 0,015 0,009
UB030 | 0,22 0,21 0,25 |+ 0,20 0,03 |+
+ 9% + 8% + 9%
12% 18%
0,034 0,027 0,030 0,023
0,017
UB0O75 | 0,23 | + 0,21 | + 0,24 |+ 0,18 0,05 |+
+ 7%
12% 13% 15% 15%
0,035
0,079 0,062 0,063 0,044
UB120 | 0,32 0,26 0,34 0,26 0,07 |+
+ 8% + 9% + 8% + 9%
16%

Les cinétiques de disparition de FFA sont du psquémier ordre (voir figure V.
11). Les valeurs des pentes des régressions esé&iga, sont portées dans le Tableau V.8.
Tous les WEOMSs et HLAs photosensibilisent la transi@tion de FFA.
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® |les HLAs sont tres peu photosensibilisateurs, gmasit des fg¢a qui varient de
0,0340,07 16s™;

® pour WEOM 200 WEOMyoic,1:200 WEOMcaciz 0,01m,1:2008t WEOM, les kra sont
plus grands, ils varient entre 0,18 et 0,38.86

Toutes les valeurs deds ont été normalisées & 1,00 mol.He carbone organique

dissous pour obtenir k¥a. L’examen détaillé des résultats fait apparaésefaits suivants :

® les valeurs de kta varient de 0,0095a 0,079 ¢;

® |es valeurs de kEga les plus basses sont obtenues pour le compostidgqune
UBO030 et pour les HLAs et les WEOMSs ;

® les valeurs de kta les plus élevées 0,075 et 0,079 $ sont relevées pour
WEOM; 200 des composts GM180 et UB120.

® |es valeurs de k#ra augmentent généralement avec le temps de compostag

Lorsque I'on considére les HLAs de composts mati&s1180 et UB120), les
valeurs de k¥ sont de I'ordre de grandeur des valeurs obtenaeslps fractions les moins
photosensibilisatrices de HAK: A, B et R (entre 0,03 et 0,04"s cf. chapitre IV). Pour
comparaison, les HA de sol (Chernozem et Elliathdpisent entre 3 et 4 fois plus d’'oxygéne
singulet.

Les k*a des WEOMs de composts matures sont compris eridel @t 0,079
valeurs qui sont légerement supérieures aux valieils'-r trouvées pour les WEOMs de
sols (0,037 4 0,041%%
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Figure V. 10 : Cinétiques de disparition de FFA{1\) irradié en présence des différents
extraits de composts : HLA{m— ), WEOM; 200 (——), WEOMyonic 1 :200 (—0—), WEOMcaci2
0.01m.1 200 —A—) et WEOM {{1—). Comparaison pour une méme absorbangg-A0,100.

105



Chapitre V - Etude des propriétés spectroscopiquelatochimiques de matiéres organiques extragesothposts

La Figure V. 11 ci-dessous montre le lien fort ertindice d’humification HIX et

K* Fra.
151 R2=0,78
7 n=30
- E . pente = (16,73 £0,74) s
10- 4
274
X
T L R
51 . e
n h"”‘ "’W :i‘
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ke /s* '

Figure V. 11 : Corrélations entre les valeurs dgedd’humification HIX et les constantes
normalisées de pseudo premier ordre de dispadioRFA.

Cette droite signifie que plus les valeurs de Hbfit élevées, plus les d¢i sont
grands. Des valeurs de HIX plus élevées signifigmt les fluorophores émettant aux grandes
longueurs d’onde prédominent devant ceux émetianphus courtes longueurs d’onde. Ceci
caractérise un état d’humification plus avancéaenhtiére organique. Nous nous sommes

donc intéressés dans la suite aux émissions andegdongueurs d’onde pour les comparer.

V.2.6. Liens entre propriétés émissives et capacités
photosensibilisatrices

Dans cette partie, nous avons essayé de corréerptopriétés émissives et
photosensibilisatrices, comme dans le chapitre U¥.Tableau V.9 résume ces données.
Comme dans le chapitre IV, les intensités d’émissiod30, 510 et 550 nm (pour une
excitation de 300 nm) ont été comparées aux comstate vitesse de disparition de I'alcool

furfuryliqgue. Toutes les données ont été normadiseg, 00 mol Qg.L'l.
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Tableau V. 9: Valeurs de*la 430 nm, 510 nm et 550 nm et dedgde WEOM 200,
WEOMVONiCyl;zOO, WEOMCac|2 0’01M,1;200WEOM et HLA des COI’T]pOStS GM et UB.

GMO060 GM120 GM180 UB030 UB075 UB120
WEOM; 200 WEOM¢.200
IF*a30 | 801970 1181819 1924769 545864 1195682 164878|L
lF*s10 | 200898 419144 839032 189937 424061 868227
IF*ss0 | 158942 237483 500720 104340 240269 513640
k*eea /| 0,034 0,034 0,075 0,016 0,034 0,079
st + 7% + 9% +10% + 9% + 12% + 8%
WEOMuvoic,1:200 WEOMvolic,1:200
I 430 778239 1063358 1572979 490941 1340133 159694
lF*s510 | 271033 367858 647485 170330 489838 809025
IF*ss0 | 143288 205863 381178 93707 279328 505319
k*eea /| 0,027 0,26 0,049 0,015 0,027 0,062
st +10% +11% + 9% + 8% +13% + 9%
WEOMcaci2 0,01m,1:200 WEOMcaci2 0,01m,1:200
I £* 430 980411 1216240 1942952 540516 1581358 2172158
lF*s10 | 304237 371410 670293 174225 529415 773239
IF*ss0 | 156471 205673 372068 97141 292730 408383
k*eea /| 0,034 0,029 0,059 0,016 0,030 0,063
st +9 % + 12% + 7% +12% + 15% + 8%
WEOM WEOM

IF*a30 | 668694 609848 1273634 316921 823952 1067578
lF*s10 | 211256 189113 504644 101366 286226 502939
lF*ss0 | 111819 103639 285510 55929 165457 300209

*eea /] 0,021 0,029 0,051 0,009 0,017 0,044
st +10% + 7% + 9% + 9% + 7% + 9%

HLA HLA

IF*a30 | 91207 92362 114737 84332 134555 115915
I*510 106993 112573 156826 99702 181083 152908
lF*ss0 | 95671 117185 156115 92160 175740 153113

*eea /] 0,018 0,013 0,032 0,009 0,023 0,035
st + 15% + 15% + 9% +18% + 15% +16%
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Quand on trace les intensités d’émission normaliséefonction de k¥, on obtient
des coefficients de régression linéaire respecidrde 0,64, 0,84 et 0,86 pour les intensités
d’émission a 430, 510 et 550 nm (Figure V. 12). beslleurs résultats sont donc obtenus
pour les émissions aux grandes longueurs d’ond® 5550 nm.

