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Résumé

Afin de caractériser la nature et le réle des particules fines et colloidales (PFC) dans les
milieux de subsurface, le suivi dans le temps des PFC contenues a la fois dans les retombées
atmosphériques et dans les eaux d'infiltration et la détermination des facteurs contrélant la distribution
et I'évolution des PFC dans I'environnement a été réalisée. La démarche utilisée est basée
essentiellement sur des observations in situ et consiste a prélever mensuellement, sur le terrain, les
PFC contenues dans les retombées atmosphériques et dans les eaux d'infiltration d'un sol. L'étude en
MET/EDX des PFC individuelles a permis de réaliser une caractérisation typologique et physico-
chimiques et d'étudier leur abondance et leur réactivité face aux contaminants. Par ailleurs, la
connaissance des parametres environnementaux de chacun des sites et I'étude statistique détaillée de
I'évolution de PFC a permis de proposer un modéle conceptuel de la I'évolution dynamique
(distribution, réactivité) des PFC dans les environnements considérés.

Les résultats obtenus en microscopie montrent que la trés grande majorité des particules ont un
diamétre inférieur a 0,45 pm. L’étude systématique au MET et a 'EDX des échantillons a permis de
caractériser les particules présentes et de différencier plusieurs types récurrents dans des contextes
environnementaux distincts, ainsi les PFC sont, (i) minérales et constituées par des argiles plus ou
moins altérées, des oxy-hydroxydes et des sels (sulfures, chlorures) avec la présence ponctuelle de
carbonates et de tectosilicates, ou (ii) organiques et constituées par des bactéries ou de la matiére
organique non-vivante (exsudats de bactérie et matiére organique dégradée), ou encore (iii) des
associations mixtes de particules organiques et minérales formant des micro-agrégats organo-
minéraux. Au-dela de I'étude typologique, la caractérisation des propriétés physico-chimiques des
différents types de PFC a permis d'en identifier les sources, I'abondance et la réactivite.

L'étude de la distribution au cours du temps des PFC des retombées atmosphériques et la
connaissances des facteurs environnementaux sur les deux sites étudiés a permis de mettre en évidence
les facteurs clefs contrélant la distribution des PFC. Ainsi, il apparait, dans un premier temps, que
I'intensité et la hauteur de pluie sont les facteurs principaux mis en jeu. Cependant, la localisation et le
mode d'occupation des sols influent également en modifiant, en amont, les sources de PFC et en aval
I'action de la pluie. En effet, si I'étude de la dynamique des PFC des retombées atmosphériques sur les
deux sites montre une influence trés nette de la pluie, les deux sites montrent une réponse différente.
L'acteur majeur contrélant les dépbts de PFC est la pluie, modifié par la présence de couvert végétal
qui induit un enrichissement en éléments et l'agrégation des PFC sur les feuilles. L'acteur majeur
contrélant les PFC dans les eaux d'infiltration du sol étudié est la dynamique hydrique du sol et donc
les fluctuations de son état de saturation en fonction de la profondeur considérée et de la pluviosité.

Enfin, ce travail permet de souligner trois résultats importants que sont : la mise au point d'une
méthodologie efficace, la mise en évidence d'un vecteur de contaminants essentiel et souvent négligé
que sont les bactéries, via les observations in situ et des expériences en laboratoire et I'importance des
mécanismes d'agrégation dans le transport des PFC.

Mots-clés : sol, retombées atmosphériques, bactéries, colloides, nanoparticules, suivi in situ, zone

vadose, microscopie électronique analytique, transport colloidal, As, Pb.



Abstract

In order to characterize the nature and the role of fine and colloidal particles (FCP) in subsurface
environments, a time-monitoring of FCP from atmospheric deposition and soil infiltration water and
the determination of key factors controlling the distribution of the FCP were performed. The
methodology is essentially based on in situ observations and consists on month-scale sampling of the
FCP from atmospheric deposition (under a forest and over a vineyard) and soil infiltration water (in
the vineyard). TEM/EDX study of individual FCP permitted a typological and physical-chemical
characterization as well as the study of their abundance and reactivity facing contaminants. Moreover
knowing the environmental parameters of each sampling sites and detailed statistical study of FCP
evolution permitted to propose a conceptual model of the dynamic evolution (distribution, reactivity)
of the FCP in the sampled environments.

Microscopic observations showed that the majority of particles have a diameter inferior to
0.45 um. Systematic investigations on the samples using TEM and EDX permitted to characterize
particles and differentiate several recurrent types in the distinct environments. Then FCP are (i)
mineral-types composed of automorphous and altered clays, oxi-hydroxides and salts (sulphur and
chlorine) including rare tectosilicates and carbonates, or (ii) organic-types composed of bacteria and
non-living organic matter (bacterial products and altered organic matter), or (iii) association of organic
and mineral types forming organo-mineral micro-aggregates. Additionally, the characterization of
physical and chemical properties of the different types of FCP permitted to identify their source,
abundance and reactivity.

The study of the time-distribution of the atmospheric FCP combined with the knowledge of
environmental factors on the two sampling sites permitted to determine the key-factors that control the
FCP distribution. Then, it appears that the amount and the intensity of the rain are the primarily
factors. However, geographical position and occupation mode of the soils also have an influence by
modifying, before the sources and after the rain action. Indeed, even if the study of the dynamic of the
atmospheric FCP shows a strong influence of the rain, both sites have a different answer. The main
actor controlling FCP from atmospheric deposition is the rain, modify by the vegetal cover which lead
to a chemical enrichment and aggregation onto the leaves. The main actor controlling FCP from the
soil infiltration water is the hydrological properties of the soil and so the fluctuation of the saturated
state according to depth leading to aggregation processes.

Finally, this work highlighted three important results: (i) the development of an efficient
methodology, (ii) the evidence of an essential and often neglected contaminant vector, which are
bacteria, via in situ observations and batch experiments, and (iii) the importance of the micro-
aggregation processes in the transport of the FPC.

Keywords: soil, atmospheric deposition, bacteria, colloids, nanoparticles, in situ monitoring, vadose
zone, analytical electron microscopy, colloidal facilitated transport, As, Pb
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Dans le cadre des études environnementales récentes sur la pollution des sols et des eaux par
les métaux lourds, I’ensemble des publications soulignent 1’absence d’un facteur de
connaissance dans la compréhension de la mobilité des éléments (Sparks, 2001). Pour de
nombreux auteurs cette lacune se situe a ’interface entre la phase « dissoute » et la phase
« solide ». Cependant, depuis la fin des années 1980, une partie de cette lacune a été
approchée par I’étude détaillée des colloides considérés comme des vecteurs de pollution
aussi bien en milieu aquatique que pédologique (Vinten & Nye, 1985; McDowell-Boyer et al.,
1986; McCarthy & Zachara, 1989). Par exemple, Roy & Dzombak (1997) ont montré la
relation entre le type de contaminant et la concentration en matiéres en suspension (MES)
dans le transport de contaminants a travers un milieu poreux. Par ailleurs, de nombreuses
études récentes (années 1990-2000) se sont focalisées sur I’importance, d’un point de vue
quantitatif, de ces colloides dans la dynamique du transfert de certains éléments (McCarthy &
Zachara, 1989; Atteia & Kozel, 1997; Denaix et al., 2001; Citeau et al., 2003; Gueguen &
Dominik, 2003; Eyrolle et al., 2004). Indépendamment du type de milieu, la phase particulaire
semble souvent jouer un rdle important sinon prédominant dans le transfert de certains
éléments potentiellement toxiques. La grande majorité de ces travaux a ainsi permis de
caractériser I’importance des MES dans ’environnement. De plus, de nombreux travaux se
sont focalisés sur leur comportement en conditions expérimentales contrélées, ce qui permet

de mieux appréhender les mécanismes mis en jeu.

Récemment, il a été montré que les particules nano- a micrométriques jouent un role de
premiére importance dans le contrdle du cycle des métaux toxiques dans l'environnement
(Sparks, 2005). Ainsi, il apparait que la petite taille et les grandes surfaces des nanoparticules
affectent drastiquement les réactions géochimiques (Hochella & Madden, 2005). Par ailleurs,
une autre voie par laquelle les nanoparticules peuvent affecter le cycle de métaux dans
I'environnement, celle des nanoparticules apportées par le vent, a été mise en évidence

(Utsunomiya et al., 2004). Les articles de synthese récents (DeNovio et al., 2004; McCarthy
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& McKay, 2004; Kretzschmar & Schéfer, 2005; Sen & Khilar, 2006) soulignent tous les
mémes points critiques nécessitant des développements. 1l s'agit de :

(i) La représentativité d'un échantillonnage de nanoparticules prélevées dans des
environnements variables a I'échelle saisonniére et l'utilisation de techniques appropriées pour
échantillonner la zone vadose (DeNovio et al.,, 2004; McCarthy & McKay, 2004,
Kretzschmar & Schafer, 2005).

(if) La compréhension des phénoménes de formation, libération, stabilisation, transport et
dépdt des nanoparticules en milieux hétérogenes (DeNovio et al., 2004; McCarthy & McKay,
2004; Kretzschmar & Schéfer, 2005; Sen & Khilar, 2006).

(iii) Le développement d'études en milieux naturels (McCarthy & McKay, 2004; Kretzschmar
& Schéfer, 2005; Sen & Khilar, 2006).

Le travail entrepris ici se propose de caractériser essentiellement par microscopie électronique
a transmission couplée a un systeme analytique (MET/EDX) les types de colloides et les
polluants qu’ils transportent dans les eaux d’infiltration de sols. Ces spécificités physico-
chimiques sont par ailleurs étudiées de maniére a établir un lien entre : le type de colloides
(composition chimique et morphométrique), les éléments chimiques associés (éléments
choisis en fonction du contexte local et de leur plus ou moins grande toxicité), les
caractéristiques du sol (type de sol, minéralogie, argiles) ainsi que le type d'occupation
(milieu urbain, agricole, forét) et d'influence anthropique (aérosols, amendements). Ainsi, a
I’aide d’un suivi dans le temps et sur différents sites, des particules présentes dans les eaux
d’infiltration des sols ainsi que dans les retombées atmosphériques, il a été possible de
quantifier les types de particules dans différents contextes pédo-climatiques. Le couplage
entre caractérisation typologique et suivi quantitatif permet d’étudier la migration des
nanoparticules et des éléments qui leurs sont associés a 1’interface atmosphere - eau - sol.
Enfin, a la lumiére des résultats de caractérisation physico-chimique in situ des MES et en
corréelation avec des expérimentations menées en laboratoire les processus et interactions
impliquant les différents types de colloides et particules fines, essentiellement organiques, et

les polluants qu’ils véhiculent sont étudiées.

Le matériel sur lequel se focalise ce travail est défini en tant que « particules fines et
colloidales» (PFC). La signification de ce terme PFC est volontairement "générique” afin
d’englober tout type de matériel solide transitant dans les eaux d’infiltration des sols sans

pour autant entrer dans un cadre granulométrique trop strict. La plupart des études traitant du
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transfert de polluants par les matiéres en suspension sont contraintes par les intervalles
granulométriques imposés par le mode de collecte des échantillons. La tres grande diversité
des définitions granulométriques attribuées aux MES et/ou aux colloides dans la littérature
souligne bien le probleme complexe de la définition méme de ces termes. Ce probleme est
important et la démarche utilisée ici le contourne en considérant ’ensemble des maticres en
suspension de diameétre inférieur a 5 um dans les eaux percolantes sans limite inférieure de
taille. Ce choix va au-dela d’un probléme de définition et exprime une volonté forte de veiller
a ce que la taille des particules étudiées ne soit pas un facteur limitant pour I’étude
comportementale des particules. L’idée étant qu’un colloide s'exprime avant tout par son
comportement. Ainsi toutes les matiéres en suspension, quelle que soit leurs tailles, sont
considérées comme des PFC. Ceci impose donc que le travail s’appuie sur un mode de

collecte et de caractérisation original non discriminant.

Jusqu’ici, la majorité des travaux consacrés a 1’étude des PFC véhiculés par les eaux des sols
naturels a consisté a récupérer, par filtration ou centrifugation au laboratoire, les MES
contenues dans les eaux extraites de ces sols. Ce mode de collecte ne semble pas idéal car, dés
lors que ces particules ne se trouvent plus dans les conditions du sol, les structures colloidales
et particulaires sont susceptibles d’avoir ét¢ modifiées. De maniere a conserver intactes les
propriétés physiques des particules au plus proche de leur état dans I'environnement naturel,
une nouvelle méthodologie expérimentale a été mise au point ici. Elle consiste a introduire
des capteurs filtrants dans le sol permettant de piéger les fractions colloidales et particulaires
(PFC) des solutions du sol directement sur des grilles de microscope électronique a
transmission (MET). De la méme maniere, les retombées atmosphériques telles que les pluies
et les pluviolessivats peuvent étre filtrés in situ en placant des capteurs filtrants pres de la

surface du sol, de facon a récupérer la fraction colloidale sur des grilles de MET.

Parallelement a la collecte in situ des particules fines, des prelevements de terre ont été
effectués de maniére a caractériser les horizons des sols étudiés et la contribution endogéne en
particules fines dans ces horizons. De plus, les eaux d’infiltrations et de précipitations ont été
recueillies classiquement a chaque campagne de terrain a I’aide des plaques lysimétriques et

des pluviometres équipant les sites.

Ce travail s’articule autour de 1’étude de deux sites distincts par leur localisation et leur mode

d’occupation. Ils refletent autant des environnements naturels relativement préservés de
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I’activité humaine que des environnements fortement anthropisés. Les couverts végétaux et
les types de sols différents permettent de comparer les particules circulant dans les eaux en
relation avec la pollution environnementale et les dangers d’exposition pour les étres vivants.
Ces sites sont :

(i) la forét de Breuil-Chenue dans le Morvan ;

(ii) une parcelle de vignoble & Wintzenheim prés de Colmar.

L'objectif genéral est de caractériser la nature et le role des PFC dans les milieux de
subsurface a travers I'étude de deux sites ateliers. Par ailleurs, le suivi dans le temps des PFC
contenus a la fois dans les retombées atmosphériques et dans les eaux d'infiltration a pour but
de determiner les facteurs controlant la distribution et [I'évolution des PFC dans
I'environnement. L'approche choisie afin de remplir cet objectif est une approche basée
essentiellement sur des observations in situ. Ainsi, le premier volet du travail consiste a la
mise au point d'une méthodologie adaptée a la collecte in situ de matériel naturel et a
I'observation sans biais d'échantillonnage et autorisant un suivi dans le temps. Le deuxieme
volet consiste a étudier individuellement les caractéristiques physico-chimiques des PFC des
retombées atmosphériques et des eaux d'infiltration du sol. Le troisiéme volet porte sur I'étude
et la compréhension des facteurs influencant les évolutions des distributions et des
caractéristiques des PFC avec la profondeur et au cours du temps. Enfin, basé sur les
observations de terrain, le quatrieme volet porte sur I'étude détaillée d'un type particulier de
PFC, les bactéries, et leur rdle dans le transfert d'un contaminant particulierement préoccupant

pour la viticulture en Alsace : l'arsenic.

Le premier chapitre présente I'état actuel des connaissances concernant la problématique du
transport colloidal dans I'environnement. Ce chapitre souligne les défis encore nombreux a
relever et pour lesquels ce travail propose d'apporter des éléments de compréhension
particulierement en ce qui concerne les phénomenes liés au transport et aux interactions

engendrées par les PFC dans la zone vadose.

Le deuxieme chapitre presente une revue bibliographique ainsi qu'une réflexion conceptuelle
sur les parameétres influencant I'existence, la nature et le réle des PFC dans I'environnement
naturel, a la fois dans I'atmosphére et dans le sol. Ces paramétres sont par la suite mis en

évidence via la description et la caractérisation des différents sites d'études.



Introduction générale

Le troisieme chapitre présente le dispositif d’échantillonnage et le protocole méthodologique
développés dans le cadre de I'étude. Aprés une revue bibliographique soulignant les lacunes et
problemes méthodologiques inhérents aux différents dispositifs d'échantillonnage existants,
un nouveau dispositif est présenté. De plus, la méthodologie d'analyse de particules
individuelles, couplant MET et EDX, et permettant le suivi des échantillonnages est expliquée
et discutée dans ce chapitre.

Le quatrieme chapitre présente la compilation et l'interprétation des données physico-
chimiques obtenues lors de I'étude des PFC individuelles tout au long des campagnes
d'échantillonnage. Ces caractéristiques ont été déterminées suivant la méthodologie présentée
au chapitre précédent, c’est a dire le couplage entre MET et EDX. Le nombre consistant de
données présentées dans ce chapitre permet d'établir une caractérisation quantitativement
représentative et statistiquement significative des types de PFC et de leurs caractéristiques

propres.

Le cinquieme chapitre présente la mise en parallele des différentes données recueillies dans ce
travail. Ce chapitre porte ainsi sur une étude de la réactivité des PFC dans le milieu naturel.
De plus, I'évolution des PFC dans I'espace et le temps est étudiée et les parametres influencant

a la fois leur réactivité et leurs distributions sont mis en évidence.

Le sixiéme et dernier chapitre, basé sur les résultats obtenus dans les chapitres précédents,
traite des interactions entre un type particulier et prédominant de PFC, les bactéries, et un type
particulier de contaminant, l'arsenic. Ce chapitre s'appuie sur une expérimentation en
laboratoire mettant en interaction ces deux protagonistes. A l'aide d'observations en MET, le
comportement d'une bactérie vis-a-vis de l'arsenic est étudié en détail afin de mettre en
évidence les interactions potentielles et leurs implications dans les mécanismes mis en jeu

dans le milieu naturel.

Pour finir, la conclusion reprend les principaux résultats obtenus. La nature et le réle des PFC
dans les environnements étudiés est ainsi mise en évidence. Les facteurs controlant les
caractéristiques et la distribution des PFC sont également soulignés. Les résultats originaux
sont replacés dans le contexte de la problématique environnementale énoncée au début du
manuscrit. Des pistes a suivre afin d'améliorer la connaissance de la nature et du réle des PFC

dans I'environnement sont finalement suggérees.
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Chapitre |

Problématique du transport colloidal

l. Introduction.

Il 'y a environ deux décennies, il semblait que les phases liquides et gazeuses du sol étaient les
seules phases mobiles qui pouvaient faciliter le transport des éléments chimiques et des
nutriments dans les écoulements de subsurface. Il est maintenant généralement bien accepté
qu’une partie de la phase solide est également mobile sous certaines conditions géochimiques
et que les particules colloidales du sol, organiques et inorganiques, peuvent intervenir de
maniere prépondérante dans le transport de contaminants (Honeyman, 1999; DeJonge et al.,
2004). La connaissance et la compréhension des phénomenes de transport de contaminants
dans les milieux poreux, associés aux particules fines, se sont grandement améliorées dans les
dix dernieres années, comme cela est notamment souligné dans les articles de synthese de
Ryan & Elimelech (1996), DeNovio et al. (2004), McCarthy & McKay (2004), Kretzschmar
& Schéfer (2005) ou encore Sen & Khilar (2006).

Cependant, jusqu’a trés récemment, la majorité des travaux traitant de cette problématique ont
concerné les milieux poreux saturés. Ce n'est que depuis quelques années que les différentes
synthéses sur le sujet mentionnent la possibilité d’un comportement tres différent dans les
milieux poreux insaturés et principalement la zone vadose (DeNovio et al., 2004; McCarthy
& McKay, 2004; Citeau et al., 2006; Sen & Khilar, 2006). Il apparait néanmoins que dans
tous les cas mentionnant le transport colloidal dans la zone vadose, il est décrit comme un
processus bien plus compliqué a appréhender que dans les milieux poreux saturés. La
principale différence entre les deux milieux est la présence d’air comme troisiéme phase dans

la zone vadose alors qu’un milieu poreux saturé ne contient que deux phases, I'une solide et



Chapitre I : Problématique du transport colloidal

l'autre liquide. L’introduction d’une troisiéme phase dans un systéme implique
nécessairement une grande modification des interactions. Ainsi, a la différence d’un milieu
saturé ne contenant qu’une seule et unique interface eau-solide, un milieu insaturé présente
beaucoup plus d'interfaces : les interfaces eau-air, air-solide et eau-solide et I'interface triple
eau-solide-air. La présence de telles interfaces complique grandement le systeme en
introduisant des processus d'interactions physiques et chimiques supplémentaires.

De plus, la zone vadose est aussi le siége d’une intense activité organique liée a la présence
d'une guantité importante de particules organiques et a une relativement forte réactivité de la
fraction microbienne.

Un autre point, qui complique la compréhension des processus de transfert dans les milieux
poreux insaturés, concerne les transferts trés aisés entre le sol et I’atmosphére via notamment
I’évaporation et les épisodes pluvieux ; ces derniers étant le plus souvent catastrophiques.

La zone vadose est donc le plus souvent un milieu tres hétérogene et versatile, pouvant
répondre de maniére brutale aux changements atmosphériques, et présentant des conditions
chimiques et physiques trés variables dans le temps et dans 1’espace, et ceci méme en climat
tempére.

La complexité du systéme induite par ’ensemble de ces facteurs explique donc le défi qui
accompagne les travaux consistant a caractériser la nature des colloides et des processus mis
en jeu dans la zone vadose et leurs implications dans la migration des contaminants dans et

vers les réserves en eau.

I1. Problématique

L’intérét pour I’étude du comportement des particules en suspension et des colloides dans les
solutions de sols n’est pas nouveau. Les premicres études (années 1970) traitant de la
mobilisation et du transport des particules fines et colloidales se sont focalisées sur les
contaminations des aquiféres et des puits par les microorganismes (Rubin et al., 1969; Gerba
et al., 1975; et références dans Azadpour-Keeley et al., 2003). Beaucoup des approches,
ayant pour principal objectif de lutter contre ces contaminations par 1’établissement de
périmétres vierges autour des stations de pompage ont été basees sur des preuves empiriques

de contamination, qui sont encore en vigueur de nos jours. D’autres études ont été focalisées



Chapitre I : Problématique du transport colloidal

sur le réle de la migration des argiles depuis la surface jusque vers les domaines affectés par
les premiers stades de la diagenése (Jenny & Smith, 1935; Thorp et al., 1957). Les études
physiques sur le transport des colloides ont d'abord été focalisées sur le devenir des filtrats des
eaux usées et le controle de la perméabilité des aquiféres. Yao et al. (1971) ont décrit la
mobilisation des colloides issus de la filtration des eaux en fonction de deux facteurs
limitants : (i) les processus physiques de diffusion, d’interception et de dépot gravitaire qui
résultent de la collision entre colloides et matiere filtrante, et (ii) les facteurs chimiques qui
contrélent les forces d’interaction et qui provoquent 1’adsorption des colloides a la surface du
filtre. De nombreuses études pionniéres traitant du comportement des colloides dans les
milieux géologiques se sont intéressées aux effets de la chimie des solutions sur la dispersion
des colloides et la perméabilité des formations geéologiques dans le cas des réservoirs
pétroliers (Khilar & Fogler, 1984; Cerda, 1987; Kia et al., 1987). Une étude originale a, par
ailleurs, traité de la dispersion des colloides dans les conditions de terrain concernant la
recharge artificielle d’un stock d’eau potable en Californie. La forte turbidité des eaux
souterraines a été attribuée a la faible force ionique de I’eau de recharge. L’ajout de gypse
dans la zone de recharge a permis de prévenir I’apport massif d’argiles et de remédier aux
problémes de turbidité (Nightingale & Bianchi, 1977).

Le fait que les colloides et particules fines sont susceptibles de jouer un rdle important dans le
transport de contaminants, a été mis en évidence par des études montrant que des
contaminants a fort potentiel de sorption pouvaient parcourir de plus grandes distances et a
une vitesse plus élevée que les modeles traditionnels de transport en solution le laissaient
prévoir. Par exemple, sur le site d’essais nucléaires du Nevada (USA), des radionucléides ont
été observés dans les eaux souterraines a I’extérieur de la cavité ou la détonation avait été
produite (Coles & Ramspott, 1982; Buddemeier & Hunt, 1988; Kersting et al., 1999). De
méme, le transport de radionucléides au Chalk River Nuclear Laboratories au Canada (Walton
& Merritt, 1980; Champ et al., 1984), au Oak Ridge National Laboratory au Tenessee
(McCarthy et al., 1998a; McCarthy et al., 1998b), ainsi que les dép6ts d’uranium en Australie
(Short et al., 1988), ont été attribués a l’association des contaminants avec une phase
colloidale mobile.