1.0 HAEL o e,
ST “_ 0’ ‘._ ::
:‘:%.': 0“ e HAK
0.8 S
_ R2=0.86
0.6 R n=30
. ‘0
— pente = (6,63 + 0,23).26
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S 0.4- @.@@
S ﬁl’?:i
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N B l‘?‘
- 1 ,h‘ [
‘i
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Figure V. 12 : Corrélation entre I'intensité d’ésimn a 550 nm pour une excitation a 300 nm
et k*ra. Données normalisées a 1,00 mgh,C™.

En pointillé, jai placé les points correspondank aleux HA de sols : HA Ell et
HAK. Ils se situent sur la droitg*lsso= f(k* rra) de pente (6,63 + 0,23).£G. Il semble donc

gue la corrélation entre*ssoet k*eea fonctionne pour toutes les matiéres organiquagdss

V.2.7. Bilan sur les analyses des extraits de compost :

L’étude des différents extraits de compost ameémecanclusions suivantes :
® |a quantité de matiére extraite a lI'eau diminuecde temps de compostage ;

® |e pourcentage de carbone organique diminue auscdu compostage dans
WEOM;j 200, WEOM\/OIViC,l:ZOO WEOMcaciz 0,01M,1;200et WEOM, alors qu’il est quasiment
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stable et proche de 50 % pour les HLAs. Les val®g9lus basses de carbone organique
sont obtenues dans les WEOM extraits avec CHIA M ;
® le pourcentage d'azote organique augmente au chursompostage dans les

différents extraits ;

® les chromophores sont d’autant plus extraits qeieteimps de compostage
augmente. Le coefficient* g0 en (mol (;rg)'l.L.cm'l permet d’évaluer la concentration en
chromophores dans les échantillons. Il augmentecaws du compostage. Le rapport
AzsdAsssrenseigne sur I'état d’humification. Ce rapport olioe au cours du compostage.

Les composts matures sont caractérisés par desryvalec* ,g0 de 250 a 300 (mol
Corg) ~.L.cmi* pour WEOM et 550 & 600 (molo@™.L.cm® pour HLA et des valeurs de
AzsdAszes de 3,5 a 4,3 pour WEOM et 2,3 pour HLA ;

® |es fluorophores des WEOM donnent des émissiod80aet 430 nm alors que
ceux des HLAs ont une émission dominante a 510 5@ nm. Les fluorophores des
WEOMSs sont jusqu’a huit fois plus concentrés que ldeAs. L'indice d’humification HIX

augmente au cours du compostage ;
® |a photoproduction d’oxygene singulet augmente d@déemps de compostage.
Dans I'étude qui va suivre, sur la phototransforamatle polluants biorécalcitrants

photosensibilisée par la matiére organique extoiteompost, je vais considérer les WEOMs
et les HLAs des composts matures : GM180 et UB120.
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V.3. Photosensibilisation de polluants réfractaires

Les pesticides choisis ont été sélectionnés selampport d’activité final, datant de
2006, provenant de Phyt'Eauvergne (groupe régidisdtion contre les polluants des eaux
par les produits phytosanitaires) : et FREDON Agwer (fédération régionale de défense
contre les organismes nuisibles en Auvergne). @para portait sur une expérimentation de
traitement d'effluents phytosanitaires par dégiadagn biobaC. Nous en avons ressorti deux
pesticides biorécalcitrants : I'éthofumésate gvd¥éconazole, auxquels nous avons ajouté la
meésotrione, dont la photodégradation a été largerdemiée au laboratoire (ter Halle et
Richard, 2006).

Le Tableau V.10 résume les caractéristiques pmaianiques des trois pesticides
étudiés. Deux sont des herbicides : la mésotridrig@thofumeésate et un est un fongicide :

I'époxiconazole.

Ces trois molécules absorbent trés faiblement asudede la longueur d’onde de 300
nm, ce qui explique les constantes de vitesse dilyse directe tres faibles, comprises entre
3,97 et 5,01 10s?, dans les conditions expérimentales suivantesicerirations initiales de
5.10° mol.L*, solutions sont tamponnées & pH 6,5, et irradiatio enceinte polychromatique

300-450 nm, simulant la lumiére naturelle.
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Tableau V. 10 : Caractéristiques physico-chimigiesstrois pesticides étudiés.

meésotrione ethofumésate époxiconazole
(@]
s |71 s e |0
8 OCH2CH3 /CHZ
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Tableau V.10 (suite) : Caractéristiques physicaovitjies des trois pesticides étudiés.

meésotrione éthofumésate eépoxiconazole
9
\9 o
=Nag
S . 160 50 7
5322
» & E
L
(&]
o
i=hn)
(79}
B 40+£1,2 50+0,1 49+29
=)
>d
o —
o &
35
o

Les cinétiques de disparition des trois pesticktm® données dans la Figure V. 13.
Elles sont du pseudo premier ordre et elles préaétds caractéristiques suivantes :
® tous les extraits photoinduisent ou photosensdnili la disparition des pesticides ;
® |es temps de réaction sont assez longs puisggilsomptent en jours et sont du
méme ordre de grandeur quelque soit le pesticidaadtue soit I'extrait ;
® |a photodégradation la plus rapide est observée WHEOM du compost UB120.
Au bout de 76 heures d'irradiation, il ne resteemqire 50 et 60 % de la concentration initiale

de leur concentration initiale.

Apres normalisation a méme carbone organique, tierdbles constantes cinétiques
données Figure V.14. Les conclusions sont assedagis. Les constantes de vitesse
normalisées sont comprises dans une fourchettealdeirg trés étroite, entre 2 et 4°18"
pour WEOM et entre 5 et 9.2&™ pour HLA.

Nous avons été surpris par la relative homogérdat valeurs des constantes de
vitesse normalisées compte tenu des différencesiqdighimiques marquées pour les
pesticides choisis. Une étude plus approfondie egseces réactives impliquées serait

maintenant nécessaire pour comprendre les résaliaesvés.
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Figure V. 13 : Cinétiques de disparition de la ntésoe (a), de I'éthofumésate (b) et de
I'’époxiconazole (c) pour des concentrations insiale 5.1 M. Irradiation en présence de
WEOM (m,e) et de HLA (3,0) extraits des composts GM180 (carrés) et UB1@0ds).
Comparaison pour une méme absorbange#A0,100.
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Les constantes de disparition de chacun des ptdlsammt calculées et normalisées a
une teneur de 1,00 majgL™ et elles sont présentées sur la Figure V. 14.

(a) WEOM

10+ [_IcM180

T uB120

mésotrione éthofumésate époxiconazole

(b) HLA
C_—1GM180
10+ I uB120

mésotrione  éthofumésate époxiconazole

Figure V. 14 : Constantes de vitesse de disparitemtrois pesticides étudiés : mésotrione,
éthofumésate et époxiconazole, normalisées & 1¢0Q fde carbone organique dissous des
WEOMs (a) et HLAs (b) pour les composts GM180 etlR2®.
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V.4. Conclusions

Cette étude a porté sur deux composts prélevéfféaedts temps de compostage
pour lesquels nous avons extraits les matiéresnayges a l'eau ou par un procedé

classiquement utilisé pour extraire les acides Ques de sols.

Les propriétés émissives et la capacité a prodierdoxygene singulet varient en

fonction de tous ces parametres. Il ressort dedéeles principaux résultats suivants :

e Quelque soit I'extractant utilisé, la quantité alwomophores extraits augmente
avec le temps de compostage tout comme les indsndiémission de fluorescence et la
capacité a produire de I'oxygene singulet. Ces @ihénes sont un peu plus marqués avec le
compost UB qui a subi une phase initiale de biodaxiypn qu'avec le compost GM. Ces
évolutions peuvent s'expliquer par une désagrégalies macromolécules permettant la

libération lors de I'extraction a I'eau pure de®otophores impliqués dans ces propriétés.

e Les spectres d'émission de fluorescence des HLA®EOMs de compost
présentent les mémes maxima ou épaulements queAsset WEOMs extraits de sols,
notamment 430, 510 et 550 nm. lls contiennent deacmémes espéeces fluorophores ou
mémes types d'especes fluorophores. Les intendlémission sont plus faibles et les

abondances relatives des fluorophores différentes.
e La capacité a produire de I'oxygene singulet kst faible pour les HLAs que pour
les HAs, mais plus importante pour les WEOMs de musts que pour les WEOMs de sols.

L'eau extrait donc mieux les chromophores d'un ashgue d'un sol.

e Nous avons de nouveau trouvé une bonne corrélatie les propriétés émissives

vers 500 nm et la capacité a produire de I'oxycpamgulet.
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Chapitre VI

Corrélations entre I'’émission moléculaire et la
production de I'oxygene singulet des substances

humiques : vers une identification moléculaire ?
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VI.1. Introduction

Les propriétés émissives des substances humiguébien établies. Afin d’identifier
les constituants a I'origine des émissions observ@esieurs auteurs ont tenté de trouver des

corrélations entre la fluorescence et certainesctansations structurales des échantillons.

® Mc Knight et al. introduisent un index de fluoresce ls¢/lsoo défini comme le
rapport de lintensité d’émission a 450 nm surtémsité d’émission a 500 nm pour une
excitation a 370 nm (Diane M. McKnight, 2001). @etex de fluorescence se correle au taux

d’aromaticité de différents acides fulviques (dfjure VI.1)

LFy Wig
187" LF

Fluorescence index
—
(4,1

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Aromaticity (%)

< microbiaily derived [ ] terrestrially derived A large rivers

X shingobesarea @00 ----- linear regression pewer fn regression

Figure VI. 1 : Index de fluorescencgdlsgoen fonction de I'aromaticité de différents acides
fulviques (I'aromaticité a été calculée par RMIE dans la zone des carbones aromatiques)
selon (Diane M. McKnight, 2001).

® Les émissions des pics attribuables a la tyrosireu tryptophane (émissions vers
350 nm) ont été corrélées aux concentrations aetes@minés totalement hydrolysables sur
109 matieres organiques provenant d’eaux mariNesnéshita et Tanoue, 2003). Il est

mentionné une présence quatre fois plus importmtgrosine que de tryptophane.

® Plus réecemment, Huguet et al. obtiennent de tr@snds corrélations entre

I'intensité de fluorescence rapporté aux pios, B, eta (définis au chapitre Il) et la teneur de
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carbone organique dissous de matiéres organiquestes d’eaux de I'estuaire de la Gironde
(cf. Figure VI.2), méme si cette corrélation estialsle selon la saison de I'année a laquelle

les prélevements ont été effectués (Huguet e2@D9).

dex/ NM Aem/ NM
| ov= 218 310-340
(a) = 260 380-460 s
s || B= 310 380-420 .o -
el @ 350 420-480

0y
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]
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DOC (umeliL)

Figure VI. 2 : Intensité d’émission des fluorophsreajeurs en fonction de la concentration
en carbone organique dissous, pour des eaux tleliesde Gironde collectées en septembre
2006.

® Les émissions des pies (380 — 460 nm pour une excitation a 260 nm) dlasi
fulviques ont été corrélées positivement avec laede en fonctions carboxyliques et
négativement avec les fonctions phénoliques (gurei VI.3).

. RFI vs Carboxyl Content of FAs A RFI vs Phenolic Content of FAs B
45
40 40
35 35
30 y =B.571x - 58.346 301
T 25 2. T 25
g > R’ = 0.8683 E >
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15 151 y = 18 643x + 73.976
10 10 R’ = 0.9601
5 5-
0 —_— c— e — 0 T T T
0 5 10 15 20 o o5 1 15 2 25 3 35
Carboxyl Content Phenolic Content

Figure VI. 3 : Indice de fluorescence du pic C enction des teneurs en groupements
carboxyliques (A) et phénoliques (B) pour des axiddviques (Alberts et Takacs, 2004).
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® Une autre étude sur 25 matiéres organiques niewsirde rivieres et de lacs,
montrent des corrélations plus ou moins bonne® éetirs propriétés d’émission, notamment
le rapport d’intensité du pig (310 — 340 nm pour une excitation a 275 nm) syida (420
— 480 nm pour une excitation a 350 nm), et leursppétés fonctionnelles comme le

photoblanchissement, le pouvoir tampon [I'hydroghilila capacité a complexer le
benzo[a]pyréne et I'adsorption de I'aluminium (Bakeal., 2008).

® Concernant les études photochimiques de la matig@nique, une étude récente
émanant du laboratoire (Cavani et al., 2009), atrégrour la premiere fois que l'intensité de
fluorescence a 500 nm pour une excitation a 300saraorrélait relativement bien avec la
vitesse de photooxygénation de I'alcool furfurykgoour une série de six fractions d’'un acide
humique de tourbe obtenues par ultrafiltration,rd@acide fulvique de cette méme tourbe et
pour l'acide humique Elliott. Ces premiers résugltdhissent entrevoir une possibilité
d’extension a d’autres types de matiéres organiques

Dans le chapitre 1V, nous avons montré qu’il extsine corrélation entre la constante
de vitesse de photooxygénation de I'alcool furfiny par les différentes fractions de I'acide
humique HAK et I'intensité de fluorescence a 550 Brans le chapitre V, nous avons étendu

cette corrélation a des WEOMSs et des HLAS provedardomposts.

Dans ce chapitre, nous avons donc voulu élargfiudle a d’autres acides humiques de
sols (Andosol, Léonardite, Kaldenkirchen, AldricRanker et Rendzine) et de tourbes
(Waskish et Pahokee), a des acides fulviques de (&a@lurentian, Ranker) et de tourbes

(Pahokee) et a deux matiéres organiques natufell@ése Suwannee et réservoir nordique).