McDowell-Boyer et al. (1986) ont publié un article de synthese traitant du transport
particulaire dans les milieux poreux ou ils soulignent le fait que, en plus de leur importance
dans les applications sanitaires et géologiques, les colloides des eaux souterraines
apparaissent capables d’influer le transport des contaminants a forte capacité de sorption a la

surface des particules solides des aquiféres. Par ailleurs, I’'importance des colloides et
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particules fines dans le transport des contaminants, est aussi clairement soulignée dans
I’article de synthése de McCarthy & Zachara (1989). Des articles de synthese plus récents
soulignent quant a eux 1’intérét grandissant du sujet via les références de plus en plus
nombreuses traitant du transport par les particules fines (Ryan & Elimelech, 1996;
Kretzschmar et al., 1999; McCarthy & McKay, 2004). Une grande partie des avancees
conceptuelles dans la compréhension du réle des particules fines et colloidales des eaux
souterraines peut étre attribuée aux programmes de recherche interdisciplinaires nationaux et
internationaux. Ainsi, c'est un programme européen sur le role des colloides et des éléments
complexants dans le transport des radionucléides qui a permis de réaliser la premiére étude
systématique des colloides dans les environnements de subsurface (Degueldre et al., 1989).
Cette étude exécutée sur le site de Grimsel (Suisse) a regroupé le travail de plusieurs équipes
utilisant des méthodes différentes afin de caractériser la nature et I’abondance des colloides.
Les résultats ont montré la grande diversité et la dispersion des colloides dans
I’environnement naturel mais également le fait que la distribution de la taille des particules
suit une loi statistique, les particules les plus petites représentant les plus fortes

concentrations.

I11. Colloides et particules fines : de la nécessité de définir
les termes

Si I’importance des colloides en tant que vecteur dans le transport des éléments chimiques est
aujourd’hui connue et reconnue depuis déja pres de vingt ans, il apparait que la définition des
termes reste toujours assez floue.

Le terme de "colloide" est utilisé dans différents contextes et sa définition est variable selon
les différentes disciplines scientifiques. Pour les physiciens et les chimistes, le terme de
"colloide™ définit un systeme biphasé dénommé "suspension colloidale”, dans laquelle une
phase est dispersée dans une autre phase (Vincent, 2005). Il peut alors s'agir de la dispersion
de particules solides ou liquides dans un milieu solide, liquide ou gazeux. Dans le contexte
des sciences de I'environnement cette définition est généralement simplifiée et réduite a une
définition de taille. En fait, les colloides sont habituellement définis comme de la matiere de
taille comprise entre 1 nm et 1 um dans les systemes aquatiques naturels (Buddemeier &
Hunt, 1988; Lyklema, 1991; Hiemenez & Rajagopalan, 1997; Gueguen & Dominik, 2003;

11
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Lead & Wilkinson, 2006a; Lead & Wilkinson, 2006b). Cependant, une grande variabilité
d'intervalles de tailles est rencontrée dans la littérature. Certains auteurs considérent comme
colloides les particules dont le diameétre est compris entre quelques nanometres et 4 ou 5 um
(Atteia & Kozel, 1997; Denaix et al., 2001; Citeau et al., 2003). Pour d’autres ce diamétre est
compris entre 0,2 et 20 um (Blo et al., 2002), ou au contraire extrémement petit entre 1 nm et
0,45 pm (Buffle & Van Leeuwen, 1992; Huber, 1999; Oygard et al., 2007). Enfin, certaines
études ne considéerent aucune borne supérieure pour le diamétre des particules colloidales, les
définissant simplement comme la matiére en suspension de taille supérieure a 1 ou 5 nm
(McCarthy & Shevenell, 1998).

Le terme généralement employé pour caractériser la matiére en suspension dans 1’atmosphére
est le terme de "particulate matter” (PM). Pour I’Environmental Protection Agency (EPA) des
USA, ce terme est synonyme de pollution particulaire et il s’agit d’'un mélange de particules
de tres petite taille avec des gouttes de liquide (EPA, 2004). Ce terme inclus de nombreux
composants tels que des acides, des composées organiques, des métaux et des particules de
poussiere et/ou de sol. L’ensemble des institutions de lutte contre la pollution divise les PM
en deux catégories : (i) les particules inférieures a 10 um de diamétre (ou PMyp) et (ii) les
particules inférieures a 2,5 um de diamétre (ou PM,s). Cette définition, si elle considére
I’ensemble des particules, reste cependant tres restrictive car basée uniquement sur leur risque
potentiel direct sur la santé, c'est-a-dire sur leur aptitude a étre inhalées par 1’étre humain. De
ce fait, leur impact sur I’environnement et les probables modifications les affectant dans le
milieu naturel et notamment lors de leur contact avec un milieu liquide ou dans le sol ne sont

pas prises en compte.
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Figure 1.1. Distribution de taille de différents types de colioides environnementaux et
particules. D'aprés Lead and Wilkinson (2006a).

Ainsi, la plupart des études traitant du transfert de polluants par les matiéres en suspension

sont de ce fait contraintes par des intervalles de granulométrie lies au mode de collecte des

échantillons et a leur caractérisation. La trés grande diversité des définitions granulométriques

des colloides souléve le probléme de la définition méme du terme “colloide”. L'évolution des

techniques de filtration, la précision grandissante des outils d'analyses et leur puissance

croissante, contribuent aussi largement a faire evoluer cette définition.
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Cependant, quelles que soient les approches suivies jusqu'ici, il semble avant tout qu'il soit
nécessaire de s'affranchir des contraintes techniques. Qu'est ce qu'un colloide ? Pourquoi
privilégier ce terme plutdt que d'autres termes tels que particules fines, matiere en suspension,
particules environnementales, etc... Si toutes les définitions énumérées ci-dessus sont
différentes c'est parce qu'elles sont tributaires des techniques d'analyses granulométriques
mises en ceuvre dans le cadre des différents contextes de recherche ou d’application
industrielles et environnementales. Dans le cadre de ce travail, nous souhaitons nous
affranchir de ces contraintes techniques ce qui implique nécessairement de procéder a une
évolution conceptuelle de la définition des colloides.

La principale spécificité des colloides est une caractéristique physique et comportementale en
rapport avec leur treés petite taille (densité relative, miscibilité, surface spécifique). Ainsi, les
différentes définitions de tailles se réferent plus a cette seule caractéristique qu'a une
définition globale de l'objet tenant compte de ses propriétés. La figure 1.1 montre I'ensemble
des différents types de colloides environnementaux en fonction de leurs tailles (Lead &
Wilkinson, 2006a; Lead & Wilkinson, 2006b). Il apparait que les types répertoriés sont de
nature tres variée. Cependant cette figure souligne également le probléme de concept induit
par la définition uniquement granulométrique du terme “colloide" : en effet, les recoupements
multiples entre les limites de la zone colloidale avec les différents types répertoriés soulignent
le caractére tres arbitraire d'une telle définition. Le fait que l'intervalle (Inm - 1um), qui
définit sur la figure 1.1 les colloides, corresponde exactement a l'intervalle d'existence des
oxy-hydroxydes de fer ne fait qu'augmenter le caractére partial de la définition adoptée dans
le cadre de I'étude de ces mémes oxy-hydroxydes de fer. A partir de cette figure on est en
droit de se demander en quoi, par exemple, un polysaccharide de 0,45 pum agit ou répond
difféeremment sur le systeme qu'un polysaccharide de 2 um ou encore en quoi deux bactéries
d'une méme espéce mais de tailles différentes vont se comporter différemment dans le méme
milieu. Par ailleurs, sont définies comme solution les acides humiques, aminés, fulviques ou
encore les peptides qui ne sont pas des solubles sensu stricto. Le probleme est d'autant plus
important qu'une telle figure est trés largement reprise dans la littérature, les différents auteurs
modifiant les intervalles de définition selon leur convenance. Il n'est pas lieu ici de critiquer
cette figure trés compléte mais simplement de signaler le caractére arbitraire des intervalles
mentionnés, probléme que les auteurs eux-mémes soulevent par ailleurs (Lead & Wilkinson,
2006a).

Les colloides dans le présent travail sont vus comme des particules fines ayant un certain

comportement dans une phase liquide ou gazeuse. Ce concept se rapproche ainsi du concept

14



Chapitre I : Problématique du transport colloidal

de base défini par les physiciens au début du siecle. Dans ce travail la caractérisation des
colloides est comportementale : il s'agit de particules ne répondant pas de fagon représentative
a la loi de Stockes (equation 1) mais pour lesquelles une composante de mouvement brownien
entre en ligne de compte. L'équation 1 montre que la réponse d'une particule a la gravité
dépend de deux parameétres, sa taille et sa densité. On peut y rajouter un troisieme parametre,
sa forme, puisque la loi de Stockes s'applique uniquement aux particules sphériques. La figure
1,2 représente un abaque des vitesses de sédimentation dans I'eau en fonction de la densité et
de la taille des particules. Elle montre que les vitesses de sédimentation suivant la loi de
stokes sont trés différentes selon les types de particules. La zone grisée correspond au
domaine de densité de la matiere pour lequel la loi de Stokes atteint ces limites. Cette zone

correspond au début du comportement colloidal a proprement parler.

y — 2r'ga(p)
u
Equation 1 : Loi de Stokes liant la vitesse de chute d'une sphére dans un liquide par I'action

de la gravité.

v : vitesse de chute de la particule (cm.s™),

r : rayon de la particule (cm),

g : accélération (cm.s),

A(p) : différence de densité entre la farticule et le fluide (en g. cm's),
U : viscosité du fluide (dyne.sec.cm™).

Dans la suite du manuscrit, afin d'éviter toute confusion du fait de la complexité a définir
clairement un colloide, et parce que ce travail se situe dans un milieu naturel complexe, I'objet
d'étude sera toujours désigné sous le terme de “particules fines et colloidales” (PFC) ou
nanoparticules. Ceci englobe les matieres en suspension dans l'eau ou dans l'air, de toutes
tailles et toutes densités, dans la limite de taille des particules inférieures & 5 um. 1l y a donc
ici une limite supérieure a la taille des PFC, mais il s'agit d'une caractéristique physique et non
d'une propriété comportementale. La limite inférieure de taille des PFC est contrainte par la
limite technique utilisée pour la visualisation et I’analyse d'entités individualisées. Cette limite

est tres basse comme on le verra dans le chapitre IV.
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Figure 1.2. Abague représentant les valeurs de vitesse de chuie atteinte par des particules
sphériques dune taille et dune densite données. Chaque courbe correspond ¢ une valeur de
densité. La ligne noire épaisse représente la limite d action de la loi. Les valeurs situées au-
dessus de cette ligne (zone grisée) correspondent au domaine pour lequel les limites de ia loi
sont atteintes, ¢ esi-d-dire que ces particules soni soumises aux mouvements browniens. I
s'agit de colloides au sens comportemental du terme.

IV. Types et caractéristiques des particules fines et
colloidales environnementales

Une grande variété de matériel organique et inorganique existe en tant que particules fines et
colloidales (PFC) dans les sols et les eaux souterraines (cf. figure 1.1). Le mateériel
inorganique comprend principalement les fragments de roches et minéraux altérés
(phyllosilicates, quartz feldspaths), les précipitations minérales (notamment les oxy-
hydroxydes de fer, d’aluminium, de manganése, les phosphates, carbonates et chlorures). Le
materiel organique comprend les virus, bactéries, protozoaires, mais aussi les substances
humiques, les biopolymeres (tels que les exopolysaccharides secrétés par les
microorganismes) (McCarthy & Degueldre, 1993; Citeau et al., 2001).
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En considérant la grande diversité de ce matériel, il apparait qu'une grande partie de la
compréhension des phénomeénes de transport par les PFC est basée sur des études de
"colloides modéles™ n'ayant pas nécessairement des caractéristiques de forme et de surface
représentatives des PFC des environnements naturels (McCarthy & McKay, 2004). Ainsi,
pour des modeles utilisant des particules de latex et de silice, la cinétique de dépot observée a
fréquemment été plus lente que celle prédite par les calculs théoriques, la différence de
rugosité de la surface étant considérée comme une cause possible de ces variations (Tobiason,
1989; Elimelech & O’Melia, 1990). Cette observation est par ailleurs cohérente avec les
résultats théoriques et expérimentaux obtenus par Suresh & Walz (1996; 1997), qui ont
démontré que la rugosité de microspheres de latex diminue la répulsion électrostatique. La
prise en compte, dans ce modeéle, d'une rugosité de seulement 10 nm, suggere qu'elle peut
avoir un impact significatif sur le transport des PFC naturels aux formes tres irrégulieres. De
plus, I'nétérogénéité spatiale des caractéristiques chimiques des environnements de surface et
leur impact sur les propriétés de surface des PFC sont reconnues et ne doivent pas étre
négligés (McCarthy & McKay, 2004).

Le transport par les bactéries est important autant par le risque pathogene directement généré
par les bactéries, que pour les stratégies de remédiation par des bactéries utilisées afin de
dégrader ou immobiliser les contaminants dans les milieux de subsurface. Cependant, la paroi
d'une bactérie est structurellement et chimiquement bien plus complexe et hétérogéne que la
surface de PFC inorganiques. La surface d'une cellule est trées dynamique, s'adaptant a une
grande variété de changements environnementaux. Par exemple, la taille d'une cellule, son
hydrophobie, la production d'exopolymeres, etc... sont autant de facteurs jouant sur les
cinétiques de transport et soumis a des changements rapides du fait de stress tels que le
mangue de nutriments (Heise & Gust, 1999). Ainsi, d'aprés Poortinga et al. (2002) et d'un
point de vue électrostatique, les bactéries peuvent étre considérées comme des particules
"tendres" dans lesquelles les ions peuvent pénétrer en traversant I'épaisseur de la paroi et, de
ce fait, ces biocolloides nécessitent d'étre considérés de maniére tout a fait différente des PFC
inorganiques en ce qui concerne les forces d'interaction de surface. 1l a été montré que le role
de ces forces est variable et largement dépendant des caractéristiques chimiques de la solution
(Rijnaarts et al., 1999). De plus, a l'intérieur méme d'une population bactérienne, chaque
organisme pris individuellement est susceptible d'exprimer des propriétés de surface trés
différentes (Simoni et al., 1998), de sorte que les charges de surface et les capacités
d'adsorption peuvent varier a l'intérieur méme d'une population bactérienne d'un seul et méme
type (Dong, 2002).
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V. L'échantillonnage des PFC

Dans leur article de synthese publié en 2004, McCarthy et McKay soulignent le fait que si la
migration de contaminants via les PFC est reconnue, il devient rapidement évident que la
description significative et précise des caractéristiques des PFC nécessite une réévaluation et
une modification des techniques d'échantillonnage utilisées jusqu'alors. Les techniques
d'échantillonnage habituellement pratiquées sont principalement des techniques de pompage
des eaux. Cependant, il semble que la mise en place des systemes de pompage ainsi que le
pompage lui-méme peuvent grandement perturber le milieu. Ainsi, les forages nécessaires a la
mise en place du systeme de pompage contribuent a redistribuer le matériel, a générer des
PFC et a créer une interface de contact entre I'air et les eaux profondes (McCarthy & McKay,
2004). Les procédés d'échantillonnage peuvent donc introduire des artéfacts, y compris la
libération de PFC agrégées entres elles a de fortes pressions de pompage (Puls & Powell,
1992) ; ou encore la création de PFC induite par les modifications des conditions physiques
et/ou chimiques, telles que la modification des taux de O, et CO,, de la température, du pH ou
encore du potentiel d'oxydo-réduction. Par exemple, I'apport d'oxygéne (O;) dans un systéeme
riche en Fe(ll) peut mener a la production de particules colloidales d'oxydes de Fe(lll) (Liang
etal., 1993).

De nouveaux protocoles ont été développés afin de répondre a ces contraintes (Backhus et al.,
1993; McCarthy & Degueldre, 1993). Ils sont principalement basés sur I’utilisation de
pressions de pompages faibles afin de réduire les contraintes de cisaillement du milieu. Par
ailleurs, la possibilité de stagnation de l'eau dans les puits d'échantillonnage est prise en
considération ainsi que la stabilisation des conditions de pH, taux de O,, potentiel d'oxydo-
réduction et turbidite.

Cependant, les auteurs de ces protocoles considérent eux-mémes que si ces précautions sont
de plus en plus suivies pour I'échantillonnage des PFC des eaux, il n'en reste pas moins que le
concept de la représentativité de I'échantillonnage de PFC est encore problématique du fait
gue la nature et l'abondance des colloides peuvent étre largement influencées par les
variations saisonniéres ou catastrophiques (orages, tempétes) et des conditions du milieu

(McCarthy & McKay, 2004). De plus, au-dela de [I'échantillonnage, I'analyse des
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microorganismes est aussi particulierement problématique (cf. ce chapitre, paragraphe
VI1.2.3).

Finalement, Chen & Buffle (1996b) et McCarthy & McKay (2004) ont souligné le fait que
I'échantillonnage des PFC dans la zone vadose est encore plus delicat que dans les eaux de
nappes phréatiques. De plus, il n'existe pas d'études comparatives sur les techniques

d'échantillonnage dans ce milieu, ceci restant un défi pour I'avenir.

V1. Le transport colloidal dans les eaux

V1.1. Le transport colloidal dans les milieux saturés en eau

Bien que des modeles théoriques existent pour décrire la formation des colloides, leur stabilité
et leurs propriétés de transport hydrodynamique dans les "systemes modeles”, la principale
question scientifique qui limite la prédiction du transport colloidal reste la compréhension du
comportement des colloides dans les systéemes naturels de subsurface. Les systemes naturels
sont chimiquement complexes et contiennent des PFC de différent types et en interaction les
uns avec les autres (phyllosilicates, oxy-hydroxydes, matiére organique). Ainsi, la cinétique
de formation et de dissolution des colloides de méme que leur cristallinité, leurs propriétés de
surface et leur stabilité sont largement affectées par la présence d'autres PFC et la composition
des solutés. De plus, I'hétérogénéité physique et chimique du milieu affecte le comportement
des PFC a la fois a I'échelle spatiale et temporelle. A une échelle nanométrique, les capacités
de détachement et de mobilisation sont affectées par des facteurs tels que la distribution et la
densité des groupes fonctionnels de surface, I'hydrophobie des surfaces et leur rugosité, aussi
bien que par l'arrangement physique des PFC entre elles et leur concentration dans le systéme

poral.

V1. 2. Le transport colloidal dans la zone vadose

La compréhension du transport des PFC dans la zone vadose est une question délicate, qui
n'est étudiée que depuis quelques années. Au dela de toutes les difficultés induites par les
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hétérogenéités chimiques et physiques dans les milieux saturés, la compréhension des
phénomenes de transport par les PFC et I'action des microorganismes dans la zone vadose est
compliquée par la présence d'une quantité variable d'air en plus des phases solide et aqueuse.
Les verrous de connaissance restent donc particulierement nombreux dans ces milieux, et ceci
a la fois a I'échelle nanoscopique, c'est-a-dire au niveau de la compréhension des interactions
des PFC avec les interfaces air-eau-solide, et a des échelles plus macroscopiques, c'est-a-dire
au niveau de la prise en compte de l'implication des écoulements hydriques dans la
dynamique du transfert particulaire (McCarthy & McKay, 2004). Il en résulte que, en dépit de
I'importance des PFC dans de nombreux problémes environnementaux de la zone vadose, il y

a eu peu d'études réalisées sur ce sujet.

VI. 2. 1. PFC et interfaces air-eau-solide
Les interactions entre colloides et l'interface eau-air ont été évoquées comme un processus
dominant de la rétention des PFC (Wan & Wilson, 1994b). De plus, Wan & Tokunaga (1997)
ont propose un autre processus de rétention lié aux contraintes physiques imposeées par le film

d'eau contenu dans la porosite.

Matrice
solide

Matrice
solide ® | ®

Figure 1.3. Diagramme conceptuel d’un milieu poreux insaturé contenant des colloides et
un contaminant, d apres Choi & Corapciogiu (1997).

La plupart des études traitant du transport par les PFC dans des conditions de saturation

partielle du milieu sont basées sur des observations indirectes du nombre de PFC circulant
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dans des colonnes de sable plutdt que sur des observations directes (Wan & Wilson, 1994a;
Schafer et al., 1998; Jewett et al., 1999; Jin et al., 2000; Lenhart & Saiers, 2002). Il apparait
alors qu'a des taux de saturation faible, donc dans un milieu ou les interfaces eau-air sont plus
importantes et nombreuses, le transport par les PFC est réduit en raison d'une sorption
importante a l'interface eau-air comme schématisé sur la figure 1.3. (Choi & Corapcioglu,
1997; Lenhart & Saiers, 2002).

Il est généralement accepté, sur la base de I'étude réalisee par Wan & Wilson (1994b), que le
processus de rétention a l'interface eau-air est efficace pour une grande variété de PFC, telles
que les billes de latex hydrophiles et hydrophobes (Wan & Wilson, 1994a; Wan & Wilson,
1994b; Choi & Corapcioglu, 1997; Gamerdinger & Kaplan, 2001; Lenhart & Saiers, 2002;
Wan & Tokunaga, 2002; Sirivithayapakorn & Keller, 2003; Laegdsmand et al., 2007), les
particules argileuses (Wan & Wilson, 1994b; Wan & Tokunaga, 1997; Wan & Tokunaga,
2002; Simunek et al., 2006), et les bactéries (Wan & Wilson, 1994b; Choi & Corapcioglu,
1997; Schafer et al., 1998; Jin et al., 2000; Sirivithayapakorn & Keller, 2003; Simunek et al.,
2006). Par ailleurs, Wan & Tokunaga (2002) ont montré a partir d'expériences réalisées en
colonnes de type "bubble columns™ remplies de solution et de particules (Wan & Tokunaga,
1998), que seules les particules chargées positivement étaient retenues a l'interface eau-air
chargée négativement. Les auteurs suggérent alors que la possibilité d'immobiliser des
particules a l'interface eau-air puisse dépendre de coefficients de partition liés aux conditions
du milieu (pH, force ionique), et aux caractéristiques des particules. Crist et al. (2004) ont mis
au point un systéme de visualisation tridimensionnelle, & I'échelle porale et en temps réel,
pour examiner les mouvements des PFC a travers une colonne de sable. Les observations
montrent que des colloides de latex, hydrophiles et chargés négativement, ne sont retenus ni a
I'interface eau-air ni a l'interface eau-solide. Par contre, ces particules seraient concentrées a la
bordure des ménisques entre deux grains, c'est-a-dire a I'interface triple eau-air-solide (figure
1.4)).
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% : Interface triple
- Air eau - air - solide

Film & l'nterface
air - eau

Figure 1.4. Visualisation expérimentale et concept de la rétention de colloides dans un
milieu partiellement saturé. a) Image en lumiére transmise d'un milieu constitué de sable
de sifice (0.43 O.0mm de diametre) ! heure aprés {'ajout d’une suspension de colloides
hydrophiles de 0.8um de diametre. Les colloides apparaissent en noir. ) Coupe
schématique au niveau de linterface entre deux grains. Un ménisque d'eau se constitue
entre deux grains de sable. Le cercle noir représente la zone d'accumuiation des colloides
a linterface triple air-eau-solide. D'aprés Crist et al. (2004).

V1.2.2. Contraintes cinétiques sur la mobilisation des PFC

Les mouvements d'eau dans les sols sont dominés par les événements ponctuels (pluies,
irrigations) plus que par les écoulements réguliers a I'état insaturé. Ainsi, l'infiltration d'eau a
travers la macroporosité d'un sol non remanié provoque la mobilisation et le transport de PFC,
I'apport d'eau étant susceptible de provoguer une mobilisation et un transport rapide d'un pool
particulaire préexistant (Jacobsen et al., 1997; DeJonge et al., 1998; Schelde et al., 2002). Par
ailleurs, le stock de PFC mobilisable dans la macroporosité diminue au cours de l'irrigation.
Entre deux épisodes d'irrigation, un processus dépendant du temps permet cependant de
reconstruire un stock de colloides mobilisables. Le modéle de macroporosité mis au point par
Schelde et al. (2002) a permis d'avancer I'hypothése que la reconstruction du stock de PFC est
un processus diffusif gouverné par deux processus se succédant dans le temps : (i) la
libération de PFC depuis la matrice du sol vers les bordures de la macroporosité, a travers le
sol ; suivi par (ii) la diffusion de ces PFC a travers un film d'eau immobile tapissant les
bordures de la macroporosité. Cependant les auteurs soulignent le fait que la compréhension
de ces phénomenes nécessite des études expérimentales et théoriques supplémentaires.