Enfin, nous avons déconvolué les spectres d’'éanisafin de rechercher de données

communes a tous.
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VI.2. Corrélations entre Ig* et K* gga

VI.2.1. Extension des propriétés photosensiblisatrices eiméssives de
MON a des HA, FA et MON supplémentaires

Ces substances humiques ont été étudiées comniguexptécédemment. Les valeurs
de kra et k*rea sont rapportées dans le Tableau VI.1. La varigbdéintre les résultats est d’'un
facteur 10 pour #a et d’'un facteur 4 pour kfa. Les valeurs de-tso sont également portées

dans le Tableau VI.1.

Tableau VI. 1 : Constantes de vitesse de premire@pparentdea et kK*ega et intensités
d’émission moléculaire & 550 nit 450 normalisées a 1,00 mobgL ™" pour les HA, FA et

MON.
kera/ 10° ST | K¥epal/ st IF*s50/ 10 ua
HA Léonardite 0,12 0,08 0,69
HA Pahokee 0,15 0,09 0,64
HA Aldrich 0,17 0,10 1,06
HA Ranker 0,32 0,16 1,24
HA Waskish 0,05 0,02 0,20
HA Andosol 0,16 0,06 0,47
HA Kaldenkirchen 0,22 0,08 0,44
HA Rendzine 0,10 0,02 0,16
FA Pahokee 0,36 0,16 1,02
FA Laurentian 0,14 0,05 0,34
FA Ranker 0,44 0,05 0,22
MON NR 0,19 0,06 0,26
MON SR 0,14 0,04 0,21
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VI.2.2. Liens

photosensibilisatrices

entre propriétés émissives et capacités

Les tracéssso = f(k*rpa) sont donnés Figure V1.4 pour la totalité des étiHans

HA / HLA, FA, WEOM et MON.

Les corrélations entre les intensités d’émissiasiégulaire & 550 nm a 1,00 mol

Corg.L'1 avec leurs constantes de disparition de I'alcadiufylique, normalisée

a 1,00 mol

CoreL™! pour la totalité des échantillons HA / HLA, FA, \@&I et MON sont données sur la

Figure VI. 4.
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Figure VI. 4 : Corrélation entre les intensitédlderescence a 550 nm pour une excitation a

300 nm et les constantes de premier ordre appdeetisparition de FFA. Données
normalisées a 1,00 mol)g,.L'l pour (a) HA et HLA, (b) FA, (c) WEOM et (d) MON.
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Il apparait que pour ces quatre types de matierganmues, les coefficients de
corrélations sont assez proches. Les pentes dé@ssddes tracésHsso = f (k*rra) SONt les
plus élevées pour les HA (7,4%16). Celles de FA et WEOM sont légérement plusldaib
mais restent du méme ordre de grandeur (6&)L@oncernant les MON, je n'en ai testé que
deux, mais la pente est la plus basse de toutBsl@s). Les pentes restent cependant du
méme ordre de grandeur.

I semble donc que nous ayons trouvé des conditidianalyse ou I'émission
moléculaire a 550 nm et la production de l'oxygesiagulet sous irradiation soient
extrémement liées. Ceci est valable pour toutes hestieres organiques testées
photochimiquement, auxquelles nous avons ajoutéréagions de I'acide humique HAK

(voir Figure VI. 5 ci-dessous).

10 L%Fl’p..’: UF2p R2=0.96
) T "1 n=s9
R pente = (4,85 + 0,12).£6
8 -
O -
3 4
LOO |
—
\8 2 _
X [
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0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
1
k*FFA I's

Figure VI. 5 : Tracé de l'intensité de fluoresceacg50 nm, normalisée a 1,00 mQLgCL'l en
fonction de la constante de disparition de I'aldoofurylique, normalisée a 1,00 moL@L'l,
pour HA et HLA @), FA (), WEOM (A ), MON (V) et fractions de HAK ¥).
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Le coefficient de corrélation de régression linédR2 vaut 0.96 lorsque I'on trace
IF*s50 en fonction de k¥ra. ENn prenant les valeurs brutes ggdet de kea, le coefficient de
corrélation R2 n’est plus que de 0,74. La valeutadpente reste inchangée. En normalisant
les valeurs d'intensité et de constantes de dispardu FFA, il se trouve que les points se
déplacent le long de cette droite et que cinqudet points sur cinquante neuf se retrouvent
dans la zone des ¢, compris entre 0 et 0,2 alors que seulement septspsont situés entre
0,2 et 3,0 3. Le R2 n’est donc pas amélioré, en normalisare, gar le fait que les points ne
sont plus répartis de facon homogene le long de dedite.

Néanmoins, la corrélation positive entg&séo et k*=ra Semble mettre en évidence que
plus l'intensité d’émission d’'une solution de sapstes humiques est grande, plus elle est
capable de photogénérer de I'oxygene singuletni@&mes constituants semblent donc étre a
I'origine de ces deux propriétés et ces constitigptaient présents dans toutes les matieres

organiques.

Dans une derniere étape, nous avons procedé adécmnvolution des spectres

d’émission afin de les étudier plus finement eractrisant leurs différentes contributions
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VI1.3. Déconvolution des spectres d’émission

moléculaire

VI.3.1. Description de la méthode de déconvolution

Chacun des trente et un spectres d’émission deM'Elbrait pu étre déconvolué.
Cependant, nous avons limité I'étude a 3 longudimsde d’excitation différentes : 250, 300
et 360 nm. Les trois spectres d’émission de HAKHAL Ell ont été déconvolués avec le
logiciel Peak Fit, jusqu’a avoir un bon ajustemawtc le spectre obtenu expérimentalement.
(cf. Figure VL. 6). Le choix de ces trois longuedisnde d’étude se justifie pour :

® 250 nm car toutes émissions de type Rayleigh etaRadu premier et du second
ordre sont exclues du spectre d’émission ;

® 300 nm car a cette longueur d’onde des absorba&ocstantes et égales a 0,100 ont
été choisies pour les réactions photochimiques dgeEFA et la lecture des spectres
d’émission moléculaire ;

® 360 nm car c’est la longueur maximale d’émissienlalumiere polychromatique

émise par les lampes du dispositif d’irradiation.

Il nous a tout d’abord fallu transformer les lorgts d’'onde (nm) en nombre d’onde
(cmY). Ensuite les spectres sont retravaillés, avampmélution, par un lissage selon
I'algorithme de Savitzky-Golay et un filtre digitedpartissant chacun des points du spectre de
fagcon homogene. La déconvolution des spectres d&am a été faite avec un certain nombre
de gaussiennes. L'égquation mathématique de la igangsest la suivante :

X_
y = a,.exp05.(C_2)’]
a
ou & est I'amplitude du pic,;aest le centre du pic et ast la largeur du pic.
Pour 'ensemble des déconvolutiong,ed & pouvait varier de 100 % et @ouvait
varier de 50 %. Généralement les meilleurs ajustésnse faisaient lorsque nous utilisions

une largeur de bande & mi-hauteur comprise entde 80700 cnt. lls étaient considérés

comme bons lorsque le coefficient de corrélatiotai supérieur a 0,9990.
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Figure VI. 6 : Déconvolution des spectres d’émissid250, 300 et 360 nm de
HAK et HA EII.
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VI.3.2. Validation de la méthode de déconvolution

Il apparait que selon la longueur d’onde d’exaitati 250 nm, 300 nm ou 360 nm, le
spectre d’émission de HAK se déconvolue respectveran 10 gaussiennes, 16 gaussiennes
(dont quatre pour les raie Rayleigh et Raman dmieneet second ordre situées a 300, 335,
600 et 667 nm) et 13 gaussiennes (dont les raigeiBh et Raman du premier ordre situées a
360 et 410 nm). Pour HA Ell, la déconvolution si faspectivement en 11 gaussiennes, 16
gaussiennes (dont quatre pour les raie Rayleidghagtan du premier et second ordre) et 10
gaussiennes (dont les raies Rayleigh et Ramanetaig@r ordre).

La Figure VI.7 indique la distribution en pourcegega des aires des gaussiennes
localisées en des centres(am) repérés tous les 25 nm, aprés déconvolutenspectres
d’émission aux trois longueurs d’'onde d’excitatichoisies. Dans cette configuration
d’analyse, I'émission totale mesurée pour une aiort a 250 nm correspond a 100 % du
total des aires des gaussiennes obtenues par adatiow. Elle ne représente plus que 50 %
et 40 % de I'’émission totale, pour les longueumnde d’excitation respectives de 300 et 360
nm, du fait des émissions correspondant aux rasgelRgh et Raman du premier ordre et
second ordre. J'ai donc volontairement retiré ledpales émissions de type Rayleigh et

Raman dans la représentation graphique Figure VI.7.
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trois longueurs d’'onde d’excitation a 250, 300&@ 8m, pour les acides humiques HAK et

HA EII.
127



Chapitre VI - Corrélations entre I'émission molégel@t la production de I'oxygene singulet des &uizes humiques :
vers une identification moléculaire ?

Une des premieres difficultés qui est apparuelasiéconvolution en un certain
nombre de pics qui peut étre variable selon ladeng d’onde d’excitation & laquelle est lu le
spectre d’émission et selon l'origine de I'acidertigue.

Au premier abord, les spectres d’émission a 30Gamblent complexes a analyser du
fait de la présence de quatre raies diffusionneffles dernieres peuvent cependant étre fixées
manuellement avec le logiciel Peak Fit et ainsdrerla déconvolution plus simple et plus
stable selon l'origine de I'acide humique. En effeur HAK et HA Ell, la déconvolution se

fait avec un méme nombre de gaussiennes.

Nous pouvons décrire la Figure VI.7 de la faconasnte :

® de 300 a 400 nm, I'analyse des gaussiennes dsileifiu fait de la présence des
raies Rayleigh et Raman du premier ordre pour wuitation a 300 nm et du manque
d’'information concernant les émissions pour undtation a 360 nm. On peut ajouter que le
poids des gaussiennes dans cette gamme de lordjoades est trés faible : de I'ordre de 10
% de I'émission totale ;

® entre 400 et 500 nm, la déconvolution améne dassgannes localisées dont deux
sont communes quelque soit I'acide humique congidéelles a 400 et celles a 430 nm. Le
poids de ces deux gaussiennes varie entre 15 a @@ ¥&mission totale. La gaussienne
centrée sur 400 nm n’est plus visible pour unetation a 360 nm.

® de 500 a 600 nm, on retrouve les gaussiennesesrdr500, 560 et 600 nm. Quand
la longueur d'onde d’excitation augmente (a 300360 nm), il semble qu'une autre
gaussienne centrée sur 525 nm apparaisse. Le gwicss gaussiennes a I'émission totale est
compris entre 40 et 50 % ;

® au-dela de 600 nm, I'analyse des gaussiennesasbul/eau difficile du fait de la
présence des raies Rayleigh et Raman du secorsmydr une excitation a 300 nm. Le poids

des gaussiennes y est compris entre 15 et 25 %.

Les expériences de photosensibilisation étant eseaabsorbance constante de 0,100
a 300 nm, dans des enceintes ou les lampes émettentimiére polychromatique de 300 a
450 nm, jai choisi de travailler la déconvolutimur des spectres d’émission, pour une
excitation a 300 nm.
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La Figure VI. 8 présente la déconvolution des spsad’émission a 300 nm de HA,
FA et WEOM provenant du sol Elliott. La déconvotutise fait respectivement en 16, 19 et
18 gaussiennes dont les centres sont reportés Jableau VI.2. Nous avons la encore retiré

volontairement les gaussiennes attribuées aux Ragkeigh et Raman du premier et second
ordre.
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Figure VI. 8 : Déconvolution en gaussiennes destsged’émission de HA Ell, FA Ell et
WEOM Ell. Excitation a 300 nm.
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Tableau VI. 2 : Centres &n nm) des gaussiennes obtenues par déconvotiggspectres
d’émission de HA Ell, FA Ell et WEOM Ell. Excitatioa 300 nm.

HA Ell FA Ell WEOM Ell

329

356 351 353
360

376 374 369

388 386

403 403 403

427 418 422
434

448 454 441

471 476 464

499 502 492

526 530 519

558 560 553

597 601 601

635 635 644

694 700 700

Nous retrouvons les gaussiennes centrées suA300500, 525, 560 et 600 nm a 3-8
nm pres. Il apparait en plus des gaussiennes cossraentrées sur 350, 370, 450 et 470 et
640 et 700 nm a 4-9 nm prés. Au total, douze gaosss sont communes sur ces trois
échantillons HA, FA et WEOM qui n’avait a priori @n point commun, comme nous

pouvons le voir sur leurs spectres d’émission pmer excitation & 300 nm (cf. Figure VI. 9).
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Figure VI. 9 : Spectres d’émission de HA Ell, FA & WEOM EIl pour une excitation a 300
nm, recalculés a partir de la déconvolution en gianses donnée sur la Figure VI. 8, avec R2
> 0,9990.
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Les corrélationsgr = f (k* ppa) sont les meilleures lorsque I'on choisit des losmgs
d’émission supérieures a 500 nm. J'ai volontairenfi@ralisé mon attention pour la suite sur
les gaussiennes centrées au dela de 500 nm, notdaraardes gaussiennes centrées sur 500,
525, 560 et 600 nm a 3—7 nm pres qui sont griséa gtigure VI. 8.