En 2004, Kjaergaard et al. ont examiné I'effet du taux d'argile et du potentiel hydrique du sol
sur la mobilisation des colloides. Les résultats montrent que la compréhension des processus
de mobilisation des PFC dans un sol non remanié est un défi délicat qui doit prendre en
compte a la fois les propriétés intrinséques du sol et les processus dynamiques controlant la
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structure et la stabilité des agrégats du sol, le développement de la macroporosité et la
dispersion physiques des PFC.

V1.2.3. Le transport microbien

La comprehension du transport des microorganismes dans la zone vadose est importante car il
constitue un vecteur particulier de pathogénes vers la nappe phréatique. La tres grande
majorité des études relatives au transport microbien dans les environnements de subsurface
traitent du transport en zone saturée (Fontes et al., 1991; Hornberger et al., 1992; Harvey et
al., 1993; Kinoshita et al., 1993; McKay et al., 1993; Harvey, 1997; DeBorde et al., 1998;
Chu et al., 2001; Hubbard et al., 2001; Ginn et al., 2002; Chu et al., 2003; Ford & Harvey,
2007). Le transport microbien en conditions désaturées, c'est-a-dire celles de la zone vadose,
a, par contre, été peu exploré (Lance & Gerba, 1984; Harvey et al., 1989; Johnson et al., 1995;
Schafer et al., 1998; Harter et al., 2000; Jin et al., 2000; Chu et al., 2001; Siciliano et al.,
2002; Chu et al., 2003; Gargiulo et al., 2007; Gilbertson et al., 2007). De plus, la majeure
partie de ces études a été basée sur des montages en laboratoire ou des travaux de
modeélisation ; tres peu d'entres elles ayant été menées avec des expérimentations in situ dans
la zone vadose (Harvey et al., 1989; Siciliano et al., 2002; Gilbertson et al., 2007).

En plus de déplorer les incertitudes engendrées par les différences de résultats entre les
échelles du laboratoire et du terrain, McCarthy & McKay (2004) ont recommandé de
s'intéresser plus en détail & l'influence de la taille, de la forme et des caractéristiques de
surface des microorganismes sur le transport dans la zone vadose. Les surfaces microbiennes
sont souvent tres variables, avec des parois cellulaires parfois absentes pour certaines
bactéries gram-négatives (mycoplasma) ou au contraire trés complexes et faites de plusieurs
couches de peptidoglycans pour certaines bactéries gram-positives, présentant fréquemment
des flagelles, fibres, épines (Madigan et al., 2003). Les propriétés des parois et notamment
leur charge sont a méme de jouer un rdle prépondérant dans leur attachement a des PFC tel
gu'illustré par la figure 1.5 (Heise & Gust, 1999; Rijnaarts et al., 1999; Poortinga et al., 2001).
Par ailleurs, il a éte montré qu'a l'intérieur d'une population donnée, constituée d'une seule
espece de bacteries, les caractéristiques de taille et de surface des bactéries peuvent étre trés
variables, ce qui est susceptible d'affecter leur comportement vis-a-vis des PFC (Simoni et al.,
1998).
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Figure 1.5. Représentation schématique de surfaces de baciéries a) « tendre » et b)
« dure » perméables aux ions et ¢) d’'une surface de bactérie imperméable aux ions. Les
distributions de vitesses d’écoulement de fluides et des potentiels éleciriques sont
indiquées comme fonction de la distance a la surface de la cellule. Notez que pour les
bactéries ioniquement perméables, les charges sont homogénéiquement réparties a
lextérieur de la couche de surface, alors que les charges de la bacitérie ioniguement
imperméable sont localisées a la surface. Daprés Poortinga et al., 2001.
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La littérature récente fait apparaitre un nombre exponentiel de travaux traitant d'une grande
variété de microorganismes et de leurs interactions avec le milieu. 1l n'en reste pas moins que
peu d'informations sont disponibles sur la diversité des microorganismes dans les sols. En
effet, méme si de nombreuses méthodes microbiologiques ont été developpées dans le but
d'étudier la diversité microbienne des sols (Turco et al., 1994), I'essentiel des connaissances
sur le sujet est basé sur la trés faible proportion de microorganismes cultivables au
laboratoire. En effet, d'aprés les comptages en microscopie a fluorescence (Faegri et al., 1977;
Torsvik et al., 1990), un gramme de sol contient plus de 10 bactéries (cent milliards
d'individus) et la proportion des espéces de microorganismes contenue dans des cultivats sur
agar varie de 0,1 a 1 % pour des bactéries extraites de sols forestiers et peut atteindre 10%
pour celles extraites de certains sols arables (Torsvik et al., 1998). Ces chiffres impliquent que
les travaux basés sur des bactéries isolées de sols ne concerneraient qu'une petite partie de la
diversité bactérienne.

En résumé, il est encore aujourd'hui extrémement délicat d'extrapoler les résultats fournis par
les études en laboratoire traitant des interactions d'une espéce donnée de bactéries avec son
environnement dans les sols. Cependant la multiplication de telles études et le croisement des
résultats devrait permettre, a terme, de mieux appréhender I'impact des microorganismes dans
le milieu pédologique.

La progression de I'état des connaissances actuelles sur la compréhension de la dynamique
des PFC dans le sol, montre que ce domaine de recherche est aujourd'hui en plein essor méme
si les défis sont nombreux. Le nombre toujours croissant d'études sur le sujet et le
développement de méthodes toujours mieux adaptées va permettre d'apporter des réponses
nouvelles ou du moins de réduire le champ des incompréhensions.

L'article de synthése publié en 2004 par McCarthy et McKay est un état des connaissances
pointant les défis restant a relever dans le domaine du transport colloidal dans la zone vadose.
Ainsi les auteurs posent en conclusion les nombreuses questions restant actuellement sans
réponse. Ou les colloides sont-ils retenus ? Comment sont-ils mobilisés ? Comment les
échantillonner ? Quelles sont leurs variations temporelles ? En se basant sur une
méthodologie originale, cette these propose d'apporter des éléments de compréhension des

phénomeénes liés au transport et aux interactions engendrées par les PFC dans la zone vadose.
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VII. Originalité de la démarche mise en ccuvre

VII.1. Collecte du matériel

Afin d'atteindre les objectifs fixés, ce travail s’appuie sur un mode de collecte original. De
maniére a conserver intactes les propriétés comportementales des particules dans leur
environnement naturel, une nouvelle approche expérimentale a été mise au point. Elle
consiste a placer, directement dans le sol, des capteurs filtrants permettant de piéger
individuellement et in situ les PFC des solutions du sol sur des grilles de microscopie
électronique a transmission (MET).

Parallelement a la collecte in situ des particules fines, des prélevements de terres issus des
différents horizons des sols ont été effectués de maniére a caractériser les sources endogeénes
en particules fines. Par ailleurs des solutions de sol et des eaux de précipitations ont
également été recueillies a chaque campagne de terrain a ’aide des plaques lysimétriques et

des pluviometres équipant les sites et récupérés en méme temps que les capteurs in situ.

VIIL.2. Instruments d’analyse

Trois types de matériel ont donc été analyses : des échantillons de sol, des eaux de pluies et
des particules véhiculées par les solutions de sols. Les échantillons de sol permettent d'avoir
des informations sur les caractéristiques minéralogiques des différents horizons du sol et de
déterminer quelles sont les particules minérales récupérées dans les eaux susceptibles de
provenir du milieu pédologique propre (matériel endogéne). Pour ce faire, une analyse
granulométrique des sols a été effectuee ainsi que des analyses mineralogiues par diffraction
des rayons X (fractions minérales fine et grossiére).

Les eaux filtrées a 0,45 um ont été analysées par spectrométrie de masse (ICP-MS, CGS de
Strasbourg et BEF de I’'INRA de Nancy). Ces analyses d’eaux permettent de connaitre
I’environnement chimique dans lequel évoluent les particules infiltrées dans le sol (analyse

des solutions de sol) ainsi que les apports atmosphériques (analyse des précipitations).
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La majeure partie du travail a cependant consisté a analyser les grilles de microscope chargées
des PFC filtrées in situ. Pour ce faire les méthodes micro-analytiques les plus performantes
telles la microscopie électronique a transmission (MET) et I'analyse en dispersion d'énergie
(EDX) ont été utilisées de fagon a avoir acces a des échelles d’investigation, micrométrique a
nanométrique, adaptées aux matériaux etudies. Ainsi, dimension, composition chimique et

structure cristalline des constituants ont été déterminés simultanément.

VI11.3. Démarche

Cette étude a été réalisée sur deux sites I'un accueillant des dispositifs seulement en surface et

l'autre a la fois des dispositifs en surface et dans le sol.

La démarche suivie pour réaliser les objectifs fixés est la suivante.

® e sol d’'un des sites a été équipé avec des dispositifs de piégeage des PFC par
filtration in situ. Connaissant la profondeur des horizons de surface, le sol est tubé pour
permettre I'implantation, a la base de chaque horizon, d’une boite de filtration in situ. Ainsi,
les particules transitant dans chaque horizon (sur 55 cm de profondeur) sont récupérées sur
des grilles de MET. De plus, les deux sites recoivent un dispositif de filtration aérien
permettant de filtrer les eaux de pluies en récupérant d’une part 1’eau filtrée et d’autre part les
particules véhiculées par les précipitations. Le pas d'échantillonnage est mensuel. Il y a 3
dispositifs de piégeage dans le sol et deux grilles de MET par dispositif (une grille en titane et

une grille en cuivre).

® Chacune des grilles a été analysée en microscopie électronique a transmission
analytique (META) et ceci de maniere systématique. Sur 2 ou 3 carrés de chaque grille,
choisis au hasard, la démarche a consisté a effectuer un comptage des particules et a analyser
chimiquement et morphologiquement chacune d'elles. De cette maniére il a été possible
d’établir une typologie des constituants colloidaux en s’affranchissant de la subjectivité de

I’analyste.

® I ’analyse des eaux filtrées a été réalisée en paralléle pour donner une information sur
les conditions chimiques du milieu aquatique de transport, permettant de faire le lien entre les

particules et leur milieu de transit.
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A la suite de ce travail de typologie, les distributions de types de particules ont été comparées
de maniére a proposer les bases d’un modéle de transfert des PFC, et donc des éléments
associes, a travers les horizons supérieurs des sols. Ceci dans un contexte général mais

également sur une base d'évolution mensuelle du fait de la demarche in situ.

V11.4. Sites étudiés

Comme il a été mentionné précédemment, ce travail s’articule sur 1’étude de deux sites
différents : (1) la forét de Breuil-Chenue dans le Morvan et (2) une parcelle de vignoble a
Wintzenheim prés de Colmar en Alsace. Le premier site est utilisé pour échantillonner les
PFC dans le sol a différentes profondeurs et le deuxieme afin de comparer les retombées
atmosphériques avec le premier site.

Ces deux sites sont déja étudiés par ailleurs dans le cadre de différents programmes de
recherche de I'INRA. Le site de Breuil-Chenue est un site atelier géré par I’'unit¢ BEF de
I’INRA de Nancy. Il est équipé de plaques lysimétriques, des bougies poreuses et de divers
pluviomeétres. Le suivi de ce site par I’'INRA se fait suivant un calendrier mensuel. La parcelle
viticole de Wintzenheim est un site expérimental géré par 'INRA de Colmar. Du fait de sa
récente mise en activité, il ne possede pas d’installation lysimeétrique mais un systéme de
bougies poreuses. Le suivi des données pluviométriques est la aussi mensuel. Ces sites ont
tous deux des modes d’occupation trés différents, 1’un est en forét, et 1'autre est planté de

vignes.
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Chapitre 11
Parametres influencant le comportement des

colloides et Sites d'étude

I. Parameétres influencant le comportement des colloides

I.1. Dans Patmospheére

I.1.1. Origine et genese des nanoparticules atmosphériques
Les nanoparticules atmosphériques considérées dans ce travail sont toutes les matiéres solides
retombant a la surface du sol. Ces matieres sont généralement appelées « aérosols », c'est-a-
dire gu'elles sont définies comme un systeme colloidal contenant des phases liquides et
solides dans une phase gazeuse (Posfai & Molnar, 2000). La production de particules
d'aérosol & partir des processus d'érosion de surface a été estimée entre 1000.10° et 3000.10°
tonnes par an (Tegen & Fung, 1994; Duce, 1995). Dans le cas présent, outre ces particules
atmosphériques, on considérera les particules circulant a la tres proche surface du sol. Deux
vecteurs principaux participent au transport des nanoparticules atmosphériques : le vent et la
pluie (Posfai & Molnar, 2000). Les mécanismes de création et de maturation des
nanoparticules atmosphériques sont divers figure 2.1 (d'aprés Whitby, 1978; cité dans Posfai
& Molnar, 2000). Il est possible de différencier : (i) des particules issues de I’altération d’une
roche ou d’un sol plus ou moins éloigné de 1’environnement de dépdt ; dans ce cas, ces
particules cristallisées sont dites naturelles (Tegen & Fung, 1994) ; (ii) des particules
biologiques, également naturelles, telles que des bactéries ou des espéces vegétales liées a la

présence de la biosphére ligneuse ainsi que des produits de dégradations divers de la
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biosphere (Baltensperger et al., 2005; Sun & Ariya, 2006; Salma et al., 2007) ; (iii) des
particules hydrophiles complexées dans et/ou par les eaux météoriques, tels que des sels
divers, des particules cristallisees ou amorphes aussi bien que des composés mixtes organo-
minéraux, tous généralement d’origine inconnue (Posfai et al., 1994; Buseck & Posfai, 1999;
Posfai & Molnar, 2000; Sun & Ariya, 2006) ; (iv) des particules trés diverses résultant
d’apports anthropiques directs (épandages agricoles de phytosanitaires, d’engrais ou de
déchets divers) ou indirects (émissions industrielles ou domestiques) (Buseck & Posfai, 1999;
Baltensperger et al., 2005). Ces différents types de particules sont transportés indifféremment
par la pluie et le vent. Cependant il est important de souligner que pour cette étude, les
déplacements éoliens sur trés courte distance sont aussi pris en considération, ce qui concerne
ici les particules du site susceptibles d'étre remaniées in situ. De la méme maniére, I’impact
des gouttes de pluies peut également provoquer un transport de tres courte distance
(centimétrique a métrique) par rebond (Ryan et al., 1998) et sera pris en compte. Les
particules dites « atmosphériques » sont donc bien ici toutes les particules déposées sur le sol

du site considére, quelle que soit leur provenance.
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Figure 2.1. Représentation schématique de la distribution modale de taille (ligne noire) et
des processus de formation et dynamiques majeurs des aédrosols. D aprés Posfai & Moinar
(2000), repris de Whithy (1978).
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1.1.2. Paramétres influencant la nature et la distribution des

nanoparticules atmosphériques
De par la nature méme des nanoparticules environnementales et leurs modes de transport, de
nombreux parametres peuvent influencer et modifier leur nature, leurs propriétés physico-
chimiques et leur distribution dans le milieu naturel. La connaissance de ces parametres et
leur caractérisation au cours d’un suivi est nécessaire afin de comprendre les évolutions de la
population de particules dans le temps et dans 1’espace.

Ces parameétres sont discutés ci-apres.

® Les caractéristiques chimiques et physiques des eaux atmosphériques et la maniere
dont elles évoluent ont un impact sur le transport des particules et sur les propriétés de
complexation des nano-composants a I’origine de la formation de nombreux colloides organo-
minéraux atmosphériques. Les caractéristiques chimiques incluent : le pH de la pluie, la
température de 1’air, la chimie des eaux météoriques ou encore la tension ionique des eaux de
pluies (Desbhoeufs et al., 2001; Praveen et al., 2007; Zheng et al., 2007). La connaissance et le
suivi de ces parametres sont donc absolument nécessaires pour appréhender au mieux les
modifications potentielles de la population de particules atmosphériques. Les caractéristiques
physiques des eaux de pluies incluent : la périodicité et la force de la pluie, sa durée, la forme
des précipitations (neige, gréle ou pluie) non seulement sur une échelle locale, celle de

I'environnement de dép6t ainsi que tout au long de son trajet.

® Les caractéristiques de [’air, telles que sa température, son taux d’humidité et plus
généralement les variables climatiques, ont un impact sur la nature des nanoparticules
atmosphériques (Zheng et al., 2007) et leurs associations. C’est le cas également de 1’origine
et de la force des vents. Ainsi, la connaissance des vents localement dominants mais aussi des

événements venteux exceptionnels, qui peuvent ne pas suivre la régle, est nécessaire.

® |a nature des terrains adjacents a également une importance fondamentale sur la
nature des particules atmosphériques. Cependant, la zone géographique a prendre en compte
afin de caracteriser les provenances éoliennes de particules est difficilement délimitable étant
donné les distances tres variables de provenances allant du centimétre a plusieurs milliers de
kilométres comme cela a pu étre montré dans le cas du transport de particules via les « dust
plumes » (Prospero, 1999; Posfai et al., 2003b; Holmes & Miller, 2004).

® La nature des apports non-naturels dits « anthropiques » influence de maniere tres

importante le type et la distribution des particules atmosphériques (Citeau, 2004;
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Baltensperger et al., 2005). Ces apports exogenes sont de diverses formes, qu’il s’agisse
d’épandages, de brumisations, de dépdts gravitaires ou tout autre mode de dépdt de
phytosanitaires, de déchets, de rejets industriels. lls constituent généralement un apport de
particules spécifiques a caractére polluant ou d’éléments colloidaux complexant hautement

réactifs appelés aérosols.

l. 2. Dans le sol

I. 2. 1. Origine et genése des PFC des eaux d’infiltration du sol
L’objectif de ce travail est de caractériser les particules et leur mode de transport depuis
I’atmosphere jusqu'a la nappe phréatique. Le compartiment sol, et plus particuliérement I’eau
circulant dans la porosité du sol, sont les vecteurs principaux du transport particulaire entre
I’atmosphere et la nappe sous-jacente. Les nanoparticules qu’ils contiennent sont autant de
phases porteuses potentielles d’éléments chimiques et notamment de polluants (Choi &
Corapcioglu, 1997; Citeau et al., 2003; DeJonge et al., 2004). De la méme maniére que pour
le compartiment atmosphere, plusieurs mécanismes contribuent a la création de colloides dans
les sols et plus particulierement dans les solutions de sol. Ces mécanismes sont: (i) la
libération de particules constitutives du sol lui-méme par des phénomeénes de désagrégation et
de dispersion (Grout et al., 1998; Posadas et al., 2001); (ii) la précipitation de phases
néoformées en milieu sursaturé et notamment les oxy-hydroxydes, les phosphates, les
carbonates, les sulfates, les chlorures (Mavrocordatos et al., 2000; Wan et al., 2004) ; (iii) la
génération de biocolloides du fait de 1’activité biologique du sol (bactéries, champignons,
végétaux) conduisant a la libération de composés organiques divers ainsi que d’acides
humiques libres (Wilkinson et al., 1999; Kretzschmar & Schafer, 2005) ; (iv) la complexation
de phases organiques avec des particules a haute réactivité de surface induisant la formation
de complexes organo-minéraux eux-mémes trés réactifs (Kretzschmar & Schafer, 2005) ; (v)
la migration, via la porosité, de particules déposées en surface, et comprenant donc tous les

types de particules d’origine atmosphérique précédemment cités (Utsunomiya et al., 2004).
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I. 2. 2. Parametres influencant la nature et la distribution des PFC des

eaux d’infiltration du sol

De la méme maniére que les particules atmosphériques peuvent subir des modifications au
sein de leur environnement, les colloides du sol sont sensibles a de nombreux parametres a-
méme de modifier leurs propriétés au cours de leur transport dans le sol. Les parametres qui
influencent la nature physico-chimique des colloides et leur distribution dans le sol, sont liés a
la fois a I’environnement dans lequel évoluent les colloides et a la nature méme des colloides.

Ces parameétres sont présentés ci-apres :

® | es modifications de la chimie de la solution de sol ont plusieurs effets potentiels sur
les particules en suspension. La chimie de 1’eau conditionne la néoformation de particules
salines (phosphates, carbonates, sulfates, etc...) ou de type oxy-hydroxyde (Gounaris et al.,
1993; Mavrocordatos et al., 2000; Hens & Merckx, 2001). La force ionique, notamment,
détermine les potentiels de libération de particules (figure 2.2.a) (Compere et al., 2001) et/ou
d'agrégation des particules entre-elles (figure 2.2.b) (Wilkinson et al., 1999; Grolimund et al.,
2001). La figure 2.2.a présente I’évolution du nombre de particules libérées par le sol en
fonction de la force ionique de la solution. Il apparait que, a volume poral identique,
I’augmentation de la force ionique de la solution de sol augmente le nombre de particules
libérées par ce sol (Compére et al., 2001). Par ailleurs, la figure 2.2.b montre que
I’augmentation de la concentration en sel, c'est-a-dire la force ionique, d’une solution dans un
milieu poreux induit une augmentation de la vitesse d’agrégation des particules entre elles
(Grolimund et al., 2001). Le pH de la solution a également un impact important, a la fois sur
le nombre (Atteia & Kozel, 1997; Ryan et al., 1999) et le taux de dispersion et donc
d'agrégation de certains types (Itami & Fujitani, 2005) de PFC dans le sol (figure 2.3.a, b). En
effet, la figure 2.3.a montre qu’une augmentation du pH de I’eau dans un aquifére karstique
diminue le nombre de petites particules dans cet aquifére (Atteia & Kozel, 1997). Par ailleurs,
la figure 2.3.b souligne 1’importance du pH sur 1’agrégation et la dispersion d’un certain type
de particules colloidales du sol ; cette dépendance étant liée a la charge de surface des
particules et notamment celle des argiles : ainsi, un pH proche de la neutralité évite la
modification des charges de bordures (Iltami & Fujitani, 2005). De plus, la concentration en
éléments chimiques pouvant varier dans la solution, et étant donnés la nature des particules et
leur pouvoir adsorbant, les éléments associés aux particules (argileuses par exemples) seront

plus ou moins importants en sortie de systéme.
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Figure 2.3. Influence du p H de la solution sur @) le nombre de PFC, N 05um représente le
nombre de PFC de 0.5um de diameéire (d'aprés Aticia & Kozel, 1997) et b) le taux de
dispersion de particules d ‘allophane dans une solution a Smmolfl, de NaCl (d aprés ftami

& Fujitani, 2005).

® | es modifications minéralogiques des constituants du sol ont également une incidence
sur la nature des particules circulant dans les eaux d’infiltration. De telles modifications
interviennent généralement du fait d’une modification de la chimie de la solution ou, sur une
échelle de temps plus importante, du fait de I’action des végétaux. Mais en dehors de toute
modification dynamique, le seul fait que la solution de sol traverse des horizons de sol
différents joue sur la composition de la population de particules (Grout et al., 1998; Itami &

Fujitani, 2005). Ainsi, il apparait que la taille des PFC comme la proportion des différents
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minéraux peut évoluer en fonction des écoulements dans un sol (figure 2.4) (Kaplan et al.,
1993). La figure 2.4 illustre I’influence de la vitesse d’écoulement sur les colloides mobiles
générés par le sol dans le cas d’une étude sur colonnes de sol remanié (Kaplan et al., 1993) :
ainsi, la figure 2.4.a montre que plus la vitesse augmente plus le diametre des colloides
générés par le sol augmente; la figure 2.4.b montre que la part des différents types
minéralogiques de colloides évolue également en fonction de la vitesse d’écoulement, ce qui
est en relation avec la taille des particules puisque les particules dont la part augmente avec
I’augmentation des vitesses d’écoulement (kaolinite, vermiculite et quartz) sont en moyenne
plus grosses que les autres particules (gibbsite et oxydes de fer). Ces résultats soulignent par

ailleurs la nécessité de caractériser la nature des particules en plus de leur distribution de

taille.
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Figure 2.4. Influence de la vitesse d’écoulement dans un sol sur a) la taille des particules
et B) la distribution des types de PFC minérales (daprés Kaplan et al., 1993).