VI.3.3. Corrélation entre la production d’oxygene singulet et les

composantes émissives de type gaussienne localissesiela de 500
nm

J'ai déconvolué les spectres d’émission a 300 nmmlde HA de sols, 2 HLA de
composts, 5 FA de sols et 2 WEOM de sols, soingixf matiéres organiques différentes. Il a
ete vérifié que la méthode conduisait systématigutraux quatre gaussiennes centrées sur
500, 525, 560 et 600 nm a 3-7 nm pres.

J'ai ensuite tracé les courbes représentant tes de chacune des quatre gaussiennes

normalisées a 1,00 quQ,L'l en fonction de k#=». Il apparait que la rel ation est linéaire (cf.
Figure VI. 10).
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Figure VI. 10 : Tracé de l'aire de la gaussienn&rée sur 560 nm pour les 19 matieres
organiques testées en fonction de la constanpeaheier ordre apparent de disparition de
FFA. Données normalisées a 1,00 mg}C™.
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Les pentes de ces droites sont indiquées suleda VI. 3 ci-dessous.

Tableau VI. 3 : Valeurs des pentes des droitegsgmtant 'aire des gaussiennes centrées sur
500, 525, 560 et 600 nm en fonction ded* Normalisation & 1,00 molg.L™.

=Y 500 nm 525 nm 560 nm 600 nm
Pente (/165) 8,09 +0,61 7,97 +0,52 7,21 +0,46 463 +0,34
R2 0,73 0,79 0,80 0,78

Les pentes sont comprises entre 8,09s16t 4,63. 10s pour les quatre gaussiennes
décrites precédemment avec des coefficients deesgign linéaire R2 voisin de 0,80 (cf.
Tableau VI. 3). Les gaussiennes centrées sur H®eb560 nm ont curieusement une pente
du méme ordre de grandeur, avoisinant 7$5s10a pente semble légérement décroitre avec
la localisation a(nm) de la gaussienne.

L’aire de la gaussienne centrée sur 600 nm seleonien linéairement avec g¢a
(pente de 4,6.£®t R2 = 0,78). Je peux signaler que cette gaussieantrée sur 600 nm est
difficile @ manipuler du fait de la présence dad& Rayleigh du second ordre, mais cette
baisse brutale de la pente n’est pas anodine tiddda décroissance de l'intensité d’émission
sur les spectres bruts de tous les échantillonsques.

Cette pente est proportionnelle a la contributiomyenne des gaussiennes obtenues
aux quatre longueurs d'onde provenant .de 19 matanganiques différentes.
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VI1.4. Conclusions

Tous les échantillons humiques testés sont flgerds et présentent des spectres
d'émission similaires s'étendant sur une large gaakenlongueurs d'onde allant de 300 nm a
700 nm et présentant des mémes maxima localisépaulements). Ceci suggére que les

mémes fluorophores sont impliqués dans ces émission

e Selon la nature (HA, FA ou WEOM) et l'origine (sotourbes, composts, eaux de
riviere) des substances humiques, les contributiaatives des différents fluorophores
varient (d'un HA & un autre et d'un FA ou WEOM &autre).

e Afin d'affiner la corrélation, nous avons cherchéanalyser plus finement les
phénomenes en déconvoluant les spectres d'émidgiofiuorescence en une somme de

composantes de forme gaussienne.

e |l est apparu que plusieurs composantes gaussieopatrées sur des longueurs
d'onde variant de 300 a 700 nm (par exemple 350, 480, 500, 520, 560, 600 nm) et de
largeur & mi-hauteur égale & 600 ‘tmétaient communes aux différents échantillons

humiques. Ceci confirme la présence de constitu@msnuns.
e Pour ces quatre dernieres composantes (500, 520et5600 nm), nous avons pu

établir une bonne corrélation avec les paramétregiques. Ceci prouve qu'elles proviennent

de fluorophores impliqués dans la photosensibitigat

133



Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

134



Conclusions et perspectives

Cette étude avait pour objectif de caractérissrfl@orophores et les constituants
photosensibilisateurs des substances humiques.rawailt a porté sur plusieurs acides
humiques extraits de sols ou de composts et a éeposdes caractérisations spectrales (UV

et fluorescence) et sur une étude de réactivité smadiation.

» Les spectres UV-visible et les spectres d’émissierfluorescence des différents

échantillons ont été le plus souvent comparés aeng@mcentration de carbone organique.

» Les mesures de fluorescence et de photoréaatinitété réalisées sur des solutions
présentant une absorbance faible et identique &1800 nm) pour tous et les données ont

été normalisées a méme concentration de carboaeiqrgp.

* Pour l'étude des propriétés photosensibilisatricesis nous sommes surtout
intéressés a la capacité des échantillons a pediér I'oxygéne singulet et l'alcool
furfuryliqgue a été utilisé comme sonde moléculaZette molécule a ses limites car elle ne
piege que l'oxygene singulet présent dans les zbyeophiles. Mais, elle présente aussi
lavantage de permettre la discrimination entre tpdensibilisateurs hydrophiles et

hydrophobes.

* Pour deux des acides humiques de sol, nous avodg én parallele, I'acide
humique lui-méme et la fraction de sol solubleeall. Pour un acide humique, nous avons
examiné les fractions obtenues de deux faconsréliftés : SEC-PAGE en présence d’'urée et
ultrafiltration en présence d'urée. Dans le casa@sposts, nous avons étudié les acides de
type humiques et les fractions solubles a I'eau.

» Pour un grand nombre d’échantillons, nous avoonséuté a la déconvolution des

spectres d’émission de fluorescence afin de |lcaales différentes composantes gaussiennes.

Localisation des fluorophores et les constituantshmtosensibilisateurs

Il avait été montré au laboratoire que la fractidiacide humique de masse

moléculaire comprise entre 5 et 30 kDa obtenueSgaE-PAGE en présence d’'urée contenait
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beaucoup plus de constituants fluorophores et ghawbilisateurs que les fractions de haut
poids moléculaires (30 a 100 kDa et 100 a 300 kDa).montré au cours de ce travail que la
fraction < 5 kDa contient elle aussi une grandetipales fluorophores et des especes
photosensibilisatrices. Les mesures par fluoregcent permis de mettre en évidence que les
fractions 5 a 30 kDa et < 5 kDa sont assez compliéaires puisque la premiére présente un
maximum d’émissions a 540 nm et des émissions Budd#e600 nm alors que la deuxieme un
maximum d’émissions a 510 nm et des émissions ssods de 450 nm. L’acide humique

entier présente I'ensemble de ces émissions. laidra< 5 kDa produit plus d’oxygene

singulet que la fraction 5 a 30 kDa. En accord aeda, les extraits aqueux WEOMs qui sont
censés contenir des molécules d’assez faibles massiéculaires sont a la fois fluorescents
et photosensibilisateurs. Les HLA et les WEOMSs admposts sont faiblement fluorescents et

faiblement photosensibilisateurs. Ces propriét@snamtent avec les temps de compostage.

Caractéristigues communes a tous les échantillons.