® |es conditions climatiques, telles que la quantité de pluie (figure 2.5.a), sa force, sa
nature (neige, gréle, liquide), la température de l'air et de I’eau (figure 2.5.b) ont un impact sur
la distribution des particules (Kaplan et al., 1993; Atteia & Kozel, 1997; Jacobsen et al., 1997;
Shevenell & McCarthy, 2002). Ainsi, la figure 2.5.a montre une corrélation entre la turbidité
de I'eau d'un puits et les différents épisodes pluvieux et surtout orageux durant une période de
180 heures. Il apparait que les augmentations brutales de la turbidité, et donc de la

concentration de matiéres en suspension dans 1’eau, est en parfaite corrélation avec la hauteur
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de pluie et tres précisément avec les deux épisodes orageux ayant eu lieu lors de 1’étude
(Shevenell & McCarthy, 2002). De plus, une autre étude, illustrée par la figure 2.5.b, souligne
I’importance de la température de 1’eau dans un aquifére sur le nombre de petites particules en
suspension dans 1’eau (Atteia & Kozel, 1997) : plus la température est élevée plus les
particules sont nombreuses, ce qui s'explique par ’augmentation de I’activité biologique et

notamment I’augmentation du nombre de bactéries.
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Figure 2.5. @) Influence des précipitations orageuses sur la turbidite dans un puits
(d aprés Shevenell & McCarthy, 2002). B) Influence de la température de $'eau du sol sur
le nombre de PFC, N 05um représente le nombre de PFC de 0.5um de diamétre (d'aprés
Aiteia & Kozel, 1997).

® En corolaire des points précédents, [’état hydrique et la porosité du sol, variables selon
les horizons et les conditions climatiques, influencent la décharge particulaire d’un sol et donc
sur la quantité et la nature des nanoparticules en présence (cf. figure 2.4) (Kaplan et al., 1993;
Govindaraju et al., 1995).

® | es apports et interventions anthropiques peuvent aussi modifier le type, la nature et
la distribution des particules colloidales du sol ; qu’il s’agisse d’épandages divers ou de
modifications physiques du sol (Sparks, 2005; Sen & Khilar, 2006).

Il est cependant important de noter que ces parameétres ne sont pas indépendants les uns des
autres. Ainsi, la modification d’un parametre peut influer sur un autre parametre. De plus, les
PFC du sol sont a la fois des particules générées par le sol mais proviennent également de

I’atmosphere, et donc le comportement des particules dans I'environnement pedologique ne
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dépend pas seulement des paramétres physico-chimiques du sol mais aussi de ceux de

I’atmosphere.

I1. Présentation des sites d'étude

Différents mécanismes et parameétres doivent donc étre pris en compte lors de la
caractérisation physico-chimique et du suivi des PFC de sols et de I'atmosphére. Le nombre
de ces paramétres et leur variabilité nécessite une connaissance et un suivi tres régulier des
conditions régnant sur le ou les sites échantillonnés. De ce fait, deux sites, bien appareillés et
aux caractéristiqgues connues ont été choisis pour ce travail. Leurs différences et leurs
analogies vont permette de mieux caractériser 1’influence des différents parameétres mis en
jeu. L’un est une parcelle de vignoble située en péripherie de la ville de Colmar (Alsace), et
I’autre une forét ancienne située dans le Morvan (Niévre).

La caractérisation des PFC atmosphériques a pour but de déterminer a la fois quelle est leur
contribution et leur impact sur les PFC circulant dans les sols, et quels sont les parametres
influencant leurs caractéristiques physico-chimiques et leur distribution dans I'atmosphere.
Les deux sites ont été appareillés afin de recueillir les PFC présentes dans les retombées
atmosphériques et identifier les paramétres qui les contrélent, sur un site non anthropisé et sur
son équivalent dans un environnement anthropise.

Les PFC des eaux d'infiltration de sols n'ont été échantillonnées que sur le site du vignoble.
Ce type de culture a la particularité de recevoir des apports intensifs de fertilisants, herbicides,
insecticides et fongicides dans une région ou le toit de la nappe phréatique est proche de la
surface du sol. Ce site présente donc des caractéristiques importantes qui permettent d’étudier
en détail le transfert des contaminants potentiellement toxiques.

Les caractéristiques des deux sites sont décrites ci-dessous.
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I1. 1. Le site forestier de Breuil-Chenue

Sur le site forestier de Breuil-Chenue, seules les particules atmospheériques ont été étudiées.
Le site atelier de Breuil-Chenue appartient au réseau des sites Observatoires de Recherche sur
I’Environnement (ORE F-OreT, coordonné par le GIP Ecofor). Ce site a été mis en place et
est géré par la station INRA de Nancy avec pour objectif principal d’étudier ’effet de la
substitution des essences d'arbres sur le fonctionnement biogéochimique et biologique des

écosystemes.

I1. 1. 1. Caractéristiques du site

I1. 1. 1. 1. Situation géographique
Le site est situé dans la forét domaniale de Breuil-Chenue (Niévre-Morvan) (Figure 2.6), a
une altitude de 650 m. La situation morphologique locale du terrain est un plateau Iégerement

incliné vers le Sud.

Figure 2.6, Localisation du site de Breuil-Chenue sur @) la carte de France ¢t B) la carte
Michelin 243 au 1:200000. Le cercie représente la localisation du site expérimental.
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I1.1. 1. 2. Climat

La pluviométrie annuelle trentenaire & Chéateau-Chinon est de 1280 mm (& dominante
hivernale et minima en avril et juillet), la température moyenne annuelle de 9°C (5,4°C de
moyenne des minima mensuels et 12,5°C de moyenne des maxima mensuels) et I’ETP est de
640 mm. Le microclimat et le pédoclimat du peuplement sont observés sur les couples Hétre-
Douglas et Chéne-Epicéa avec des mesures de température et d’humidité relatives de 1’air et
du sol, a différentes profondeurs. Dans la région, les vents sont a dominance du Sud-Ouest.
La figure 2.7 représente les variations de température et hauteur de pluies moyennes
mensuelles sur le site pendant la période d'échantillonnage.

Les résultats des études en cours sur le site montrent que les essences modifient assez
largement le climat général par leurs caractéristiques physiques et leur demande biologique.
De plus, I’interception des pluies par les peuplements est un paramétre important du bilan
hydrique (Ranger & Gelhaye, 2006). Ainsi, pour la forét native 32% en moyenne des
précipitations sont interceptées par an, réparties en 34% durant I’automne, 30% durant 1’été,

21% en hiver et 41% au printemps.
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Figure 2.7. Variations des précipitations et températures mayennes mensuelles @ Breuil-
Chenue de Mars 2004 & Janvier 2005.
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Il. 1. 1. 3. Géologie

Le substrat géologique est constitué par le granite leucocrate a gros grains et deux micas de la
Pierre-qui-Vire. Deux facies différenciés par leurs textures sont identifiés sur le site : un
facies a gros grains centimétriques et un faciés a grains moyens avec des cristaux ne
dépassant pas le demi-centimetre. Leur répartition sur le site a été étudiée a partir des cailloux
du sol aux différents points de prélevement. Il en ressort que les deux facies sont présents
sous tous les peuplements, en proportion plus ou moins forte, conséquence probable de la
cryoturbation généralisée au cours du Quaternaire (Aurousseau, 1976). Le faciés le plus fin
est le plus abondant a I’Est du dispositif expérimental. Le cortege minéralogique a quartz
43%, feldspath potassique 27%, albite 23%, muscovite 4,5%, biotite chloritisée 2,3%, la
composition chimique moyenne et I’assemblage des grains sont identiques dans les deux

facies.

I1. 1. 1. 4. Caractéristiques pédologiques

Le sol de la forét native est un Alocrisol trés acide (pH = 3,8 a 5 cm de profondeur) présentant
une légeére dégradation podzolique en surface, développé sur ’altérite du granite de la Pierre-
qui-Vire, vraisemblablement recouverte d’une fine couche de limon. Une crypto-
podzolisation apparait en surface marquée par un horizon brun chocolat discontinu, et
chimiquement par des accumulations de fer libre a 15 cm de profondeur et d’aluminium libre
vers 20 cm (Ranger & Gelhaye, 2006). Le sol est moyennement épais (au moins un metre),
non compacté, de texture limono-sableuse globalement trés homogene sur 1’ensemble du
profil. Le taux d’argile est inférieur a 20% en surface et des blocs apparaissent de maniére
irreguliere sur le plateau. Les caractéristiques physiques et chimiques du sol sont résumées
dans le tableau 2.1. Cependant, étant donné que seules les particules présentent dans les
retombées atmosphériques ont été étudiées sur ce site, les caractéristiques du sol ne sont pas
détaillées ici autant que pour le site de vignoble. L’accent est seulement mis ici sur la
minéralogie des constituants du sol qui sont potentiellement transportables vers 1’atmosphere

et peuvent constituer une source locale de PFC atmosphériques.
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| niveau | ) A | e O = Vo] Presmer o o | H ] Al | Acidité | S | ST | P |
cm | meq%g | meq%g | meg%g | meq%g | meq%g | meq%a | meg%a [ meq¥a | meq¥a | |
0-4 0.40 005 0.38 0.15 1.78 683 8.5 1.38 9397 0.14)
4-10 0.13 001 0.11 0.02 0.79 620 7.5 0.74 8233 009
10-20 0.10 003 0.05 0.02 0.07 452 459 0.24 433 005
20-35 0.07 003 0.03 0.01 0.14 355 369 0.13 388 005
35.55 0.05 005 0.02 0.0 0.08 344 3.51 0.15 356 004
55-75 0.05 004 0.02 0.00 0.02 420 4.22 0.15 437 003
75-100 0.07 004 0.0 0.00 0.04 372 375 0.15 391 004
100 -140 0.10 002 0.08 0.01 0.15 503 5.13 0.25 543 005
Granuometrie
nivess dereita pH C N P2035 Q&g
om akg aky ailg Argle limors | sables

0-4 056 4.11 104.57 3.78 0.15 129 204 608

4-10 - 4.3 50.17 2.31 0.11 165 200 635

10- 20 026 4.78 2767 1.42 0.10 143 218 534

20-35 1.10 4.53 17.33 0.94 0.11 161 232 608

35-55 1.10 4.70 14.20 0.79 0.12 164 235 602

5-75 128 467 - - 0.6 167 229 £04|

75-100 143 4.70 - - - 249 289 452

100 - 140 134 5.00 - - - 174 214 612

Tableau 2.1. Caractéristiques chimiques et physiques du sol de la forét de Breuil-Chenue.

Les sables et les limons contiennent essentiellement des minéraux primaires issus de
I’arénitisation du granite. La division des fractions les plus grossiéres alimente les fractions
les plus fines. La kaolinite se forme des la base du profil aux dépends de I’albite et de la
biotite. En surface des profils, une réduction des teneurs en minéraux les moins stables
(chlorite, biotite, albite) est mise en évidence dans chaque fraction granulométrique.

Dans la fraction argileuse (< 2 um), un important cortége de minéraux a été mis en évidence
comprenant notamment kaolinite, smectite intergrade, vermiculite intergrade, chlorite, micas,
gibbsite, feldspath potassique, quartz et différents minéraux interstratifiés. La distribution
verticale des minéraux primaires contenus dans la fraction argileuse est fonction de leur
domaine de stabilité respectif dans les différents horizons. Les principales évolutions

verticales sont résumées dans la figure 2.8.
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Vermiculite  Smectite

Illite Gibbsite Kaolinite Al Al Quartz

oecm---—--—-—--
A1
10.emza-=c
Sal
IDiCM=rrnnrs
B/C

9SS ecm---—-—---

Figure 2.8. Bvolution avec la profondenr des proporiions en quartz et minéraux argileux

dans la fraction argileuse du sol de Breuil-Chenue.

I1. 1. 1. 5. Les peuplements
Un taillis-sous-futaie vieilli a réserve de hétre (dominant) (Fagus sylvatica L.) et de chéne
(Quercus sessiliflora Smith) et des taillis de diverses essences (Quercus sessiliflora Smith,
Betula verrucosa Ehrh., Corylus avelana L.) constituent la forét native du site. Celle-ci a en
partie été coupée a blanc et remplacée par des plantations diverses d’essences feuillues et
résineuses. Le dispositif expérimental des peuplements est réparti comme suit :
- une parcelle représentant la forét initiale ;
- 5 parcelles plantées en hétre, chéne, épicea, Douglas, sapin et pin ;
- 4 parcelles d’épicea commun, de Douglas, de pin Laricio et de sapin Nordmann, fertilisées
et amendées.
Le dispositif a été installé en 1976 a I’initiative de la Station de Recherches sur les Sols et la

Fertilisation de ’INRA de Champenoux. Chaque parcelle fait environ 10 ares.
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I1. 1. 2. Dispositifs d’échantillonnage

De nombreux instruments d’échantillonnage et de mesures sont disponibles sur le site. Ainsi,
les eaux de pluies hors et sous couvert végétal et les eaux de ruissellement le long des troncs

ont éte échantillonnées tout au long de la campagne (figure 2.9).

Figure 2.9. Dispositifs d’échantillonnage

des eaux sur le site de Breuil-Chenue.

a) Mat d'éechantillonnage hors-couvert, b) dispositif de récupération des eaux de

ruissellement de trones et ¢) gouitieres d échantillonnage sous couvert végétal.

Il. 1. 3. Synthése

Ce site bien caractérisé a été choisi pour le suivi dans le temps de 1’évolution des
caractéristiques physiques et chimiques et de la distribution des PFC présentes dans les dép6ts
atmosphériques.
Les caractéristiques essentielles du taillis sous futaie sont les suivantes :

- une bonne connaissance des facteurs environnementaux ;

- un site considéré comme non contaminé par ’activité anthropique ;

- un site en zone forestiére caractérisé par un couvert de feuillus typiques des zones

tempérées.
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11.2. Le site de vignoble péri-urbain de Wintzenheim

loix'on-Pldn:
AT THen

[ X ¢

Figure 2.10. Localisation du site de Winizenheim sur a) la carte de France et B) la carte
Michelin au 1:200000. Le cercle représente la localisation du site expérimental.

I1. 2. 1. Caractéristiques du site

Le site d’échantillonnage est une parcelle de vignes expérimentale appartenant a I’INRA et
située a Wintzenheim pres de Colmar (Alsace, France) (figure 2.10). Situé en piémont des
Vosges, le sol est un colluviosol développé sur alluvions anciennes (Party et al., 1999). Le site
est équipé d’une station météorologique ainsi que d’un dispositif de collecte des eaux
d’infiltration par bougies poreuses placées a 60 et 120 cm de profondeur (figure 2.11). Cette

parcelle expérimentale est destinée a 1’étude de I’impact des phytosanitaires sur la vigne et
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son environnement. De ce fait elle est divisée en deux parties : une partie traitée avec des
phytosanitaires et une parcelle témoin. La parcelle traitée a fait 1’objet de différents
traitements chimiques pendant plusieurs dizaines d’années : la pulvérisation annuelle d’un
fongicide arséni¢ a la fin de ’hiver (une seule application), I’application de fongicides a base
de soufre et cuivre, sous forme de bouillie bordelaise, ainsi que la pulvérisation de pesticides
et d’herbicides au printemps et en automne. Ces apports anthropiques sont autant de sources
de pollution potentielle. Dans le cas présent, le traitement au fongicide arsénié a été effectué
au debut du mois de Mars entre 2001 et 2004 en pulvérisant sur les plants une solution
d’arséniate de sodium (AsNazO,). La quantité d’arsenic appliquée par an est de 0,6 kg/ha et la
quantité de cuivre de 3,5 kg/ha. L’arséniate de plomb monoacide (As,OgPbs) avait été utilisé
en France comme insecticide sur les vignes jusqu’en 1950. Ce produit, peu soluble dans I’eau

était pulvérisé sous forme de mélange sur les plants. L’arséniate de sodium a remplacé

I’arséniate de plomb jusqu’a la fin 2001. Ce produit phytosanitaire est trés soluble dans I’eau

(Faivre & Weiss, 1963).

Figure 211. «

dechantillonnage de Wintzenheim.

photographie du  site

b) photographie du dispositif de collecte des eaux

gravitaires et coupe du sol.
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I1. 2. 2. Particularité des apports anthropiques

L’arsenic est le S1éme élément en termes d'abondance dans la crodte terrestre, il se trouve
dans tous les types de milieux, que ce soit I’atmosphére, les milieux aquatiques, les sols, les
sédiments, les roches ou les organismes vivants. C’est un ¢lément chalcophile se combinant
au soufre pour former des sulfo-arséniures. Si cet élément est un constituant mineur des
minéraux des roches, ce sont les activités humaines qui contribuent en majorité a I'apport
d’arsenic a I’environnement. Il a été estimé que les émissions globales d’arsenic étaient
comprises entre 24000 t.an™ et 124000 t.an™ (Loebenstein, 1994). C’est un élément essentiel
a la vie puisqu’un étre humain a besoin de 10 a 20 pg d’arsenic par jour (Jacotot & Le Parco,
1999). Cependant, un apport trop important peut étre toxique : ’inhalation de 100 mgkg™
d’hydrogéne arsénié (AsH3) entraine la mort dans les 30 minutes (Laperche et al., 2003).
L’arsenic peut présenter quatre degrés d’oxydation : (-3), (0), (+3) et (+5). Dans les sols, ses
composés correspondent principalement a des espéces inorganiques présentant les degrés
d’oxydation As[V] arséniate et As[l1] arsénite (Harper & Haswell, 1988; cité dans Matera et
al., 2003). La forme As[V] est moins toxique et moins mobile que la forme As(I11) du fait du
plus fort potentiel d’adsorption de As[V] sur les minéraux (Pierce & Moore, 1982). Il existe
plus de 200 minéraux contenant de 1’arsenic. Dans les sols, la mobilit¢ de I’arsenic est
principalement contrélée par les processus d’adsorption/désorption, les réactions de
dissolution/précipitation et les mécanismes microbiologiques. La capacité d’adsorption de
I’arsenic sur les différents constituants du sol (argiles, oxydes d’aluminium, de fer, de
manganese, carbonates de calcium et/ou matiére organique) est fortement dépendante des
facteurs physico-chimiques du milieu tels que 1’état d’hydratation, le pH, les conditions
d'oxydo-réduction, I'état de coordination des cations (Sadiq, 1997). Ainsi As[V] est
préférentiellement adsorbé sur les oxydes pour des pH de 4 a 7, et As[l11] pour des pH de 7 a
10 (Pierce & Moore, 1980; Pierce & Moore, 1982). De plus, Lin & Puls (2000) ont montré
que As[V] est plus fortement adsorbé sur les argiles que As[lI1]. Concernant les substances
humiques, 1’adsorption d’As[V] est maximale pour un pH égal a 5,5, et celle de As[II1] pour
un pH égal a 8,5 (Thanabalasingam & Pickering, 1986; cité dans : Matera et al., 2003).

Dans les sols d’environnement contaminés, de nombreuses études ont montré des
précipitations d’arsenic. Ainsi, Voigt et al. (1996) ont rapporté le cas de la précipitation
naturelle d’hornesite (Mgz(AsO4),.8H,0) et Juillot et al. (1999) ont relevé des occurrences

d’arséniates de calcium ; tandis que la formation de scorodite (FeAsO,4.2H,0) et la sorption
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d’arséniate sur des oxy-hydroxydes ferriques et des aluminosilicates ont été mises en évidence
par Forster et al. (1998). Enfin, Davis et al. (1996) ont observé la formation d’oxydes arséniés
métalliques, d’oxydes de fer arséniés et de phosphates d’arsenic tels que
FeAIPbAs(PO4)(SO4). En résumé, les oxy-hydroxydes métalliques s’avérent étre de bons
pieges a arsenic qui s’y adsorbe suivant des phénomenes de complexation de surface. De plus,
il existe une interconnexion étroite entre les meécanismes abiotiques et les phénomeénes
biologiques. Si les réactions d’oxydation, de réduction, d’adsorption, de dissolution, de
précipitation et de volatilisation se produisent fréguemment dans les sols, certaines de ces
réactions sont associées a des micro-organismes bactériens et fongiques comme le montre la
figure 2.12 (Bhumbla & Keefer, 1994). La biotransformation des espéces arséniées se produit
selon trois mécanismes principaux : (i) les réactions d’oxydo-réduction entre arsenite et
arséniate ; (ii) la réduction et la méthylation de 1’arsenic ; (iii) la biosynthese de composées
organo-arséniés. La méthylation de 1’arsenic est un processus métabolique qui transforme des
espéces arséniées inorganiques en formes méthylées organiques et volatiles. Jain et Ali (2000)
ont montré que les composés inorganiques arséniés sont environ 100 fois plus toxiques que
les composés organiques et il semble que les micro-organismes ont développé des

mécanismes de détoxification de 1’arsenic.

Acide méthyle Acide méthyle
Arséniate aduct Arsénite bacté
réduction bactéries acléries
HAsO> pHE -9  Comm——p> ) CH: CH,
H,AsO* pH6 -7 <Guummmm AsO, | l
oxydalion HO-As-OH HO-A"s-CH,
0
Acide cacodylique
+Fe baclene
adsorplion + S
précipilalion AsS,
oxydation champignons [l Woxydation
réeduction
précipitation CH, CH,
FeASO‘ AS,S, H‘AS'C"l’ CH"AS'CH,
Diméthyle arsine Triméthyle arsine
(volatile et toxique) (volatile et toxique)

Figure 2.12. Cycle de !'arsenic dans les sols (d ‘aprés Bhumbla & Keefer, 1994) .
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I1. 2. 3. Caractéristiques pédologiques

Les principales caractéristiques physicochimiques du sol de Wintzenheim sont présentées
dans le tableau 2.2. Sa granulométrie est assez homogene sur les 120 premiers centimeétres,
présentant une majorité de sables grossiers (200 a 2000 um) et des teneurs d’argile autour de
10%. Dans la parcelle témoin, les niveaux 25 a 45 cm et 45 a 65 cm sont plus riches en argiles
et limons fins que les niveaux inférieurs (65 a 100 cm) avec une recrudescence des éléments
fins de 0 a 20 pum dans le niveau compris entre 100 et 120 cm. Ceci est corroboré par les
valeurs de capacité d’échange cationique (CEC). A propos de la parcelle traitée on note les
mémes caractéristiques avec cependant un léger décalage des niveaux vers le haut. Ainsi, seul
le niveau 45-65 cm apparait réellement sableux et les niveaux 80 a 120 cm sont plus riches en
argiles. Le diagramme de texture du sol (Figure 2.13) montre qu’il s’agit d’un sol limoneux-
sableux avec, cependant, une tendance plus limoneuse en profondeur. Ceci est corrélable avec
la présence éventuelle d’un horizon d’accumulation en place vers 1 m de profondeur. Le pH
du sol est homogene avec la profondeur, restant assez basique autour de 6 dans la parcelle
témoin et plus proche de 7 dans la parcelle traitée. Le niveau supérieur du sol (0 a 5 cm), le
plus riche en matiere organique, correspond au tapis racinaire de la zone enherbée.

La caractérisation par diffraction des rayons X de la fraction argileuse du premier métre du
sol de Wintzenheim montre une distribution des argiles assez homogéne avec principalement

des illites et des interstratifiés illite-smectite (figure 2.14).
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Parcelle
Témoin Traitée
0asS5cm @ @
5a25cm
25a45cm o RS
45a65cm © *
65a80cm
80a100cm
100a120cm o P
<)
o'd‘
%
2

80 70 60 50 40

<

Fraction sableuse (50 a 2000 pm)

Figure 2.13. Diagramme de texture du sol de Wintzenheim. L » Loam; SL: Sandy Loam.

Ilite / Chlorite /

Illite Kaolinite Smectite Vermiculite

Figure 2.14. Evolution avec la profondeur des proportions en minéraux argileux dans la

Jraction argileuse du sol de Winizenheim.
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L’évolution des concentrations en éléments chimiques avec la profondeur montre pour la
parcelle traitée que 1’aluminium, le calcium et le manganése sont moins concentrés dans les
niveaux inférieurs a 65 cm, alors que le silicium et 1’arsenic sont plus concentrés dans ces
niveaux (figure 2.15), qui sont plus sableux. Les concentrations en arsenic dans la parcelle
témoin sont de 1’ordre de 10 a 20 ppb. La encore les niveaux sableux sont plus riches
d’environ 10 a 40%. Ces valeurs d’arsenic sont légerement inférieures a la valeur de
définition de source sol (VDSS) qui est de 19 ppb et largement inférieures a la valeur de
constat d’impact (VCI) qui est de 37 ppm en usage sensible et 120 ppm en usage non sensible.
La valeur de VDSS est une valeur guide arbitrairement définie pour identifier et qualifier un
sol comme source de pollution. La valeur de VCI permet de constater I’importance de
I’impact du sol pour un usage donné. Les "VCI usage sensible” sont les valeurs
réglementaires pour les usages résidentiels et les "VCI usage non sensible™ pour les sols
industriels (Laperche et al., 2003). Les teneurs en arsenic pour le sol témoin sont assimilables
au fond géochimique de la parcelle étudi¢e. L’augmentation dans les niveaux sableux montre
que D’arsenic n’est pas associ¢ aux argiles. Il semblerait qu’il soit présent naturellement dans
le sol associé a des particules plus grosses.

Dans la parcelle traitée, les valeurs d’arsenic sont plus élevées, comprises entre 14 et 29 ppb.
Les niveaux de sol présentant les valeurs de concentration les plus élevés sont les niveaux
sableux avec 28,1 ppb pour le niveau 45 a 65 cm et 29,2 ppb pour le niveau 65 a 80 cm. Ces
valeurs sont deux a trois fois plus élevées que pour les autres niveaux de sol et dépassent la
valeur de VDSS. Ceci indique que le sol peut étre une source de pollution pour le réseau
hydrographique, dont la nappe phréatique.
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évolution de la granulométric
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Figure 2.15. Evolution de la granuloméirie ef des concentrations en divers éléments avec
la profondeur pour les parcelies témoin et traitée. a) évolution des pourcentages relatifs
dargile et de sable grossiers pour les parcelles témoin et traitée. Bb), ¢), d), e) ot f)
Evolution des concentrations en arsenic, silicium, aluminium, calcium ef manganése en

Jonction de la profondenr pour les parcelles témoin et traiiée.

Il. 2. 4. Synthése

Ce site a été choisi pour le suivi dans le temps et dans I’espace de 1’évolution des
caractéristiques physiques et chimiques et de la distribution des particules fines présentes dans
les dépdts atmosphériques et dans les eaux d’infiltration du sol.
Les caractéristiques essentielles du site sont les suivantes :

- une bonne connaissance de la composition minéralogique et chimique du sol,

- un site anthropisé avec des apports de phytosanitaires répétés sur plusieurs décennies,

- un site en zone péri-urbaine dont le caractére est intermédiaire entre milieu agricole et

milieu urbain (petite agglomeration) cumulant les nuisances anthropiques urbaines et

agricoles.
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I11. Conclusions

Ce travail porte sur la caractérisation des PFC sur les sites de Breuil-Chenue et Wintzenheim.
Les parameétres susceptibles d'influencer les types, la distribution et la dynamique des PFC sur
chacun des sites sont bien caractérisés. Ainsi, I'échantillonnage des PFC atmosphériques sur les
deux sites, accompagne du suivi des conditions environnementales, permet de caractériser les
facteurs influencant la distribution des PFC dans le temps ainsi que les facteurs jouant sur les
caractéristiques morpho-chimiques des PFC selon I'environnement de dépdt. L'influence des
apports anthropiques aussi bien que le mode d'occupation des sols sont les criteres les plus
discriminants entre les deux environnements

Par ailleurs, le sol du site de Wintzenheim est bien caractérisé ce qui permet de mettre en
évidence une dynamique particulaire dans le sol. Le fait que ce site soit anthropisé et proche
d'une zone urbanisée permet, par ailleurs d'étudier, en détail, le transfert de contaminants dans

le sol via les PFC.
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Chapitre 111

Matériel et méthode

I. L'échantillonnage des Particules fines et colloidales
(PFC)

I.1. L'intérét des études in situ

Afin de prévoir, quantifier et comprendre le transport colloidal, il est nécessaire d'identifier la
nature et la quantité de PFC présentes dans le milieu étudié. Ces informations peuvent ainsi
indiquer les sources des PFC ainsi que les processus responsables de la génération des
particules. Une grande variété de matériaux organiques et inorganiques existent en tant que
PFC dans la zone vadose, qu'il s'agisse de minéraux néoformés, de fragment de roches et
minéraux plus ou moins altérés de la roche-mére, de biocolloides ou encore de composés
macromoléculaires inertes constitutifs de la matiére organique (McCarthy & McKay, 2004).
Des études in situ ont par ailleurs montré que la fraction colloidale est principalement
composee de minéraux argileux, d'oxydes de fer ou aluminium, de silicates et de matiére
organique (Kretzschmar et al., 1999; Sen et al., 2002; Citeau et al., 2006). Les PFC sont de
types trés divers et, de fait, leurs comportements le sont aussi dans le milieu. Il apparait donc
clairement que, pour étudier les PFC dans leur environnement naturel, qu'il s'agisse du sol ou
de l'atmosphere, un échantillonnage le plus neutre possible est nécessaire. Basé sur une
synthése et une critique des différents échantillonneurs existants un nouveau type de dispositif

a été mis au point dans cette étude.
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1.2. Echantillonneurs de particules actuels

I. 2. 1. Les échantillonneurs atmosphériques

Comme décrit dans l'article de synthese publié par McMurry (2000) I'obtention d'échantillons
représentatifs d'aérosols peut étre difficile. Les facteurs influencant I'efficacité du prélevement
sont la taille des particules, la vitesse et la direction du vent aussi bien que la distance entre le
capteur et le dispositif de mesure. Dans le paragraphe ci-dessous nous discutons des avantages
et inconvénient des différents types d'échantillonneurs d'aérosols. Dans la mesure ou ce travail
traite des retombées atmosphériques d'aérosols sur la surface du sol, la discussion ne traite
que d'échantillonneurs fixes.

L’un des échantillonneurs le plus communément utilisé est le type "impacteur”. Le principe
est d'accélérer les aérosols a travers un jet circulaire ou une fente vers un substrat d'impaction.
Il a été montré qu'un tel dispositif est efficace pour fournir des échantillons de tailles connues
(Rader & Marple, 1985), mais le biais principal est le rebond possible des particules sur le
substrat d'impact (références dans McMurry, 2000).

Le dispositif dit "impacteur virtuel" a été creé afin d'éviter le phénoméne de rebond. Dans de
tels échantillonneurs le substrat d'impact est remplacé par un tube de réception séparant des
particules sur la base de leur énergie d'écoulement.

Un troisiéme type d'échantillonneur est le type "cyclone”. Il consiste, comme l'impacteur, a
acceélérer les particules mais de maniére tangentielle, les particules humides collant aux parois
et les particules séches allant au fond.

Enfin un quatriéme échantillonneur classique est de type "filtres de nuclepore”. Apres
accélération, les particules sont filtrées, mais l'efficacité de tels filtres n'est pas établie
(McMurry, 2000).

Considérant les objectifs recherchés dans ce travail, il semble que tous ces dispositifs
présentent un probléme majeur du fait de lI'accelération des particules qui peut produire deux
artéfacts : (i) le piégeage de particules en suspension dans l'air qui ne sont pas susceptibles en
conditions naturelles de tomber sur le sol et (ii) une modification de l'aspect physique des

particules pendant I'échantillonnage.
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I. 2. 2. Les échantillonneurs des particules des solutions du sol

Afin de prélever les particules des solutions de sol la méthode habituelle consiste a
échantillonner la solution de sol. Les solutions sont alors centrifugées ou filtrées dans le
laboratoire pour séparer les fractions vraiment dissoutes et les fractions particulaire-
colloidales des échantillons. Les solutions de sol peuvent étre recueillies par des méthodes
tres différentes. Certaines sont non-destructives comportant l'installation d'un lysimetre qui
préléve la solution in situ, d'autres sont destructives impliquant le prélévement de terres et
I'extraction ultérieure de la solution de sol au laboratoire (Davis & Davis, 1963; Giesler et al.,
1996). Les paragraphes suivants ne portent que sur les dispositifs in situ de prélevement et

permettent de discuter des avantages et inconvénients de toutes les méthodes.

1.2.2.1. Les lysimétres sans tension

Le lysimetre sans tension est le premier dispositif qui ait été utilisé pour recueillir des
solutions de sol (DeLaHire, 1703; cité dans Cole et al., 1961) et il est toujours utilisé
aujourd’hui. Ce dispositif recueille seulement I'eau gravitaire car aucune succion n'est
appliquée au systeme. L'avantage de ce type d'échantillonneur est qu'il recueille I'eau de
drainage et peut étre employé pour estimer les flux élémentaires (Rasmussen et al., 1988;
Sogn et al.,, 1993; Ranger et al., 2001). Basés sur le principe des premiers dispositifs,
différents types de dispositifs ont été développés progressivement tels que les plaques
lysimétriques, les gouttiéres lysimétriques et les lysimétres a méches.

Le dispositif de plaques lysimétriques est employé depuis presqu'un siécle (Joffe, 1932; cité
dans Giesler et al., 1996). Un tel dispositif consiste a introduire une plaque d'environ 1 m?2
dans le sol suivant une légere pente, ce qui exige de creuser de larges et profondes fosses. Les
plaques employées ont une superficie d'un ou plusieurs metres carrés et contiennent un tuyau
ou un drain acheminant I'eau recueillie vers des bidons généralement d'une contenance de
100 L, placés dans une excavation adjacente. Pour I'analyse au laboratoire, une partie de I'eau
échantillonnée est recueillie suivant les besoins de I'étude, puis les bidons sont vidés et lavés
directement sur le site de prélevement. L'introduction dans les sols de tels dispositifs

métriques n'a jamais été officiellement critiquée. Cependant, l'implantation des plaques
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lysimétriques est connue pour perturber profondément et pendant longtemps les écoulements
de I'eau d'infiltration et le processus de pénétration des racines.

Les gouttieres lysimétriques sont apparues il y a quelques années afin de simplifier
I’installation des dispositifs utilisés dans les agrosystemes contaminés (Boerner, 1982; Haines
et al., 1982). Le dispositif consiste a introduire dans le sol des demi-tubes de PVC a
différentes profondeurs a partir d'une grande fosse. Cette fosse est maintenue ouverte afin d'y
installer des bidons d'environ 1L liés aux gouttieres par des tuyaux et recevant la solution de
sol échantillonnée par le dispositif. Quand c'est nécessaire les bidons sont collectés et
remplacés par des nouveaux. Il semble que cette innovation est moins perturbante pour
I'environnement que les plaques lysimétriques car diminuant la surface introduite.

Les lysimetres a méches ont été présentés pour la premiére fois par Brown et al. en 1986
(Brown et al., 1986). Leur conception est semblable a celle des plaques lysimétriques mais de
dimensions plus réduites (la surface est d'environ 500 cm?). La différence principale consiste
en l'introduction d'un tapis des meches de silice entre la plaque et le sol. Ce tapis agit comme
un milieu poreux. La porosité du sol étant moins importante que celle du tapis de méches, une
forte surface de drainage se créée. Un tel systeme lysimétrique recueille a la fois les eaux
percolantes et I'eau de la macroporosité (Landon et al., 1999). La maniére de mettre en place
le dispositif et de recueillir les échantillons d'eau est sensiblement identique a celle employée
pour les plaques et gouttiere lysimétriques a savoir qu’elle nécessite le creusement d’une
fosse. Il a été montré que ce dispositif donne une évaluation fiable de l'eau et du flux
élémentaire (Boll et al., 1992; Louie et al., 2000; Zhu et al., 2002). Plus récemment, Czigany
et al. (2005) ont examiné I'efficacité des lysimétres a fibres de verre dans le prélevement des
colloides de I'eau interstitielle en zone vadose. lls ont observé que, dans un certain nombre de
conditions différentes, les colloides étudiés ont été sensiblement retenus a l'intérieur des
meéches, et ont conclu que l'utilisation des méches pour le prélevement colloidal dans la zone
vadose devait étre considérée avec prudence.

Depuis leur mise en ceuvre, la validité des informations recueillies a I'aide de lysimétres sans-
tension a souvent été sujet a discussion et remise en cause. Il est aujourd’hui généralement
reconnu que les conditions nécessaires a leur utilisation ne sont pas entierement naturelles :
I'anomalie la plus significative étant associée a la création d'une interface sol-air au fond du
lysimetre créant des conditions hydrodynamiques anormales (Richards et al., 1938; Colman,
1946; cité dans Cole et al., 1961; Giesler et al., 1996).
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1.2.2.2. Les lysimetres sous tension

Les lysimetres sous tension ont été mis au point de maniere a éviter la création d'états
hydriques anormaux. Le principe est d'aspirer la solution de sol dans le lysimétre, en utilisant
un dispositif de vide et des raccordements par tubes capillaires. Suivant cette méme tension la
solution est ensuite acheminée dans des bidons collecteurs situés sous la surface au sol.
Principalement deux dispositifs sont utilisés de cette facon : les plaques lysimétriques sous
tension et les bougies poreuses.

Le dispositif de plaques lysimétriques sous tension a été développé dans les années 1960
(Cole, 1958; cité dans Wagner, 1962) afin de réduire au maximum le probléme d'interface sol-
air générée dans les dispositifs de plaques lysimétriques sans tension. La conception des deux
systéemes est identique. Cependant, une tension négative, équivalente a un phénomeéne
d'aspiration est appliquée aux plaques sous tension. De ce fait la force capillaire du sol est
opposeée par la tension négative. Ceci provoque un drainage permanent de I'eau
indépendamment du taux d’humidité du sol (Cole et al., 1961).

La premiere description des bougies poreuses apparait des 1940 (Wallihan, 1940). Le but est
de modifier le principe de lysimétre en utilisant un tensiométre afin d'aspirer I'eau du sol sous
une tension équivalente a celle d'une colonne continue de sol. L'appareil développé dans les
années 1960 par Wagner (Wagner, 1962) est alors censé éliminer les conditions hydriques

anormales se développant lors de l'utilisation de lysimétres sans tension.

En résumé, l'objectif de ce travail étant d'étudier et d'analyser les caractéristiques physico-
chimiques de la fraction particulaire circulant dans I'eau d'infiltration du sol, les dispositifs de
prélevement existants ne sont pas parfaitement adaptés. En effet, méme si les lysimétres sans
tension recueillent la vraie eau libre du sol, les conditions de prélévement induisent trois biais
majeurs :

(i) le risque vieillissement et de contamination de la solution a l'intérieur des bidons de
collecte avant lI'analyse (Chen & Buffle, 1996a);

(ii) la mise en place des systémes d'échantillonnage perturbe la structure de sol, libérant les
particules fines et créant une macroporosité preférentielle (Keeney, 1986; Zhu et al., 2002);
(iii) la création d'une interface eau-air introduit des conditions anormales d'écoulement dans le
sol (Kohnke et al., 1940; cité dans Wagner, 1962).

En ce qui concerne les lysimétres sous tension, méme si ces dispositifs évitent la création

d'états hydriques anormaux liés a l'interface air-eau en profondeur, il s'avere que la tension de
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succion appliquée au systéme modifie clairement les propriétés physiques et chimiques de la
fraction particulaire (Domange et al., 2004).

Il nous a donc semblé pertinent de développer un nouveau mode de prélévement permettant
de perturber le moins possible la fraction particulaire, tout en évitant le vieillissement de la
solution et sans entrainer une libération importante de particules lors de la mise en place et le

développement d'une macroporosité préferentielle.

II. New technique for in situ sampling of particulate

matter and colloids in soil and atmospheric fallout*

11.1. Abstract

This note describes a new technique for in situ sampling of fine particulate matter (PM)
including colloids in natural environments. The technique is based on a microlysimeter which
is easy to move between field and laboratory and can be routinely used for in situ monitoring.
The design of the device aims at limiting bias and artefacts encountered with current sampling
methods based on successive field collection of liquid samples, transport, storage and
filtration in the laboratory. Samples are directly collected on transmission electron
microscopy (TEM) grids thus totally eliminating the modifications classically due to handling
of samples from collection to analysis. Detailed physical and chemical microscopic studies of
individual particles can then be performed in order to fully characterize PM in natural media
such as soil solutions, atmospheric fallout, rainfall and any aquatic system. This technique can
be applied in a number of research fields, such as the characterization and determination of
pollution vectors, the tracing of sources of emissions, or investigations on particle
interactions.

Keywords: TEM, in situ monitoring, lysimeter, vadose zone, infiltration water.

! Le paragraphe 11 de ce chapitre est soumis dans cette forme a Colloids and Surface A: Physicochemical and
Engineering Aspects.
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11.2. Introduction

Particulate matter (PM) including colloids has been of first interest since half a century and in
the last twenty years research on the role of PM in pollutant transfer has gained increasing
attention in soil and groundwater studies (McDowell-Boyer et al., 1986; McCarthy &
Zachara, 1989; Crossan et al., 2002; McGechan & Lewis, 2002; Citeau et al., 2006). It was
shown that both the abundance of PM and the nature of contaminants have a strong influence
on pollution transfer and transport in porous media (Roy & Dzombak, 1997; McCarthy &
McKay, 2004). In 1986, Mc Dowell-Boyer et al. (McDowell-Boyer et al., 1986) deplored the
fact that most studies on natural systems had been carried out without paying attention to
particulate components and advocated looking into the fundamental phenomena and
mechanisms involved. Some of the processes controlling PM transfer were individually and
independently explored, but a great majority of the studies performed during the last two
decades did not involve natural systems. Indeed, as natural systems are chemically and
physically heterogeneous, it is impossible to investigate the whole range of matter and
processes involved. This complexity explains why it remains very difficult to study PM in
their natural environment. Chen and Buffle (1996a) have pointed out is the importance of the
physical and chemical characterization of colloids and the challenge in sampling without
drastically altering the nature and properties of colloidal material. Sampling of PM by
filtration of previously pumped groundwater can introduce artefacts due to high pumping
rates or alteration in chemical and physical properties (Puls & Powell, 1992). Other protocols
using plate lysimeters are also problematic, mainly because of potential contamination from
vessels, or coagulation and microbial changes during storage (Chen & Buffle, 1996a).

Based on the recent review paper of McCarthy and McKay (2004) it appears that the
sampling of colloids/PM in the vadose zone as well as in saturated groundwater is a key
challenge that needs to be addressed. Moreover, knowing and characterizing the atmospheric
input on soil is of prime interest in PM studies (Posfai et al., 2003b; Utsunomiya et al., 2004;
Ndzangou et al., 2006). It is therefore important to develop techniques that enable the
characterization of PM present in gravitational water in a state as close as possible to natural

conditions.
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We propose here a new sampling method minimizing disturbances to the nature and
organisation of the PM fraction in order to better investigate the characteristics and/or

evolution of such material by analytical Transmission Electron Microscopy (TEM).

I1. 3. Sampling device

11.3.1. Basic principle of the device

The basic principle of the field device consists in real time filtration of percolating water by
microlysimetry. The microlysimeter consists in a 2 stages filtration box filled with inert sand
and placed in contact with soil at the desired sampling depth. The particle collector consists in
TEM grids inserted in the sand bed and intercepting the PM by simple gravitational
deposition.

The vertical flow of infiltrating water is isolated from lateral flow by confining the soil
column in a PVC tube. A stopper fit to the bottom of the tube and drilled with holes allows
the drainage of the soil solution. The microlysimeter can be replaced regularly for periodic
monitoring. An adapted handling device allows lifting and dropping the tube with no further
perturbation of the soil column confined inside the tube.

b
D Handling Device
o— S0il-3ir interface
' & X5 ...--.--~—PVC tube
> < Undisturbed
BB € ied wth byt sand WA et
TEMgrios (CUL TY)
Microlysimeter
et —
ertoranons : . Pormoable sole

Figure 3.1. a) description of the macrolysimeter. b) Cross section of the field installation
Jor sampling soil iifiltration water PM.

65



Chapitre 111 : Matériel & Méthode

11.3.2. Microlysimeter

The essential part of the device is the microlysimeter (figure 3.1.a). The support is a two stage
Millipore®© filtration cell for fluid analyses with a 4.5 cm internal diameter. In order to
facilitate the inflow of water the cover and the bottom of the box are drilled with holes. At the
lower stage of the box a strong Vyon-type filter is placed under a plastic basket containing
carbon coated Cu and Ti TEM grids. Grids are embedded in pure inert silica sand. A
Cellulose Nitrate Membrane is mounted over the sand bed and clamped between the two
stages of the filtration cell. The membrane is covered with sand so as to fill completely the
upper stage of the cell topped with a nylon filter. This assembly is functioning as a lysimeter.
The soil solution collected at the upper stage of the cell is filtrated (i.e. at 5 um), which allows
the collection on the underlying grids of all the size fractions of PM from nanoparticles to the
size of the porosity of the chosen filter. We recommend a rather large porosity of the cellulose
filter to keep the filter free of clogging and avoid the bias due to the interaction of PM with
the pore edges that may occur with too small pore diameters.

11.3.3. Field device

The field device (figure 3.1.b) comprises a PVC tube driven vertically in the soil. The PVC
tube has an internal diameter of 12.7 cm and its height is adapted to the soil depth selected for
a given study. The device may be used either to study a complete soil column, or various
depths selected according to specific study criteria such as differentiated soil horizons,
modifications in porosity, or biological zonings. It is recommended to let the field device
settle for a period to allow the sealing of cracks generated during the introduction of the tube
in the soil. After the settling period the tube is pulled out, the sole removed, the particle
collector is placed at the bottom of the soil column and the tube dropped back in place. To
remove the particle collector and replace it with another one for monitoring purposes, the
protocol is exactly the same.

In addition to the set of PVC tubes, a 500ml filtration box is used at the surface of the soil,
based on the same filtration principle than the particle collector device fitted to the soil

columns. The filtration box is designed to filter rainwater and collect the atmospheric inputs.
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According to the sampling intervals, the particle collector is recovered and dismantled in the
laboratory under a glove box to avoid dust and bacterial contamination. Grids are washed
with purified and sterilized water to eliminate excess soil solution and avoid precipitation of

dissolved matter. Then the grids are air dried prior to analysis under the microscope.

Figure 3.2. a) TEM micrograph of a cadmium-rich PM present in water infiltration of a
tillaged soil. Scale bar : 0.2 um.. B) Microdiffraction pattern of particie shown on Fig 3a.
¢) Energy dispersive X-ray analysis of the particle shown on Figure 3.2a. C peak is due to
the carbon coating of the grid and to the presence af organic maiter. Cu peak is due to the
grid.

11.4. Discussion

As the device placed directly inside the soil is of very small size (a few centimetres), its effect
is equivalent to that of a small pebble, and as the TEM grid is 3mm in diameter its effect is
equivalent to that of a large sand grain. This does not significantly modify the hydrologic
properties, the pH, or the temperature near the device. The grid can be considered as similar
to an inert soil component or pore wall on which PM are collected by simple deposition. The
TEM grids loaded with PM allow: (i) performing all TEM techniques such as EDX analyses,

HRTEM observations, TEM diffractometry, providing chemical information and physical
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characterisation, as well as image analysis for size distribution or shape studies (figure 3.2);
(i) performing additional microscopic observations such as SEM or ESEM investigations on
grids or even on filters; (iii) storing them in a dry state for several months without altering the
particles characteristics.

The examination of sampling grids with TEM shows the presence of different types of
colloids and PM. Samples from soil solutions and atmospheric fallout are representative of
both mineral and biological components that are known to exist as PM in natural
environments (McCarthy & McKay, 2004; Ndzangou et al., 2006). Moreover, it appears
clearly that naturally occurring aggregates remain undisturbed by applying this technique
(figure 3.3).

To conclude, it appears that the design of this field device is a great step forward in the in situ
monitoring of PM from atmospheric input to soil solution. The sampling intervals are easy to
adjust to the investigated subject, the device can be used indifferently for a short event (rain,
storm), for a period of a week, or for a month or a season. However the tests performed with
our device have shown that for soil nanoparticles a period of more than 2 to 3 months is not
recommended because of problems such as of the clogging of the filter as well as the

overpopulation of PM on the grids.