Les spectres d’émission de fluorescence de tauédeantillons étudiés (HA, HLA,
FA, WEOM, MON, fractions SEC-PAGE ou ultrafiltrésht en commun les mémes maxima
ou épaulements. Ceci traduit I'existence de flubosps communs. Ces similitudes ont pu
étre confirmées dans la majorité des cas par land@tution des spectres en composantes de
forme gaussienne. Plusieurs composantes appartaidgagnmémes nombres d'onde. Les
intensités de ces composantes varient d’'un éclmanél I'autre traduisant des différences de
concentrations des fluorophores impliqués.

Relations entre fluorophores et les constituants gitosensibilisateurs.

Tous les échantillons humiques étudiés photosiissiiit la photooxygénation de
I'alcool furfurylique. L'ordre de réactivité sur lbase d’'une comparaison & méme carbone
organique est la suivante :

A =Ry ,= B =WEOMs sol < HLA composts matures < WEOM composasures

< HA sols < C+D < UR l'urée

Si I'on rapporte la capacité photosensibilisatdes substances humiques exprimée paak*

la constante de vitesse de premier ordre apparentplibtooxygénation de ['alcool
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furfurylique, aux intensités d’émission de fluoresce au-dela de 500 nm ou aux
composantes de forme gaussiennes (500, 525, 5680@tnm) on obtient une bonne
corrélation (R =0,96, n=59). Cela n’est en revanche pas obseéfi@sconsidére I'émission
de fluorescence a plus courte longueur d'onde éssalis de 450 nm).

L’existence de cette corrélation suggére fortemgoe les mémes constituants sont
responsables de ces deux propriétés. Il faut égaiemoter que la corrélation est assez
meédiocre lorsque I'on utilise le 2,4,6-triméthylploé comme capteur d’états excités triplets.
Cette molécule est plus hydrophobe que I'alcodufytique. Les résultats semblent indiquer
que les constituants fluorescents et photosersibdlurs sont situés dans les zones
hydrophiles.

Perspectives.

Si les constituants fluorescents et photosens#tdurs ne sont pas encore identifiés,
ils sont en revanche localisés et nous avons asguisux des renseignements essentiels pour
la suite. Afin de compléter ce travail, il seraftéressant de déterminer la nature des
composés responsables des composantes gaussiemmesires aux différents échantillons.

Il faut noter des a présent que cette détermingieut étre simplifiée car certaines de ces
composantes peuvent correspondre a des structiragionnelles d'un méme compose : le
nombre de composeés fluorescents rendant compteekire observé peut alors étre plus

restreint que celui attendu.
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Annexe 1 : Fractions par SEC-PAGE d’un acide humigrovenant d’'un sol chernozem.
Normalisation & une concentration de carbone oggenilissous de 1,00 mof:L
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Annexe 2 : Fractions par ultrafiltration a 'uréei acide humique provenant d’un sol
chernozem. Normalisation & une concentration deocer organique dissous de 1,00 mol.L
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Annexe 3 : Fractions par ultrafiltration au phogehdiun acide humique provenant d’un sol
chernozem. Normalisation & une concentration deocer organique dissous de 1,00 mol.L
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Annexe 4 : HLA des composts GM060, GM120 et GMI8@rmalisation a une
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Annexe 5 : HLA des composts UB030, UB0O75 et UBI®6rmalisation a une concentration
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Annexe 6 : WEOM des composts GM060, GM120 et GMMN&f¥malisation a une
concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.
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Annexe 7 : WEOM des composts UB030, UB0O75 et UBMNrfymalisation a une
concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.
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Annexe 8 : WEOM,oo des composts GM060, GM120 et GM180. Normalisatiame

concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.
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Annexe 9 : WEOM oo des composts UB030, UB075 et UB120. Normalisagiame
concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.

/ nm

)\ excitation

1,04
“.‘U? 1
— 089 —— UB030
3 ' UBO075
O 0.6 UB120
o <4
£
5
—
O
w J
0,0 T T == '—"1:';...-”...
300 400 500
A/ nm

WEOM . UBO075

VAl 1:,200
| divisée par 2

/ nm

}‘ excitation

600

/ nm

excitation

WEOM, ., UB030 &

=
&

300 350 400 450 500 550

WEOM

D
o
o

~< 300

1:200

émission

/ nm

UB120
| divisee par4 .~

@

300 350 400 450 500 550

12

14

Intensité d’émission / u.a.

155

émission

16

/ nm

18

20



Annexes

Annexe 10 : WEONoic, 1:200 des composts GM060, GM120 et GM180. Normalisatiome
concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.
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Annexe 11 : WEONouic, 1:200 des composts UB030, UBO75 et UB120. Normalisadiome
concentration de carbone organique dissous demgd@ ™.
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Annexe 12 : WEOMaci2 0,01m, 1:2000€S composts GM060, GM120 et GM180. Normalisaéion
une concentration de carbone organique dissous08eiol.L'.
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Annexe 13 : WEOMaci2 0.01m,1:2000€S composts UB030, UBO75 et UB120. Normalisaéion
une concentration de carbone organique dissous0@eiol.L'.
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Annexe 14 : HA de différents sols. Normalisatiomn& concentration de carbone organique

dissous de 1,00 moliL
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Annexe 14 (suite) : HA de différents sols. Normetiien a une concentration de carbone
organique dissous de 1,00 mét.L
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Annexe 15 : FA de différents sols. Normalisatiaim& concentration de carbone organique
dissous de 1,00 moliL
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Annexe 16 : WEOM de deux sols différents. Normalisaa une concentration de carbone
organique dissous de 1,00 mét.L
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Annexes

Annexe 17 : MON de la riviere Suwannee (SR) etahervoir nordique (NR). Normalisation
& une concentration de carbone organique dissoli®femol.L™.
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Annexes

Annexe 18 : % de carbone total (avec eau et cepditede carbone organique dissous (%
DOC) mesuré dans une solution de concentratiomviagie 50 & 100 mg, et
concentrations en carbone organique dissotgl [€2lculée dans une solution &oeé= 0,100.
Ces derniéres valeurs ont été utilisées pour efedts normalisations, de 29 matieres

organiques extraites de sols, de tourbes et direwi

% C % DOC [Corg] / 10*mol.L ™"
UF, - - 0,82
UF3, - - 0,87
UF1 - - 0,97
UF7 - - 1,06
HA Elliott 49,0 51,7 1,45
HA Léonardite 57,4 40,4 1,48
Roo. - 53,9 1,55
HA Kursk 56,2 56,3 1,55
HA Pahokee 49,6 47,7 1,71
HA Aldrich 41,9 33,5 1,73
Fraction C+D 44,1 - 1,47
UF2.00. - 27,5 1,82
HA Ranker 46,2 32,0 1,99
Fraction B 43,6 - 2,02
FA Elliott 37,9 44,1 2,09
FA Pahokee 41,1 46,2 2,15
UF1, 31,5 22,5 2,20
HA Waskish 49,8 38,7 2,33
HA Andosol 50,5 45,1 2,69
HA Kaldenkirchen 43,3 34,3 2,69
Fraction A 38,6 - 2,81
MON NR 26,0 31,7 2,88
FA Laurentian 45,1 46,5 3,11
MON SR 44.6 43,9 3,90
HA Rendzine 47,9 36,3 4,10
FA Ranker 40,2 45,9 8,31
WEOM Elliott 31,6 27,0 10,79
WEOM Kursk 20,9 11,9 10,82
FA Kursk - 41,3 11,35
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Annexe 19 : % de carbone total (ni eau, ni cengdfég)e carbone organique dissous (%
DOC) mesuré dans une solution de concentratiomniagie 50 & 100 mgiet concentrations
en carbone organique dissoug{¢ mesuré dans une solution gé= 0,100. Ces dernieres
valeurs ont été utilisées pour effectuer les nagatbns de 30 matiéres organiques extraites
de compost testées.