Figure 3.3. a) TEM micraograph of atmospheric deposits. 1: organic matter; 2: individual
clay particle; 3: bacteria associated with clays. b) TEM micrograph of soil infiltrating
water PM. 1: metal oxide; 2: bacteria associated with minerals; 3 : weathered clay. Scale
bars: I pum.
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I11. Acquisition d'images et analyses

I11. 1. Equipement analytique

Les échantillons ont été analysés a l'aide d'un microscope électronique a transmission (MET)
Philips STEM 420 équipé d'une caméra CCD SiS Megaview Il permettant l'acquisition
d'images numériques en temps réel, et d'un systtme de spectroscopie des rayon X en
dispersion d'énergie (EDX) Oxford INCA permettant une analyse chimique semi-quantitative
des objets étudiés. Ce MET est situé au service de microscopie et microanalyse de l'unité
PESSAC de I'INRA de Versailles. Le microscope a été utilisé avec une tension de 120 kV en
mode transmission en utilisant une ouverture de diameétre objectif de 50 um. Les images ont
été prises avec un temps de pose de 1 seconde et en corrigeant la brillance du faisceau
incident pour optimiser la gamme d'intensité dans I'histogramme de I'image détectée par la
caméra. Les analyses EDX ont été acquises en mode transmission a la méme tension
d'accélération avec I'échantillon en position strictement eucentrique et la platine échantillon
formant un angle de +20° avec le détecteur. Les signaux de fluorescence X ont été enregistrés
dans une gamme d'énergie entre 0 et 20 keV. Le détecteur est de type Si/Li avec une fenétre
mince atmosphérique (ATW) permettant la détection d'éléments légers a partir de Z=6

(carbone).

I11. 2 Méthode analytique

Pour chacun des échantillons recueillis, c'est-a-dire pour chacune des grilles MET extraites
des capteurs in situ le méme protocole analytique a été suivi. Ce protocole est décrit ci-
dessous :

1. Dans un premier temps I'etat général de la grille est étudié en acquerant une image a un

grossissement de 40 a 120 fois (figure 3.4.a).
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2. En se basant sur I'image générale de la grille ainsi acquise, 3 carreaux sont choisis de
maniére totalement aléatoire (figure 3.4.a). De cette maniére 1'ceil du manipulateur n'influence
pas la représentativité des résultats obtenus.

3. Chacun des carreaux est ensuite sujet a une série d'images dans le but d'étudier et analyser
I'intégralité de la surface du carreau a une échelle choisie. Deux grossissements ont été
utilisés selon les échantillons, certains ont été étudiés a un grossissement de 11500
correspondant a un champ de 6,88 x 5,16 um (35,50 pum2) pour chacune des images, les autres
échantillons ont été étudiés a un grossissement de 13500 soit un champ de 6,40 x 5,12 pum
(32,77 um?2). Deux grossissements ont été utilisés car deux microscopes de type similaire ont
été utilisés, leurs gammes de grandissement étant différents. Ces microscopes se situent, l'un a
I'Institut Charles Sadron (ICS) de I'Université Louis Pasteur de Strasbourg et l'autre
microscope est localisé au Laboratoire de Microscopie Electronique Analytique du centre
INRA de Versailles. Par ailleurs des images de détails de certaines grilles ont été réalisées a
des grossissements plus importants jusqu'a 110000 fois soit un champ d'image de 0,88 x 0,66
pum (0,58 um32). Approximativement 25 a 30 images ont été prises sur chacun des carreaux
afin de couvrir le maximum de surface (figure 3.4.b).

4. Des analyses en EDX ont été réalisées sur des particules choisies donnant environ 30
analyses par carreau.

5. Chacune des images (figure 3.5.a) a ensuite été traitée (figure 3.5.b) puis analysée a l'aide
du logiciel ImageJ développé par le National Institute of Health (Rasband, 1997-2006) .
Parmi d'autres parameétres, ce programme mesure et calcule le périmetre, la surface, le
diametre de feret de particules individualisées. Les paramétres appliqués pour l'analyse
d'image permettent d'étudier des objets couvrant entre 9 et 700 000 pixels pour une résolution
des images de 1376 x 1032 pixels. Ces limites permettent de considérer des particules de
tailles comprises entre 20 nm et 5 um. Par ailleurs ImageJ fournit une image tracant les

contours de chaque particule individualisée (figure 3.5.c).
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Figure 3.4. a) Image dune grilie-échantillon a un grossissement x40. Les carreaux avec
un contour blanc correspondent aux carreaux aléatoirement choisis pour étre étudiés b)

Image d’un des carreaux mis en évidence en 3.4.a au grossissement x710, les rectangles

bilancs représentent les images prises pour | étude.

L'association entre composition chimique, caractéeristiques morphologiques et teintes de gris
des particules permet de réaliser une typologie fine de toutes les PFC présentes sur les grilles.
Un code couleur a été attribué a chacun des types de particules caractérisées permettant de
réaliser une carte typologique des échantillons (figure 3.5.d).

L'ensemble des traitements (détaillés ci-dessous § 111.3.) a pour but de donner des résultats
analytiques a la fois de maniére individuelle pour chacune des PFC mais également de
maniere globale sur D’ensemble de 1’échantillon afin de mettre en évidence des
caractéristiques générales issues de traitements statistiques. La méthode mise en ceuvre
permet :

1) une typologie des PFC,

2) la caractérisation morphologiques des PFC,

3) la caractérisation chimiques des PFC,

4) I'étude de la distribution des PFC pour chaque échantillon.
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b

Figure 3.5. Eiapes du traitements et de 'analyse des images a !'aide du logiciel ImageJ,
exemple d’une image. @) Image brute acquise en MET sans traitement. b) Image traitée
par seuillage, érosion-dilatation et analysée représentant le « masque » vu par le logiciel,
¢) Représentation par le logiciel des contours de particules, et atiribution automatique de
numeéros @ chaque individu. d) caractérisation typologique et cariographie en code-
couleur de 1image aprés traitement et analyse.

V. Traitement des images et des résultats analytiques

IV.1. Traitement des images

Apreés acquisition chacune des images est traitée afin d'étre analysée via ImagelJ. L'ensemble
du processus de traitement est réalisé de maniére non automatique.
Dans un premier temps, lI'image est seuillée afin d'augmenter son contraste (figure 3.6.a).

Cette étape a été réalisée en utilisant le logiciel Photoshop CS. Ce procédé est nécessaire car
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le logiciel ImageJ ne peut mesurer les caractéristiques des particules que sur des images
binarisées et ne permet pas une correction des contrastes aussi bonne que le logiciel

Photoshop.

Figure 3.6. Eiapes du traitement des images par le logiciel Inagel. a) Image en MET
apres modification des contrastes sous Photoshop. B) Image traitée par binarisation
sous Imaged. ¢) Image aprés élimination du bruii par érosion-dilatation. d) Image
retraitée manuellement avant arnalyse par Imagel afin de la rendre le plus proche
possible de !image de la figure 3.6.a.

Dans un deuxiéme temps l'image est ouverte sous ImageJ et les caractéristiques d'échelle sont
données afin que le logiciel puisse faire le lien entre la résolution en pixel de I'image et la
taille réelle d'un pixel en micromeétres.

La troisieme étape consiste a binariser I'image, c'est-a-dire a transformer une image en
niveaux de gris en une image en noir et blanc. En effet, le logiciel ImageJ, afin de mesurer les
caractéristiques de particules, considére, pour une image en MET, que les particules sont les

objets noirs et que le support de grille est en blanc (figure 3.6.b).
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L'image binaire obtenue est alors plus ou moins bruitée (figure 3.6.b). Afin d’homogénéiser
les contours de particules et d'éliminer le maximum de bruit un filtre de type "érosion-
dilatation™ est appliqué sur I'image. Ce type de filtre permet d'éliminer les pixels isolés par
érosion puis de reconstruire la surface des particules ayant été érodées d'une rangée de pixels
(figure 3.6.c). Cependant, selon le contraste de départ des images, et du fait de la présence de
poussiéres sur la caméra, il est souvent nécessaire d'éliminer le bruit manuellement en
supprimant les pixels non attribuables a des particules sur les images (figure 3.6.d).

Enfin, un traitement individuel de chacune des images est réalisé de maniere a rendre I'image
a traiter la plus proche possible de I'image acquise lors de I'observation des échantillons.
Ainsi, il peut étre nécessaire d'effacer quelques pixels de maniere a séparer deux particules ou

de rajouter des pixels de maniere a homogénéiser une particule peu contrastée au départ

b| c
Figure 3.7, traitement de limage d'une baciérie afin de la rendre le plus proche
possible de la réalite. a) Image en MET de la baciérie. B) Image traiiée par binarisation

puis erosion-dilatation sous ImageJ. ¢) Image retraitée manuellement par un ajout de
pixels.

comme le montre par exemple la figure 3.7.

3 -
a

IVV.2. Caractérisation morphologique des PFC

Le logiciel ImageJ permet d'obtenir un grand nombre d'informations morphologiques sur les
particules présentes sur une grille-échantillon. Les informations utilisées dans ce travail sont
I'aire de la particule et son diamétre de Feret. L'aire de la particule permet de calculer un
diameétre théorique appelé diamétre apparent. Ce diametre est I'expression du diamétre d'une
particule sphérique ayant une aire équivalente a I'aire mesurée de la particule. De ce fait si la
particule est de forme circulaire, le diamétre apparent est égal au diamétre réel de la particule ;

si la particule est de forme elliptique ou si elle est découpée, le diamétre apparent est alors une
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mesure référence de sa taille. Le diamétre de Feret est le plus grand diamétre de I'ellipse
contenant la particule. Si la particule est de forme circulaire, diametre de Feret et diamétre
réel sont égaux, si elle est de forme elliptique, le diametre de Feret est supérieur au diameétre
réel, et si la forme est tres découpée, son diameétre de Feret est tres supérieur a son diametre

réel. La figure 3.8 montre un exemple pour chacun des cas précites.

Particule @
Aire = 0.9
Diamétre
de R T
Feret Feret =
Equivalent @ .
circulaire 1.0
aPP
Diam Feret
1.000 1.777 2.300

Diam Apparent

Figure 3.8. Hlustration des différences morphologiques pour trois particules modéles
par ! intémediaire des valeurs daire, de diameéire de Feret ot de diameétre apparent .

L'aire des particules et leurs diametres apparents permettent d'obtenir des informations sur la
distribution de taille des particules, tandis que le rapport du diamétre de Feret sur le diamétre
apparent permet d'obtenir un critére de forme de ces particules. Les différentes particules sont
donc ainsi morphologiquement caractérisées. La figure 3.9 montre un exemple de distribution
de taille de particules (figure 3.9.a) ainsi qu'une représentation du facteur de forme pour ces
mémes particules (figure 3.9.b). Cette figure est issue du chapitre IV, pour une description

plus précise des informations qu'elle contient, il convient de se référer a ce chapitre.
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a 3210 particules b 2397 particules

40 T 4
@
3 g 35 -
— o
o )
c @ 3 =
221 3
S = &
551l %
] 2 3
g 10 w
v . §
0 .é 05
L=3 o o o L=
i HES UoR YRS ERE OEE g o : ; .
3 b ™ L ” 100 1000 10000 100000 1.10°6 1.10~7
diamétre apparent (nm) Aire (nm*2)

Figure 3.9. Exemples de distribution de taille ef facteur de forme de particules
échantillonnées dans ce travail. a) Distribution de taille des particules en fréquence en
Jonction du diameéire apparent. Une classe de diameéires tous les 100 wm (3210
particules représentées). b) Représentation du facteur de forme (2397 particules) en

Sfonction de Vaire. L aire fen nm?) est représentée en échelle logarithmique.

IVV.3. Caractérisation morpho-chimique des PFC

L'analyseur en EDX, couplé au MET, permet d’obtenir la composition chimique individuelle
des particules présentes sur les grilles. Comme souligné précédemment (8 111.2), une trentaine
d'analyses par carreau de grille étudiée ont été effectuées. Le nombre de particules étudiées
morphologiguement est tres élevé et il est impossible de réaliser des analyses individuelles sur
chacune des PFC déposees sur les grilles. Ainsi, seules certaines particules représentatives ont
été sélectionnées pour étre analysées. En reliant les caractéristiques morphologiques, l'aspect,
le contraste en niveaux de gris des particules avec les analyses chimiques réalisées sur ces
individus, une généralisation est alors possible.

Par exemple, si trois particules d'un méme échantillon sont trés similaires
morphologiquement, répondent de la méme fagon aux électrons, et présentent des analyses en
EDX trés similaires, les caractéristiques chimiques de toutes les particules de ce type sont
supposées similaires. 1l s'est avéré, au cours des manipulations qu’une trentaine d'analyses

sont suffisantes pour caractériser les particules chimiquement.
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IV.4. Typologie

Le couplage entre les caractéristiques physiques et les caractéristiques chimiques des
particules permet de mettre au point une typologie fine des PFC présentes tout au long de la
campagne d'échantillonnage. Cette typologie, physico-chimique permet de mettre en évidence

® |es différences entre PFC organiques et minérales,

® |aréactivité de chacun des types de PFC vis-a-vis des métaux,
® |es évolutions chimiques des PFC,

® |es évolutions morphologiques des PFC,

® |es relations entre les PFC et leur environnement,

® |es évolutions de la distribution des PFC dans le temps et dans l'espace.

V. Discussion

V.1. Les inconvénients de la méthode

V.1.1. La mise en place du dispositif

Un des inconveénients potentiel de la méthode adoptée dans ce travail concerne la mise en
place du dispositif microlysimétrique. En effet, afin de pouvoir réaliser un suivi des PFC
circulant dans la zone vadose, le dispositif est implanté a la base de tubes en PVC amovibles.
La problématique se posant ici est celle de I'impact du mode d'implantation de ces tubes dans
le sol. Les tubes sont biseautées a leur base et implantés manuellement dans le sol, ils sont tres
généralement simplement implantés par poussée homogene a partir de la surface. Ce type

d'implantation est typique de l'implantation de systemes lysimétriques ainsi que de tous les
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prélevements de colonnes de sols «non remaniées » réalisés dans le cadre d’études
hydrodynamiques en laboratoire. Il a été montré que I'implantation de tels systemes modifie
nécessairement les écoulements dans le lysimeétre et tout particulierement a l'interface entre le
tube et le sol (Corwin, 2000) du fait de la création de fentes de retrait lors des épisodes de
désaturation du sol. Cependant, dans la méme étude, I'auteur montre que les écoulements au
centre du tube ne sont pas affectés par les modifications a I'interface tube-sol.

Le dispositif utilisé ici est un tube de 14 cm de diametre et le microlysimétre qu'il contient a
un diametre de 3 cm. Ce microlysimétre est positionné exactement au centre d'une section du
tube et n'est donc pas perturbé par la modification des écoulements a l'interface tube-sol. Par
ailleurs, avant tout échantillonnage, les dispositifs de tubage ont été laissés en place pendant
une période d'un mois minimum en saison automnale, saison humide propice aux
cicatrisations structurales du sol par resaturation en eau. Cette période permet par ailleurs
d'éliminer les PFC éventuellement libérées en masse lors de la mise en place du dispositif de
tubage.

Il apparait donc que la mise en place du dispositif a une période propice ne doit pas interférer
de maniére sensible sur la dynamique des écoulements dans le microlysimetre. Il serait par
contre déconseillé de procéder a la mise en place du dispositif en période seche et de prélever

les PFC avant la resaturation en eau compléte du sol.

V.1.2. La représentativité des echantillons

V.1.2.1. La surface et le volume échantillonnés
La surface des grilles recevant les PFC est de 7,1 mm2. Il y a deux grilles par microlysimétre
ce qui représente environ 14 mmz2. De ce fait seule une petite fraction des PFC circulant dans
le sol est échantillonnée puisque le volume poral ainsi intercepté est relativement faible. Selon
les sites et les conditions d'écoulement de I'eau dans les sols, il est possible que ce facteur ait
un impact sur la représentativité des échantillons récoltés. Cependant, I'étude du pourcentage
de la surface couverte par chaque type de particules en fonction de leur diamétre (figure
3.10.a) de méme que le pourcentage de surface couverte par les PFC sur un carreau de grille
par rapport a un autre carreau du méme échantillon (figure 3.10.b) sur l'ensemble des
échantillons étudiés montrent que les grilles ont globalement recu la méme quantité de PFC
quels que soit le moment d'échantillonnage, la profondeur d'échantillonnage ou la position de
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la grille dans le microlysimétre. Par ailleurs, une étude des variations spatiales des PFC
interceptées en contexte agricole, réalisée avec le méme dispositif en triplicat, montre qu'il n'y
a pas de différence notable d'un dispositif a I'autre pour une méme période et sur une méme
parcelle (Elsass, communication personelle). Par contre des différences notables existent entre
des parcelles ayant recu des amendements différents, les variations les plus importantes étant

saisonniéres.
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Figure 3.10. a) Représentation du pourcentage de la surface couverie par chague ype
de particules en fonction de leur aire pour chague échantilion en échelle logarithmique.
b) Surface couverte par 'ensemble des PFC d'un carreau d’un échantilion en fonction

de celle d'un autre carreau du méme échantillon. Chaque point représente une grille
differente.

V.1.2.2. L'évolution in situ des PFC

Le fait de choisir un pas d'échantillonnage mensuel impose de laisser le microlysimetre en
place pendant un mois. Ceci peut influer sur la représentativité des échantillons dans la
mesure ou les PFC recueillies sur les grilles en début de mois peuvent évoluer au cours du
mois et ne plus étre dans le méme état que lorsqu'elles se sont déposées sur les grilles.
Cependant, d'une maniére conceptuelle, il est admis ici que ces particules piégées sur la grille
évoluent de la méme maniére que si elles étaient dans le sol, fixées sur un de ses constituants.

Néanmoins, I'une des modifications possible du pool particulaire recueillie sur les grilles peut
étre liée a un artefact d'échantillonnage : il s'agit de la superposition de particules sur les
grilles. Deux comportements sont alors possibles : (i) soit cette superposition est "naturelle™ et
les particules sont agrégées de la méme maniére qu'elles le seraient dans le sol, (ii) soit ces

particules ne sont pas "naturellement” agrégées et I'agrégat observé au microscope est alors un
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artéfact. Cette modification des échantillons n'est pas aisée a contourner. Dans certains cas,
I'observation au MET montre que les agrégats sont non naturels (figure 3.11.b) auquel cas ils
ne sont pas pris en compte, ou bien il est possible de séparer optiqguement les particules en
travaillant I'image. Dans d'autres cas, il apparait clairement que les agrégats sont naturels
(figure 3.11.a) et ils sont pris en compte. Afin, de pallier & ce probléme, lorsqu'un doute
existe, I'agrégat n'est pas pris en compte. Cependant peu d'agrégats présentant des doutes
(figure 3.11.c) ont éteé observés sur les échantillons et il est admis que l'incertitude associée est

négligeable.

Figure 3.11. Différents types dagrégats observés sur les grilles. a) Agrégat naturel. b)
Agrégat par superposition. ¢) Agrégat indéterming, vraisemblablement a la fois naturel

et superpose. Barre d’échelle & 1 pm.

V.1.2.3. L'absence de prise en compte des écoulements latéraux
La représentativité des analyses est biaisée du fait que le dispositif de terrain est un tube ne
laissant pas passer les écoulements latéraux. Cependant, ces écoulements ont ici été
volontairement éliminés de maniere a simplifier le systeme pour n'étudier que la migration

verticale des PFC.
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V.1.3. La représentativité des analyses

V.1.3.1. Les limites de I'analyse par EDX
Lors de I'analyse en EDX, la particule est bombardée par un faisceau d'électrons. L'interaction
entre ces électrons et le cortege électronique des atomes de la particule produit alors des
photons X qui lui sont caractéristiques. L'intensité du rayonnement X dépend alors du nombre
d'atomes rencontrés et du rendement de fluorescence de chaque élément (lié au numéro
atomique). De ce fait, une petite particule composée d'atomes de faibles poids produit un
signal faible lors de I'analyse. Ceci est une limite aux analyses car, avec un tel comportement,
la quantification des analyses est quasiment impossible car les éléments légers et peu
concentrés tels que C, F, P, S, ClI, parfois Na et Al selon les particules, sont toujours sous-
estimés devant les métaux lourds. Il est donc nécessaire de garder ceci a I'esprit lors de
I'interprétation des résultats. Par ailleurs, les grilles MET utilisées pour piéger les PFC sont
recouvertes de Formvar ou collodion constitués a presque 100% de carbone se qui rend
totalement impossible la quantification du carbone et donc la quantification des analyses de
matériaux biologiques de petite taille. Le microlysimétre contient deux types de grilles, une
grille en cuivre et une grille et titane. Ceci permet, dans I'éventualité de la présence d'un de
ces éléments associé aux PFC d'utiliser I'une ou l'autre des grilles pour analyser chacun de ces
meétaux.
De plus, il est nécessaire de garder en téte le fait que certains éléments chimiques émettent
des raies d'énergies trés proches lors de l'analyse, qu'il est parfois difficile de déconvoluer.
C'est le cas notamment du plomb et de I'arsenic. Dans ce cas, il est possible de s'en affranchir
en:
(1) analysant la raie La du plomb (10,55 keV) et la raie La de 1'arsenic (1,28 keV) en gardant
en téte que celle-ci rentre alors en interférence avec la raie Ko du magnésium (1,25 keV).
(i1) analysant la raie Ma du plomb (2,34 keV) et la Ka de l'arsenic (10,53 keV) en gardant en
téte que la raie Ma du plomb entre alors en interférence avec la raie Ka du soufre (2,31 keV).
Par recoupement il est alors possible de caracteriser les parts de plomb et d'arsenic réellement

contenues par la particule.
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V.1.3.2. La non-systématicité des analyses en EDX
Enfin, le fait de ne pas analyser la composition chimique de toutes les particules présentes sur
une grille induit une approximation sur les caractéristiques chimiques des PFC. Cependant, le
temps et le colt nécessaire a une analyse exhaustive étant trop importants, il a semblé
suffisant de réaliser une approximation statistique des compositions chimiques pour chaque
type de PFC.

V.2. Les avantages de la méthode

V.2.1. Une caractérisation in situ

Bien que cette nouvelle méthode d'échantillonnage comporte quelques inconvénients, elle
présente avant tout une innovation importante dans I'étude du transfert des PFC dans la zone
vadose. En effet, I'échantillonneur microlysimétrique est partie intégrante du site
échantillonné, ceci permet donc de récupérer les PFC a I'état naturel directement sur le terrain.
L'avancée technologique consiste a récupérer directement les PFC in situ sans faire intervenir
de manipulation entre leur échantillonnage et leur observation. Avec cette méthode les PFC

sont caractérisables au plus pres des conditions du milieu.

V.2.2. Une perturbation minimale du systeme

Le dispositif microlysimétrique apporte un minimum de perturbation dans le systéeme. La
seule perturbation majeure a lieu lors de l'introduction du dispositif de tubage mais celle-ci est
nettement moins importante que les perturbations engendrées par la mise en place de
dispositifs classiques d'échantillonnage beaucoup plus volumineux. Au contraire, comme il a
été montré au 8 V.1.1. de ce chapitre la stabilisation du systeme est operée rapidement et les
écoulement au centre du dispositif sont peu contrariés. De plus, la trés petite taille du
microlysimétre en fait un constituant du systeme. Le microlysimétre en lui-méme mesure 3

cm de diametre et il est perforé en son sommet et a sa base. Il se comporte donc comme un
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gros constituant poreux du sol, tel un agrégat par exemple, connectant la macroporosité et ne
modifiant pas drastiquement les écoulements comme pourrait le faire I'introduction d'une
interface air-sol ou l'application d'une tension. Les grilles qui recueillent les échantillons ont
un diametre de 3 mm soit une surface de 7,1 mm2. Leur volume est donc équivalent a un grain
de sable et elles ne modifient pas la dynamique des écoulements, se contentant d'intercepter
les PFC circulant naturellement dans le sol. On peut donc considérer que le microlysimetre se

comporte comme un constituant a part entiere du sol.

V.2.3. L'individualisation des PFC

L'un des intéréts majeurs de la méthode réside dans la capacité a étudier individuellement les
PFC échantillonnés. L'utilisation systématique du MET et du systeme d'analyse en EDX
associé permet de mettre en évidence les caractéristiques propres a chacune des particules
circulant dans le sol et présentes dans les retombées atmosphériques. En suivant cette
méthodologie d'analyse les résultats sont précis et tiennent compte des hétérogéneités
importantes entre les différentes propriétés des PFC et leurs comportements a I'échelle du

milieu échantillonné.

V.2.4. Un suivi in situ des variations temporelles et spatiales des

caracteristiques chimiques et physiques

La caractérisation in situ menée dans des conditions de perturbation minimale du systéme et
basée sur une étude individualisée des PFC, permet de réaliser un suivi des variations de
distribution et de propriété des particules a la fois dans le temps et dans I'espace. En couplant,
de maniére appropriée, les approches d'échantillonnage et d'observation, une étude statistique
est realisable. Ainsi la typologie fine des PFC, en ce qui concerne a la fois leurs propriétés
physiques et chimiques, peut étre étudiée en fonction des évolutions du milieu dans I'espace
(horizontal et vertical), et dans le temps, avec des pas d'échantillonnage choisis. Avec une
telle méthodologie, le comportement naturel des PFC, mais aussi leur évolution liée a des

contraintes anthropiques, sont étudiables.
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V1. Conclusions

La méthodologie développée pour ce travail et présentée dans ce chapitre est donc basée sur
une réflexion conceptuelle du transport des PFC dans la zone vadose. Cette réflexion porte a
la fois sur I'aspect technique et technologique, et sur I'aspect du traitement et de I'analyse des
données.

D'un point de vue technologique, le dispositif d'échantillonnage mis au point permet de
récupérer les PFC avec le minimum de perturbation du systeme, c'est-a-dire dans les
conditions du milieu. Par ailleurs, la méthodologie mise en ceuvre dans le traitement des
données s'appuie sur une technologie de pointe, la microscopie électronique a transmission
couplée a un systeme d'analyse en spectroscopie par dispersion d'énergie (MET/EDX),
permettant de réaliser des observations fines des propriétés physiques et chimiques des objets
étudiés.

Peu d'études se sont focalisées jusqu'ici sur les PFC individuelles du fait de la lourdeur des
méthodes a mettre en ceuvre dans cet objectif. Avec une méthodologie de collecte des
échantillons simplifiée, le développement des techniques de microscopie TEM/EDX et
notamment grace a des systemes informatiques de plus en plus performants ainsi qu'a un suivi
maitrisé des objets dans leur environnement, la caractérisation fines des PFC dans le milieu
naturel devient réalisable. Si quelques approximations et/ou simplification sont toujours
nécessaires dans l'application de la méthode développée ici, il s'avére que celles-ci sont
amoindries et rapprochent de maniéere importante les résultats obtenus du comportement réel

des PFC dans I'environnement naturel.
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Chapitre IV: Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

Chapitre IV
Caracteérisation physico-chimique des nanoparticules

du sol et de ’atmosphére

I. Introduction

La méthodologie décrite dans le chapitre Il est appliquée pour de caractériser les "particules
fines et colloidales” ou "PFC" présentes dans les retombées atmosphériques et les eaux
d'infiltration d'un sol dans un contexte naturel. Les PFC des retombées atmosphériques ont été
recueillies sur les deux sites présentés dans le chapitre Il. Celles des eaux d'infiltration du sol
ont été recueillies sur le seul site de Wintzenheim. Ce chapitre présente donc les résultats
analytiques des observations de ces PFC en Microscopie Electronique a Transmission
Analytique (META). En appliquant une méthodologie d'analyses de particules individuelles,
couplée a un suivi temporel, les particules sont caractérisées physiquement et chimiquement.
Ceci permet d'établir leur typologie fine dans les environnements considérés et de mettre en
évidence leurs caractéristiques majeures ainsi que leurs implications dans la dynamique du
transfert de contaminants depuis les retombées atmosphériques jusqu'a une profondeur

d'environ 60 cm dans le sol.

1. Matériel et méthodes

Les PFC circulant dans les eaux d’infiltration du sol ont été étudiées suivant le protocole
décrit dans le chapitre I11. Les résultats présentés ici correspondent aux données obtenues sur

les particules collectées mensuellement sur le site de Wintzenheim de décembre 2003 a juillet
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2004 qui couvre la période de traitement de la vigne. Le dispositif de tubage utilisé est celui
séparant les différents horizons de sol. Ce mode de prélevement permet de caractériser
I’impact du sol sur la distribution des matic¢res en suspension dans les eaux d’infiltration a
diverses profondeurs. Seule la parcelle ayant subi le traitement antifongique a base d’arséniate
de sodium a été équipée du systéme de collecte des PFC. Les dispositifs de piégeage des
particules ont été placés a 15, 35 et 55 cm de profondeur (figure 4.1).

Les PFC présentes dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim et a Breuil ont été
étudiées selon le méme protocole. Les résultats sur les dépdts atmosphériques a Wintzenheim
couvrent la méme période que sur les nanoparticules du sol (décembre 2003 & juillet 2004).
Les particules récoltées mensuellement a Breuil sont celles des retombées atmosphériques
chaque mois depuis mai 2004 jusqu'a janvier 2005.

Les résultats analytiques en microscopie correspondent a :

® six mois d’échantillonnage des eaux d'infiltration du sol de Wintzenheim®, soit un total

de 16 grilles analysées pour 22766 particules étudiées ;

® cinq mois d’échantillonnage des retombées atmosphériques & Wintzenheim?, soit 5

grilles, ce qui représente un total de 4093 particules étudiées ;

® huit mois d’échantillonnage des retombées atmosphériques a Breuil?, soit 7 grilles

analysées pour un total de 5679 particules étudiées.

Figure 4.1. Schéma du
dispositif de tubage et de

Oem
Sen

collecte des nanopariicules du
sol. Les différents niveaux de
sols  sont  echantillonnés

separément.

£0

! Suite & un probléme de qualité des grilles, les mois de février et mai manquent ainsi que les
profondeurs a 15 cm en avril et & 35 cm en juin.

? Suite au méme probléme de qualité des grilles, les mois de février, mars et mai manquent.
¥ Pour le méme probléme de qualité de grilles le mois d'aolit manque.
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[11. Caractérisations physico-chimique des nanoparticules

La classification des populations de PFC en suspension dans les eaux d’infiltration du sol du
vignoble de Wintzenheim ainsi que dans les dépots atmosphériques a Wintzenheim et sur le
sol sous forét de Breuil a permis d’identifier différents types de constituants presents
régulierement et de maniére abondante. Quatre de ces types correspondent a des phases
minérales : il s’agit de particules argileuses automorphes a sub-automorphes, de particules
argileuses altérées, de sels et d’oxy-hydroxydes. Deux types de particules sont des phases
organiques : bacteéries et biofilms. Un type regroupe les agrégats organo-minéraux. Enfin, les
deux derniers types correspondent aux constituants accessoires et aux nanoparticules de
nature indéterminée. Ce chapitre détaille les caractéristiques et particularités de chacun de ces
types sur les deux sites, quel que soit le matériel regardé (eaux d’infiltration ou retombées
atmosphériques). L'observation de ces particules en MET permet de les caractériser
physiqguement. Le systeme EDX couplé au MET permet de les caractériser chimiquement.
Une approche quantitative est effectuée ainsi que la localisation des metaux lourds et
métalloides concentrées dans les différentes phases porteuses.

I11.1. Les nanoparticules des eaux d’infiltration du sol de

Wintzenheim

I11.1.1. Les constituants minéraux des eaux d'infiltration du sol de

Wintzenheim

I11.1.1.1. Les particules argileuses automorphes des eaux d'infiltration du
sol de Wintzenheim

Les particules argileuses automorphes correspond trés majoritairement a des particules

hexagonales en plaquettes qui réagissent assez fortement aux électrons (figure 4.2. b,c,d,f,9).
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Certaines de ces particules présentent des contours plus diffus de type smectite (Figure 4.2.a)

et d’autres, beaucoup plus rares, présentent un faciés typique de mica (figure 4.2.¢).

3/,‘("\:'."'_ »

AN AR »

Figure 4.2. Images en MET de particules argileuses des eaux d’infiltration du sol de
Wintzenheim. a) smectite ; b), ¢), g) argiles automorphes de types illite et d), f) kaolinite ;
e) phyliosilicate de type mica. Barre d’échelle : 1 pm.

L'étude de la distribution de taille des particules, réalisée sur 1’ensemble des échantillons
concerne 1919 particules mesurées. Les résultats montrent des tailles relativement homogénes
(figure 4.3.a,b). Il s’agit pour ’essentiel de nanoparticules puisque 81% des argiles ont un
diamétre apparent inférieur a 0,45 um. Le mode de distribution est unimodal centré sur la
classe 100 & 200 nm ; les particules ont, dans 99% des cas, un diameétre inférieur & 2 um
(figure 4.3.a). La représentation du facteur de forme en fonction de la taille exprime la
relation entre le rapport du diameétre de Feret (plus grand diametre) mesuré sur le diametre
apparent calculé et I'aire de la particule (en échelle logarithmique) (figure 4.3.b). La ligne y =
1 correspond aux particules parfaitement sphériques. Au dessus de cette ligne les particules
sont de plus en plus allongées et les valeurs de rapport de forme les plus élevées
correspondent a des particules tres découpées. Par rapport aux 1348 particules représentées
sur le diagramme, il apparait que les argiles automorphes ont des formes tres homogénes. La

taille et la forme des particules sont indépendantes hormis pour les particules les plus grandes
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qui présentent une dispersion plus importante avec notamment la présence de particules trés
découpées. D’une maniére générale, les argiles présentent une forme légerement allongee
avec un rapport de forme majoritairement compris entre 1,1 et 1,8. Il est possible d’associer
ces rapports de forme aux images réalisées en MET. Ainsi, les particules proches de la forme
sphérique correspondent a des tablettes trapues telles que celles des figures 4.2.b,d,f. Les
formes plus allongées caractérisent, quant a elles, des argiles plus proches des particules des

figures 4.2.c,e. Tous les intermédiaires sont présents entre ces deux types.

a 1919 particules b 1348 particules
40 7 & E 4
‘ 235 -
o
8 *1
"é 25
Ll
o 2
15+
&
s’ .
£05+4
— s g
E 0+ . Py
g 100 1000 10000 100000 1000000 10000000
diameétre apparent (nm) Alre (nmA2)

Figure 4.3. Distribution de taille ei facteur de jforme des particules argileuses
automorphes des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. a) Distribution de taille des
particules en fréquence du nombre de particules en fonction du diametre apparent. Une
classe de diametres tous les 100 nm (1919 particules représentées) b) représentation du

Jacteur de forme (1348 particules) en fonction de l'aire de la particule.

Des analyses chimiques semi-quantitatives en dispersion d’énergie (EDX) ont été effectuées
sur différentes particules argileuses. La figure 4.4 représente, dans un diagramme ternaire
(Si* — R® (Al, Fe, Mg) — M* (Ca, Na, K)), le nombre de cations analysés et rapportés a la
formule structurale des particules minérales individuelles'. 1l apparait que le groupe des
particules argileuses automorphes est essentiellement constitué de kaolinite, d'illite et d'argiles

interstratifiées principalement de type illite-smectite.

! La méthode de calcul ainsi que le principe de la représentation en diagramme ternaire des analyses
chimiques sont développés en annexe.
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10 8 Analyses des PFC argileuses
® lllite (IMt-1)
20 O lllite-smectite (60/40) ISMt-2
' Kaolinite (KGa-1)
30 0 Montmorillonite (SWy-1)

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Si4 M+

Figure 4.4. Représentation en diagramme ternaire des compositions des particules
argileuses automorphes des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. Les nombres de
cations sont basés sur les calculs de formules structurales. Si*¥ @ péle représentant le
nombre de cations de silicium tétraédrique. R? : Pdle représentant le nombre cations
octaddrigues. M+ : Pdle représentant le nombre de cations échangeables. X s PRC

argileuses de Wintzenheim; (): minéraux de références.

La déviation observée pour les analyses de certaines kaolinites par rapport au pble de
composition théorique peut s’expliquer par une perte de cations AI** lors de I’analyse
(Mackinnon & Kaser, 1987; Romero et al., 1992; Elsass, 2006). Cet écart peut également étre
lié a la présence de Fe en quantité non négligeable en substitution d'Al dans la couche
octaédrique (figure 4.5). La detection de Fe associé aux particules argileuses des sols peut
aussi étre due a des revétements d’oxy-hydroxydes de Fe a la surface des minéraux (Murad,
1988; Schwertmann, 1988; Mercier et al., 2000; Citeau, 2004; Nachtegaal & Sparks, 2004).

Dans certains cas (figure 4.5), Pb et As ont été détectés, associes aux argiles, mais ce fait reste
marginal puisque seulement 2 kaolinites et 1 illite (sur 6 kaolinites, 3 illites et 10 illite-
smectites analysées) contiennent du Pb a hauteur de 0,01 et 0,06 cation/demi-maille pour les

kaolinites et 0,07 cation/demi-maille pour I’illite. De méme 2 kaolinites contiennent de I'As
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entre 0,03 et 0,1 cation/demi-maille. 1l est a noter que les analyses ayant détecté la présence
d’As ont toutes été effectuées sur le méme appareillage (systéeme d’analyse EDAX PV9900
couplé au MET Philips CM12 de I’'ICS de Strasbourg). On pourrait suspecter un défaut dans
la déconvolution des éléments Pb et As dont les spectres caractéristiques présentent des

interférences séveéres.

100 . : 1 s . . . e
z L2 ' Anomalies
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Figure 4.5. Diagramme des concentrations élémentaires normalisées des particules
d argiles automorphes des eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim exprimées en nombre
de cations calculés sur la base des formules structurales des phyliosilicates. La ligne y=1
représente les minéraux de références. L 2 interstratifiés. O: illites. < kaolinites. Les
points situés au-dessus de la ligne y=1 représentent des anomalies positives par rapport
aux minéraux de références et les poinis situés dessous des anomalies négatives. Les

compaositions des minéraux de référence sont données en annexe A.

Outre la présence de Fe, As et Pb, la figure 4.5 montre pour de nombreuses particules des
valeurs supérieures a 1 pour les éléments Zn, Na, Mg, S, P et CI. La figure 4.5 est issue de la
normalisation des analyses EDX par rapport a la composition de minéraux de références.
Ainsi, les points situés au dessus de la ligne y = 1 représentent des anomalies positives du
materiel analyse par rapport aux matériaux de référence et les points situés au dessous de cette

méme ligne résultent d’anomalies négatives par rapport aux minéraux de référence’. Les

! Les principes de la construction et de la lecture de la figure 4.5 ainsi que les détails des minéraux de référence
sont donnés en annexe.
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valeurs de composition chimique des minéraux de référence utilisés pour la normalisation
sont données en annexe.

Pour construire ce graphique, si le minéral de référence ne contient pas un élément détecté par
I’analyse EDX, il convient de fixer la valeur de concentration en cet élément pour le minéral
référent. Dans le cas des phyllosilicates, cette valeur minimale a été fixée a 0,01 cation par
demi/maille pour les éléments P, S, Cl, Zn, As et Pb. Ainsi, un point situé sur la ligne y = 10
va correspondre a la présence de 0,1 cation par demi-maille et un point sur la ligne y = 100 va
correspondre a la présence d’un cation. Cet élément peut-étre intégré dans le réseau cristallin
de I’argile, absorbé sur celle-ci ou appartenir a une autre phase associée a cette argile. Les
anomalies positives en sodium peuvent étre expliquées par la présence d’argiles a cations
sodiques compensateurs contrairement aux argiles de références choisies pour la
normalisation. De méme, les anomalies positives en magnésium peuvent étre expliquées par
I’absence de prise en compte d’argile a structure riche en magnésium comme référence. En
effet, les minéraux utilisés pour la normalisation sont les interstratifiés ISMt-2 et ISCz-1 a
respectivement 60 et 70 % d’illite donc de composition trés proche de I’illite et de ce fait
riches en potassium et pauvres en sodium et magnésium. La présence de ces particules
interstratifiées a anomalies positives en Mg peut étre liée a la composition chimique des
minéraux primaires d’ou proviennent ces argiles, tels que des minéraux ferro-magnésiens
d’origine granitique comme la chlorite ou la biotite fréquentes dans la roche-mere a
Wintzenheim. Ceci expliquerait par ailleurs en partie les anomalies positives en fer
mentionnées ci-dessus. Cependant, le principe de calcul des formules structurales utilisé ici
consiste dans un premier temps a saturer les sites tétraédriques en Si, puis Al et dans un
deuxiéme temps a saturer les sites octaédriques avec Al, puis Mg et Fe. Or, les anomalies
négatives en Al des interstratifiés sont de bien moindre amplitude que les anomalies positives
en Fe et Al. Il est donc probable que, en plus de fer octaédrique, du fer soit présent a la
surface des argiles sous forme de revétements d’oxy-hydroxydes de fer, déja décrits dans la
litterature (Murad, 1988; Schwertmann, 1988; Citeau et al., 2001; Nachtegaal & Sparks,
2004). Les anomalies positives en Na observables essentiellement pour les illites et kaolinites
peuvent étre dues au fait que ces minéraux résultent de I’altération des plagioclases de la
roche-meére et ainsi contenir des inclusions reliques des minéraux parents incompletement
alterés.

Les anomalies positives en soufre, phosphore et chlore peuvent étre expliquées par deux
facteurs difficilement discriminables : la présence de matiére organique bactérienne fixée a la

surface des argiles et le potentiel salin de la solution de sol qui favorise la complexation de
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sels sur la matiere organique et sur les charges de bordure des phyllosilicates (Auboiroux et
al., 1996). Ces deux facteurs associés sont certainement interdépendant, car la force de
tension induite par la salinité de la solution augmente fortement le potentiel de complexation

de la matiére organique sur les argiles (Rytwo et al., 2002; Majzik & Tombacz, 2007).

111.1.1.2. Les particules argileuses altérées des eaux d’infiltration du sol de

Wintzenheim

b 4

Figure 4.6. a), b), ¢), d), &) et f) lmages en MET de particules argileuses altérées des eaux
dinfiltration du sol de Wintzenheim. A noter la faible densite ¢lectronique et les contours
diffus des particules par rapport & la particule argileuse automorphe présente sur {image

a) au milieu, en bas. Barre d’échelle » 1 um.

Les particules argileuses altérées sont constituées de minéraux chimiquement trés similaires
aux particules argileuses automorphes mais avec un facies trés différent. 11 s’agit le plus
souvent de particules de tres petites tailles présentant des contours trés diffus et une densité
électronique assez faible, qui se traduit par des teintes de gris de bas ordre sur les photos de

MET (figure 4.6). La taille de ces particules, mesurée sur 4478 individus, est distribuée de
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maniére unimodale asymptotique avec une trés nette prédominance des trés petites particules
(figure 4.7.). En effet, 98% d’entre elles ont un diameétre apparent inférieur & 0,45 um et 78%
d’entres elles ont un diamétre apparent inférieur a 100 nm. Le calcul du facteur de forme de
3349 particules (figure 4.7.b) montre que ce type de particules est de forme legérement
allongeée, assez homogeéne dans les petites tailles (diamétre < 0,45 um, aire < 160000 nm?)
avec une plus grande variété de formes pour les particules plus grosses (diamétre > 0,45 um,
aire > 160000 nm?2).

4478 particules b 3349 particules

N
"

-
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diamétre de Feret/diamétre apparent
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Figure 4.7. Distribution de taille et facteur de forme des particules argileuses altérées
des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. a) Distribution de taille des particules en
Jréquence du nombre de particules en fonction du diametre apparent de celies-ci. Une
classe de diametres tous les 100 nm (4478 particules représentées). b) représentation du

Jacteur de forme (3349 particules) en fonction de | ‘aire de la particule.

Les analyses EDX effectuées sur les particules argileuses altérées (figure 4.8) montrent
qu'elles sont pour la plupart des interstratifiés illite/smectite et des kaolinites. Par rapport aux
argiles automorphes, il n’y a plus d’illite vraie. Il est a noter également la présence de
feldspaths altérés qui ont été inclus dans le groupe des particules argileuses altérées du fait de

leur grande similitude physique et chimique avec les argiles altérées.
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R3 Analyses des argiles altérées
Orthose
100 lllite (IMt-1)

lllite-smectite (60/40) ISMt-2
Kaolinite (KGa-1)
Montmorillonite (SWy-1)
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Figure 4.8. Représentation en diagramme ternaire des compositions des particules

argileuses aliérées des eaux dinfiliration du sol de Winizenheim. Les nombres de cations
sont basés sur les calculs de formules structurales. Si% : pdle représentant le nombre de
cations de silicium tétraddrique. R3: Péle représentant le nombre de cations octaédriques.
MY : Pdle représentant le nombre de cations échangeables. x : argiles altérés du sol de

Wintzenheim,; O minéraux de références..

La figure 4.9 représente les concentrations élémentaires exprimées en nombre de cations par
demi-maille et normalisées par rapport a la composition des minéraux de référence. Il apparait
que les particules argileuses altérées présentent parfois de fortes concentrations en métaux et
particulierement en zinc, cadmium, nickel et plomb (figure 4.9). Les fortes concentrations en
plomb peuvent étre expliquées par la capacité du plomb a &tre mobilisé par les fluides pendant
le processus d’altération puis a étre complexé sur la surface des argiles (Butler, 1953; Kdster,
1955; Short, 1961; Wedepohl, 1974; Mosser, 1980). Le zinc est présent régulierement et en
guantités non négligeables. Cet enrichissement a déja été décrit a de nombreuses reprises dans
le cas de particules argileuses, et est attribué a une substitution du zinc avec les cations
interfoliaires (Helios Rybicka et al., 1995; Auboiroux et al., 1996; Vengris et al., 2001). De
plus, les différentes particules analysées montrent a la fois de fortes anomalies négatives en
aluminium et potassium et de fortes anomalies positives en sodium, calcium, magnésium et

fer (figure 4.9 et 4.10). De la méme maniére que pour les argiles automorphes, les
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enrichissements en éléments ferromagnésiens peuvent étre expliqués par la mauvaise prise en
compte du Fe (et du Mg) octaédrique. Cependant, la encore la faible amplitude des anomalies
négatives en Al, comparé a la forte amplitude des anomalies en Fe suggére la présence de Fe
en revétement sur les argiles. De tels revétements ont également été trouvés sur certaines

particules de kaolinite et des grains de feldspath.

Na Mg Al Si P Si CI K Ca Fe Zn Cd Ni As Pb Anomalies

100 4 : | positives
. i fmet *
| 5| e :
b 4 | A | ¢ 2]
10 1’_‘ 2 > T ‘ i . i
* | o | *:
< O <o | $ ‘ ! -
1 - g——g T g - St e i &——&——5— normalisation
. * * ! L 4 | |
| & o |
'Y L 2
01 8 | {
-/ 1
* |
| &
0.01 | Anomalies
einterstr atifiés altérés <Kaolinites altérés negatives

Figure 4.9. Diagramme des concentrations élémentaires normalisées des analyses
dargiles aliérées des eaux dinfiltration du sol de Winizenheim exprimées en cations
calculés sur la base des formules structurales des phyllosilicates. La ligne y =1 représente
les mindraux de références. 4p: analyses des interstratifiés altérés. > : analyses des

kaolinites altérées.

Les anomalies négatives en aluminium et potassium, quant a elles, semblent correspondre a
I’influence combinée de deux phénoménes: 1) une perte de cations lors du processus
d’altération et 2) une perte de cations due a I’énergie du faisceau d’analyse lors de la mesure
en EDX. Les anomalies positives en sodium, magnésium et calcium pour les interstratifiés
sont imputables a la normalisation, du fait que les minéraux de références utilisés sont
dépourvus de sodium et magnésium et a faible capacité d'échange cationique calcique. Ces
anomalies positives ne sont donc que des enrichissements apparents. De plus, les analyses en
diffraction des rayons X montrent la présence d’interstratifiés chlorite/vermiculite (cf.

chapitre 11, figure 2.14) riches en magnésium dans le sol. Enfin, les anomalies positives en
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phosphore et soufre sont vraisemblablement dues a I’influence de la charge saline de la

solution de sol ainsi qu’a la présence de revétements organiques a la surface des particules.

1.2 < kaolinite altérées
4 ¢ interstratifies alteres
:‘E 1 e I ¢ Feldspaths altérés
- 9 S © kaolinite de référence
©0.8 E e 'S deréférence
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Figure 4.10. Diagramme des concentrations en Fe en fonction du rapport Si/Al pour les
argiles altérées du sol de Wintzenheim. Les Hreprésentent les analyses de nanoparticules
réalisées dans cette étude et les () les minéraux de référence. Le décalage vers la droite
des points d analyses en abscisse traduit une augmentation du rapport SVAl ¢ ‘est-a-dire
une perie du cation Al Le décalage vers le haut des poinis en ordonnée traduit un

enrichissement en Fe.