% C % DOC [Corg] / 10*mol.L™
HLA GMO060 47,2 44.9 2,73
HLA GM120 45,2 48,1 2,20
HLA GM180 45,3 42,8 2,14
WEOM GMO060 34,7 29,6 12,28
WEOM GM120 30,9 32,8 12,32
WEOM GM180 29,2 29,7 5,43
WEOM yp 120 GM0O6G0 - 38,3 9,94
WEOM yp 120 GM120 - 29,8 6,90
WEOM yp.1.20c GM180 - 22,9 4,71
WEOM vonic.1:20c GM0O60 - 18,4 10,43
WEOM vonic,1:20c GM120 - 18,4 7,83
WEOM vonic.1:20c GM180 - 16,4 531
WEOM caci2 0,01v,1:20 GMO60 - 4,7 11,00
WEOM caci2 0,01v:1:20 GM120 - 4,1 8,83
WEOM caci2 0,01v:1:20¢ GM180 - 3,6 6,52
HLA UB030 49,3 47,8 3,47
HLA UBO75 45,4 43,1 2,11
HLA UB120 46,1 44,0 2,13
WEOM UB030 33,2 28,4 22,27
WEOM UBO075 28,9 25,0 10,46
WEOM UB120 12,2 12,4 5,92
WEOM yp 120 UBO30 - 31,7 14,04
WEOM yp 120 UBO75 - 21,1 6,82
WEOM yp 120 UB120 - 18,6 4,01
WEOM vonic.1:20c UBO30 - 28,5 14,58
WEOM vonic.1:20 UBO75 - 15,7 7,61
WEOM vonic.1:20c UB120 - 10,0 4,19
WEOM caci2 0,01v,1:20c UBO30 - 10,5 15,16
WEOM caci2 0,01vs1:20c UBO75 - 3,9 8,18
WEOM caci2 0,01v1:20c UB120 - 2,7 5,34
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La matiere organique naturelle (MON) est un méarmmgmplexe de molécules
provenant de débris végétaux et animaux. Elle aapecité d'absorber la lumiéere solaire par
des entités chimiques, appelées chromophores, muamsi la voie aux études de
caractérisation et de photoréactivité basée spinddochimie.

Nous avons étudié les propriétés spectroscopigtiggotochimiques de la matiere
organique de sol obtenue par ultrafiltration. Cétigde a été étendue a la matiere organique
de compost, ou les matiéres premiéres et le prosgakecontrolés et connus de 'homme. Le
but de ce travail a été d'établir une relation texisentre ces deux propriétés et de tenter
d'identifier des structures chimiques responsaliesla photoréactivité de la matiere
organique.

Une premiere étape a consisté a localiser lesnubphores émissifs de la MON,
egalement appelés fluorophores, et a conduit &ifixsles fluorophores par leurs longueurs
d'onde d'émission et en fonction de la taille dastions impliquées.

Dans une deuxiéeme étape, par des tests de ré&acphiotochimique entre des
molécules sondes et la matiere organique naturtheété montré que les espéces réactives
oxygénees (ROS) étaient produites sous irradiaidntervenaient dans la photodégradation
de pesticides volontairement introduits en soluéiqoeuse.

Notre attention s'est orientée vers |'oxygeneweigres réactif vis-a-vis de I'alcool
furfurylique, utilisé comme sonde. Il a été trouyge, dans nos conditions d'irradiation, les
emissions des fluorophores aux grandes longuewrsdel' se corrélaient positivement et
linéairement aux constantes de disparition ded@lturfurylique (R2 = 0,96, n = 59).

Pour la premiére fois, une tentative de corréhatatre réactivité et structure de la
matiére organique d'origine variée a été envisagéa conduit a un caractére prédictif
relativement fiable.

Pour tenter de préciser la nature exacte desofilnares, le signal brut d'émission de
fluorescence de la matiére organique a été déco@wa composantes gaussiennes afin d'en
caractériser les structures vibrationnelles deférdifites émissions observées. Les résultats

obtenus ont été confrontés aux hypothéses propda@eda littérature.

Mots clefs : Matieres organiques naturelles - Pesiides — Photoréactivité — Fluorescence



Natural organic matter (NOM) is a complex mixture of molecules formed from
decomposition of the dead organic matter of animals and plants. A fraction, refered to as
humic substances, absorb solar light and exhibits photosensitizing properties. The objective of
this thesis was to investigate the photodegrading properties of a variety of humic substances.
In particular, we tried to find correl ations between these properties and spectral characteristics
(absorbance, fluorescence). The goa was to identify the absorbing entities responsible for the
photosensitizing properties.

Many samples were studied: humic acids extracted from soils, fractions of these humic acids
obtained by ultrafiltration, water extracts of soils, humic-like acids extracted from compost,
water extracts of compost. For all, spectral and photosensitizing properties were investigated
simultaneously. Two molecular probes, 2,4,6-trimethylphenol and furfuryl acohol were used.
The former is oxidized by humic triplet excited states through electron transfer and the latter
is photooxygenated by singlet oxygen produced by electron transfer between humic triplet
excited states and ground state oxygen. Active ingredients of phytosanitary formations were
tested too.

The following important results were obtained. The components that are fluorescent above
500 nm are located in the macromolecules of molecular weight lower than 30 kDa. The
emission band is large and can be splitted in two. The one, with an emission maximum at 515
nm, corresponds to the fraction of molecular weight less than 3 kDa; the other, with an
emission maximum at 545 nm, corresponds to the fraction of molecular weight higher than 3
kDa. The production of singlet oxygen is positively correlated with the intensity of emission
between 500 and 550 nm. This correlation was obtained for many samples and for very
different samples. This means that photosensitizing components are fluorescents at long
wavelength. This results is an important step in the understanding of the photochemical
behaviour of humic substances and should be of help for the characterization of

photosensitizing chromophores.

Key-words : Natural organic matter - Pesticides — Rotosensitizing — Fluorescence
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