111.1.1.3. Les sels des eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim

Les sels sont présents en quantités non négligeables sur I’ensemble des échantillons étudiés. Il
s’agit d’un type de constituants trés particulier. La figure 4.11 en montre différentes formes,
certains étant prismatiques (figure 4.11.a,b,c,g), d’autres de forme circulaires globuleuses
(figure 4.11.d,e,f). Le diagramme de distribution de taille des particules réalise sur 12843
particules montre des tailles peu diversifiées, avec un diameétre apparent inférieur a 100 nm
pour une grande majorité (78%) d’entre eux, presque tous (99%) ayant un diametre apparent
inférieur & 0.45 pum (figure 4.12.a). 11 s’agit pour 1’essentiel des particules représentées sur la
figure 4.11.9. La caractérisation de leur forme réalisée sur 12723 particules (figure 4.12.b),
montre qu’il s’agit pour I’essentiel de particules trés allongées avec des facteurs de forme

pouvant étre supérieurs a 2.
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Figure 4.11. Images en MET de sels des eaux d’infiliration du sol de Wintzenheim. a) b),
c), g) : sels prismatiques automorphes G compaosition de chlorures trés riches en Pb; d), e),

D sels circulaires globuleux informes a composition de sulfosels. Barres d échelle : lum
sauf g) barre d’'échelle : 0.2um.

Les analyses chimiques en EDX realisées sur 35 particules individualisées montrent que les
sels sont en majorité des sulfosels (13 individus) et des chlorures (6 individus) et plus
rarement des phosphates (2 individus) ; les autres étant mixtes (figure 4.13). De plus, certains
sels analysés sont tres riches en baryum et peuvent étre considérés comme des sels de baryum.
Les concentrations en métaux présents dans ces sels (figure 4.14.a,b) montrent qu'ils sont
souvent trés riches en plomb (essentiellement les chlorures) et parfois Iégerement enrichis en
arsenic. De plus, certains chlorures contiennent Fe et une grande majorité des sels présente
des traces de Zn.

Une discussion sur la présence de ces sels sur les grilles parait nécessaire. En effet, la
solubilité de tels composants est élevée, essentiellement en ce qui concerne les chlorures.
Cependant, comme expliqué dans le chapitre Ill, apres le démontage de la boite de
microfiltration, les grilles sont lavées a 1’eau pure, ce qui élimine la solution de sol qui stagne
a leur surface. Il est egalement possible que certaines de ces particules ne transitent pas a
I’état solide dans la solution de sol, mais résultent de la cristallisation des éléments dissous
par concentration de la solution lors d'épisodes de désaturation du sol. Deux hypotheses
permettent ainsi d’expliquer leur présence sur les grilles : 1) un apport de sels par les eaux
d'infiltration et leur transfert dans le sol, et 2) une cristallisation a partir de solutions salines

dans le sol en période de désaturation.
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Figure 4.12. Distribution de taille et facteur de forme des sels des eaux d’infiltration du
sol de Wintzenheim. a) Distribution de taille des particules en fréquence en fonction du
diametre apparent. Une classe de diaméires tous les 100 nm (12843 particules
représentées). b) Représentation du facteur de forme (12723 pariicules) en fonction de

{aire de la particule.

Quelle que soit I’explication, il apparait que ces sels portent la signature de la chimie de la
solution. Ainsi, leurs forts enrichissements en Pb et As permettent d’affirmer que ces métaux
sont présents dans les eaux d’infiltration & I'état dissous, mais peuvent étre immobilisés en
période de désaturation. Enfin, les différents types de sels n’ont, semble-t-il, pas le méme
comportement. En effet, d’apres leur forme parfaitement automorphes, il est vraisemblable
que les sels de type a, b et ¢ sont des cristallisations fraiches alors que les sels de type d, e et f
sont des constituants de la population de particules des eaux d’infiltration. Ces types d, e et f

sont d’ailleurs toujours des sulfosels ou des phosphates, jamais des chlorures.
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Figure 4.13. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en S, F et
C! des sels des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim analysés en EDX. Sont
considérés comme sulfosels les sels contenants plus de 80% de S, comme chiorures ceux

contenant plus de 80% de Cl et comme phosphates ceux contenant plus de 80% de F.
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Figure 4.14. Représentation en diagrammes ternaires des concentrations relatives en
métaux des sels des eaux dinfiltration du sol de Winizenheim. @) Teneurs relatives en As
et Pb des différents sels. Peu d’entre eux sont riches en As mais beaucoup sont riches en
Pb. B) Teneurs relatives en Fe et Zn des différents sels. Certains sont riches en Fe et

contiennent des traces de Za.
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111.1.1.4. Les oxy-hydroxydes des eaux d’infiltration du sol de
Wintzenheim.
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Figure 4.15. Distribution de taille et facteur de forme des particules de type oxy-
hydroxydes des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. a) Distribution de taille des
particules en fréquence en fonction du diameire apparent. Une classe de diametres tous
les 100 nm (295 particules représeniées). b) Représentation du facteur de forme en

Jonction de aire (232 particuiles).

Parmi les constituants du pool particulaire présents dans les eaux d’infiltration des sols, les
oxy-hydroxydes sont un type particulaire récurrent bien que présents en assez faibles
quantités. En effet, seulement 295 particules sur les 22766 caractérisées sont des oxydes ou
hydroxydes (soit 1,3 %). Ce type de constituant est tres diversifié aussi bien en termes de
forme (figure 4.15.b) que de taille (figure 4.15.a). Il s’agit toujours de particules de diamétre
apparent inférieur @ 2 um puisque sur I’ensemble des 295 particules mesurées aucune n’a un
diamétre apparent supérieur a cette valeur, 94% ont un diametre apparent inférieur a 0.45 um
et 50% ont un diametre apparent inférieur a 100 nm (figure 4.15.a). Les formes de ces
composés sont trés diverses, mais les caractéristiques électroniques sont homogenes et
correspondent a une densite électronique élevée, qui contraste fortement les images obtenues
en MET (figure 4.16). L’étude du rapport de forme réalisée sur 232 de ces particules montre
une forte hétérogénéité de forme dans les grandes tailles avec des rapports de forme entre 1 et
2,8 (figure 4.15.b).
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a b

Figure 4.16. @), b), ¢), d) Images en MET d'oxy-hydroxydes métalliques des eaux
dinfiliration du sol de Winizenheim. Toutes les particules présentent une jorte densité

électronique mais des facies variables. Barre d échelle » I um.

L’originalité des constituants de type oxy-hydroxydes se situe dans leurs caractéristiques
chimiques plombiféeres. Ainsi, sur les 19 oxy-hydroxydes des eaux d’infiltration du sol de
Wintzenheim analysés en EDX, 18 sont des oxy-hydroxydes de Pb avec pour 17 d’entre eux
une concentration en Pb,Os supérieure a 70% (figure 4.17). Le dernier constituant est un
oxyde de fer également riche en Pb. Il est important de noter ici que toutes les analyses ont été
effectuées sur des particules de méme faciés que celles présentées sur la figure 4.16 et donc le
regard du manipulateur n’a pas influencé le choix des analyses. Les statistiques montrent que
la tres grande majorité des oxydes présents sont des oxydes et/ou d’hydroxydes de plomb. Il
est a noter également que presque toutes les analyses montrent la présence de chlore en
concentration mineure.

En ce qui concerne la présence en faible quantité d’arsenic dans les analyses il faut étre
prudent sur l'interprétation car, comme il a été souligné précédemment, Pb et As ont des raies
d’émission caractéristique (la raie Lol pour le plomb et la raie Kal pour I’arsenic) trés

proches autour de 10,5 keV, ce qui empéche une bonne déconvolution des pics par les
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programmes associés aux systemes EDX. Ceci est également valable pour le chlore dont la
raie Kal a 2,6 keV est trés proche de la raie Ma du plomb a 2,3 keV. Les deux éléments Cl et
As peuvent donc étre considérés ici comme imparfaitement détectés et quantifiés en présence
de Pb méme si de réels efforts ont été faits concernant la déconvolution As-Pb du fait de leur
importance dans le présent travail.

% en poils d'oxydes

Figure 4.17. Composition chimique de 19 oxy-hydroxydes circulant dans les eaux
dinfiltration du sol de Winizenheim. Les concentrations sont exprimées en poids d ‘oxydes.
18 particules sont des oxydes de plomb et 1 un oxyde de fer plombifére.

111.1.2 Les constituants organiques des eaux d’infiltration du sol de
Wintzenheim

111.1.2.1. Les bactéries des eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim
L’étude des grilles de microscopie issues du site de Wintzenheim a permis de mettre en
évidence la présence trés réguliere de bactéries en tant que constituant de la phase particulaire
circulant dans les eaux d’infiltration des sols. Ces bactéries sont de différents types, qu'elles
soient observées sur des grilles différentes et sur une méme grille. 11 peut s’agir de
microorganismes flagellés (figure 4.18.a,b,c,d) ou non (figure 4.18.f,g,h). Les microflagelles

(figure 4.18.e) sont parfois difficiles a discerner du fait de leur finesse. De plus, certaines de

104



Chapitre 1V: Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

ces bactéries sont parfois associées ou interconnectées a et par des biofilms autoproduits
(figure 4.18.1).

Figure 4.18. Images en MET de baciéries de la solution de sol @ Winizenheim. a), b),c) et
d) : bactéries avec flagelles en position polaire ; e) bactérie avec micro-flagelies ; f
bactérie en cours de division et exopolysaccharides; g) et h) bactéries avec ef sans

vacuoles internes. Barre d’échelle & 1 um.

Les constituants micro-organiques sont présents de maniere isolée (figure 4.18) ou sous forme
de colonies (figure 4.19). La grande variabilité des faciés bactériens rencontrés dans la nature
ne permet pas de caractériser les espéces uniquement d’aprés leur morphologie. A ce jour, la
seule méthode fiable reste la détermination génétique globale sur un extrait de sol, mais cette
technique est lourde et colteuse. De plus, pour un échantillon naturel de sol, seuls 10 %
environ des bactéries présentes sont extraites, sans certitude de leur importance quantitative
(Torsvik et al., 1998). Il est donc impossible ici de déterminer avec précision les espéces de
bactéries caractérisées.

La présence de colonies bactériennes (figure 4.19) sur les grilles peut-étre due a deux
phénomeénes, (1) soit les colonies se sont développées dans la solution de sol avant la filtration
et le dépot sur les grilles, (2) soit les colonies se sont développées directement sur les grilles a
partir d’individus isolés. Il est difficile de favoriser I'une ou l'autre de ces hypothéses. En
effet, il est possible qu’une colonie puisse traverser le filtre & Sum tout en conservant son
intégrité. La présence de biofilms bien visibles permet trés probablement a certaines de

conserver une cohérence et une élasticité, de telle sorte qu’elles puissent traverser les pores du
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filtre sans se désagréger. De plus, les colonies et leurs biofilms sont parfois associés de
maniére tres forte & des particules argileuses ou/et des sels constituant des agrégats
fréqguemment décrits dans la littérature (Vadakattu & Paterson, 2004; Bronick & Lal, 2005;
Huang et al., 2005) comme constituants majeurs de sols et de leur porosité. Ce type particulier

d'association organo-minérales est traité a part dans la suite du chapitre.

. f; .

Figure 4.19. a), b), ¢) ot d) Images en MET de colonies bactériennes présentes sur les
grilles du sol de Wintzenheim. Barre d’échelle : lum.

La figure 4.20.a, réalisée sur 218 individus isolés, montre que ces bactéries ont une
distribution de taille unimodale de type gaussien, avec un diamétre apparent centré autour de
800 nm. Les valeurs représentant les plus grosses bactéries (diametre apparent > 2000 nm)
sont imputables au comptage a la fois de bactéries en cours de division, et de bactéries
présentant des aires plus importantes ou surdimensionnées du fait de la prise en compte dans
la mesure d'éventuels flagelles ou biofilms. Le facteur de forme calculé sur 193 individus
(figure 4.20.b), montre que ces constituants sont dominés par les microorganismes de type
bacille (ellipsoidaux) avec quelques bactéries plus allongées (similaires aux organismes
représentés sur la figure 4.18 e et g). Les bactéries a rapports de forme tres élevés (tres

supérieur a 2) doivent, quant a elles, correspondre a des organismes flagellés ayant une
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certaine orientation (flagelle aligné dans I’axe du corps), ou a I’association de deux bactéries

dans I’axe I’une de 1’autre et qui ont pu étre comptées pour une seule bactérie (figure 4.8.h).
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Figure 4.20. Distribution en tailles et facteurs de jforme des baciéries des eaux
dinfiltration du sol a Wintzerheim. a) Distribution en tailles des bactéries en fréquence
du nombre de particules en fonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous
les 100 nm (218 bactéries représentées). b) représentiation du facteur de forme en

Jonction de aire (193 bactéries).

Les bactéries ont fait I’objet d’une série d’analyses chimiques EDX approfondies. En effet, 66
analyses ont été réalisees sur les différents faciés de bactéries tout au long de la campagne
d’échantillonnage a Wintzenheim. Sur ces 66 analyses, 30 ont porté sur le corps des bactéries.
Les 36 autres ont consisté en analyses ponctuelles de granules sombres repérées fréquemment
a lintérieur des cellules microbiennes (figure 4.21). Les analyses effectuées sur les cellules
bactériennes montrent que celles-ci sont classiquement riches en carbone, chlore et soufre et
dans une moindre mesure en phosphore.

La présence de métaux dans ou associés a ces bactéries a également été notée. Il s’agit
essentiellement de plomb et parfois de fer et d’arsenic. La figure 4.22 montre la représentation
en diagramme ternaire des concentrations relatives en Pb et As par rapport a P pour
I’ensemble des analyses (cellules et granules internes). Comparé aux teneurs en P, Pb est
présent en trés forte concentration dans une grande partie des bactéries (26 analyses sur 66).
De plus, 3 analyses montrent la présence en quantité significative d’As. Cette présence a, par
ailleurs, la particularité de toujours correspondre a des bactéries échantillonnées au mois

d’avril. Ce point sera plus longuement discuté dans la suite du travail.
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Figure 4.21. a), b), ¢), et d) : Exemples de granules internes dans des bactéries des eaux
dinfiltration du sol de Wintzenheim. Les cercles gris représentent les zones d'analyses de

granules. Barre d échelle » 1um.

La différenciation entre les corps cellulaires et les granules internes (figure 4.23) permet de
mettre en évidence les concentrations trés importantes en Pb dans ces granules. En effet, la
grande majorité des cellules bactériennes ne contient pas du tout de Pb alors que la tres grande
majorité des granules contient du Pb associé a P et pauvre en ClI. Il apparait donc que les
bactéries présentes dans les eaux d’infiltration du sol immobilisent Pb a I’intérieur de granules
intracellulaires sous une forme encore indéterminée mais en association avec P. Ce point sera

également discuté plus amplement dans la suite du travail.
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Figure 4.22. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en F, As et
Ph contenues dans les 00 bactéries des eaux dinfiliration du sol de Wintzenheim analysées
(celiules + granules).  : analyses des baciéries du mois davril. 38 analyses sont

superposées sous e pdle F.

Il est important de souligner ici la difficulté afin de représenter les données obtenues par
analyses EDX. En effet, I’élément chimique principal de la composition des bactéries étant le
carbone et le film de collodion recouvrant ces grilles étant lui aussi de nature carbonée, la
quantification du carbone est quasiment impossible. La puissance du faisceau d’analyse a de
ce fait deux implications qui ne sont pas négligeables. D’une part, elle cause des dégats
d’irradiation lors de I’analyse de composés carbonés aussi fragiles que les microorganismes,
pouvant aussi conduire a analyser en méme temps 1’objet d'étude et le support carboné.
D’autre part, en utilisant un tel dispositif d'analyse, le biais rencontré est une perte en certains
éléments volatiles, notamment le chlore, ce qui conduit a surestimer les éléments lourds et
notamment Pb (masse atomique = 207,190 uma). Il est donc important de garder en mémoire
la tres probable surestimation du plomb dans les analyses, qu'elles soient quantitatives ou
qualitatives. Cependant, dans le cas présent, les teneurs en Pb et, dans une moindre mesure en
As (élément beaucoup moins lourd avec une masse atomique de 74,922 uma), sont
suffisamment importantes pour étre prises en compte et considérées comme significatives de

fortes concentrations.
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Figure 4.23. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en P, Ci
et Pb contenues dans les bactéries des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim (cellules
+ granules). & : analyses des cellules baciériennes (36 analyses). ¥ : analyses des
granules internes (35 analyses). 14 analyses se superposent sur le péle P (10 cellules ot 4

granules); 4 analyses se superposent sur le pdle Cl (3 cellules et 1 granule).

111.1.2.2. Les composés organiques non-vivants des eaux d’infiltration du

sol de Wintzenheim

Parmi les constituants organiques observés fréquemment dans la phase solide des eaux
d’infiltration des sols, la matiére organique libre est un constituant abondant. Il s’agit pour
I’essentiel de composés organiques non-vivants. La différence est faite avec les biofilms
connectés aux microorganismes. Il s’agit ici de maticre libre dans la solution, a I’aspect de
voiles ou d’entrelacs de formes trés diffuses (figure 4.24). 11 peut s’agir de bactéries
«mortes », d’acides humiques, de sécrétions de mucus végétaux, etc... Ces particules sont
généralement de petites tailles puisque 95% des 2524 particules mesurées ont un diameétre
apparent inférieur a 0,45 um (figure 4.25.a). Cependant certains entrelacs peuvent couvrir de
grandes surfaces. Ainsi, la figure 4.25.b, réalisée sur 2141 particules montre une grande
hétérogéneité de forme pour ce type de constituants avec, notamment, des particules
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présentant des facteurs de forme supérieurs a 3. Par ailleurs, la forme généralement tres
dentelée de ces constituants permet de penser qu'ils présentent une réactivité particulierement

élevée caractérisée par des propriétés de complexation importantes.
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Figure 4.24. Images en MET de composés organiques non-vivanis présents dans les eaux

dinfiltration du sol de Wintzenheim. Barre d'échelle : 1 um.

Les analyses chimiques en EDX réalisées sur ces hano-composés organiques montrent qu'ils
sont majoritairement composées de carbone et chimiquement tres proches de la composition
des bactéries avec une prédominance des éléments légers d’origine biologique tels que le
soufre, le chlore et le phosphore, en plus du carbone. La figure 4.26 montre dans quelle
mesure le carbone est I’élément dominant de cette classe de constituants puisque sa
concentration, méme divisée par dix, est toujours largement plus importante que la somme

des concentrations en soufre, chlore et phosphore.
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Figure 4.25. Distribution de taille et facteur de forme des particules de type composés
arganiques non-vivants présents dans les eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. a)
Distribution de taille des particules en fréquence en fonction du diameire apparent. Une
classe de diametres tous les 100 nm (2524 particules représentées). b) Représentation

du facteur de forme (2141 particules) en fonction de ! ‘aire.
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Figure 4.26. Représentation en diagramme iternaire des concenirations relatives en

carbone, éléments légers ef métaux lourds contenus dans les composés organiques non-
vivanis des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. Les valeurs en carbone sont divisées

par dix. Les éléments P, S et Cl sont regroupés ainsi que les métaux.
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Le troisieme pole du diagramme représente la somme des différents métaux lourds présents,
soit Fe, As, Pb, Zn, Ni et Cd. Le fait que ces métaux soient de nature diverse et en faible
concentration, par rapport aux éléments organiques dans les composés organiques non-
vivants, oblige a les sommer. Sur les onze analyses de nano-composes organigques non-vivants
représentées sur le diagramme ternaire, six montrent la présence de metaux en quantités
notables. Il s’agit pour 1 de Fe, pour 2 de Zn, pour 2 de Cd, et pour 1 d’un mélange de Ni, Zn
et Cd. Bien que ce type de constituant soit trés répandu sur les grilles, peu d’analyses ont été
effectuées du fait de la faible réponse en EDX et a cause de leur faible densité de matiere, ce
qui rend les analyses le plus souvent inexploitables car trop brouillées par le bruit de fond

généré par le support de grille.

111.1.3. Les complexes organo-minéraux des eaux d’infiltration du sol

de Wintzenheim

L’ensemble des particules décrites précédemment peut également former des nano- ou micro-
agrégats ayant toujours une phase biologique pour liant, qu'elle soit bactérienne ou d'un autre
type de matiére organique dégradée comme décrit au paragraphe 3.1.2.2. Ceci est
particulierement visible sur les images de MET (figure 4.27). Plusieurs associations sont
possibles ; il peut s’agir de colonies bactériennes associées & des argiles, des sels ou des
oxydes, ou bien de tapis organiques non-vivants ("biofilms™) liant les mémes constituants. Les
agrégats sont toujours des complexes organo-minéraux. Par nature, ces complexes ont des
tailles et des formes trés hétérogenes (figure 4.28). En effet, la distribution de taille des
particules réalisée sur 80 agrégats (figure 4.28.a), ne montre pas de mode particulier, aucune
classe de diametre n’excédant 10% du total des particules. Par ailleurs, la représentation du
facteur de forme de 75 agrégats (figure 4.28.b) suggere une assez grande variabilité

d’allongement et de forme, avec des valeurs de facteur de forme comprises entre 1,2 et 2,9.
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Figure 4.27. a), b),c), d), e), et ) : Images en MET de complexes organo-minéraux de la
solution de sol & Wintzenheim. Le liant des agrégats est toujours de nature organique.

Barre d échelle » 1um.

La différenciation entre agrégats naturels et agrégats secondaires formés par superpositions
successives de particules sur la grille n’est pas toujours évidente. Si la majorité des agrégats
observés sont trés certainement tels qu’ils étaient dans le sol (cas des agrégats de la figure
4.27), il est également probable que certaines se soient superposées a posteriori sur ces
mémes agrégats, voire que plusieurs particules individuelles se soient agrégées par dépbts
successifs au cours du mois d’échantillonnage. Certains de ces agrégats "artificiels" peuvent
étre facilement reconnus et donc triés manuellement, mais d’autres peuvent étre comptabilisés
comme des agrégats naturels. Cependant, ceux-ci ne faussent pas significativement les
résultats globaux car, a la base de tels agrégats, il se trouve le plus souvent un agrégat
"naturel” servant de noyau a la formation des agrégats "artificiels". De plus, d’apres le taux de
recouvrement limité des grilles, il est statistiquement peu probable qu’en un mois

d’échantillonnage beaucoup de particules tombent exactement au méme endroit sur la grille.

114



Chapitre 1V: Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

a 80 particules b 75 particules
20 35
= 2
o 3
<1 s °
ol 25 &
8 10 g Fo &
< g ¢ = e
T Y ©
T ) 315
- [ °
w w1
0 =
@05
2 o
=2
diamétre apparent (nm) - b A.'°°‘(’° ,)"“’“6 0%
ire (nm

Figure 4.28. Distribution en tailles et facteurs de forme des complexes organo-minéraux
des eaux dinfiltration du sol de Wintzenheim. a) Distribution en tailles des agrégats en
Jonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm (80 agrégais

représentés). b) Représentation du facteur de forme de 75 agrégats en fonction de l'aire.

111.1.4. Les nanoparticules accessoires et indéterminées des eaux

d’infiltration du sol de Wintzenheim

111.1.4.1. Les minéraux accessoires des eaux d’infiltration du sol de

Wintzenheim

Un certain nombre de nanoparticules des eaux d’infiltration du sol constituent une classe de
nanoparticules dites "accessoires”. La distinction d’une telle classe de particules se justifie par
le fait que deux types de minéraux ont été déterminés sur les grilles bien qu’assez rarement,
mais néanmoins systématiquement. Il s'agit de particules automorphes, de grande taille (> 2
pum) et présentant un fort contraste électronique. Ces minéraux qui sont la calcite (figure
4.29.a,b) et le quartz (figure 4.29.c) ont été peu observés au cours de la période
d’échantillonnage. Ils sont donc considérés comme ayant un faible impact sur le transport
d’éléments par les eaux d’infiltration dans les sols et ne seront pas étudiés en détail.

A contrario, les feldspaths n'ont pas été classés avec la calcite et le quartz. Ceci est un choix
volontaire car les feldspaths, toujours de tres petite taille, sont fortement altérés et

chimiquement trés proches des argiles.
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a b i | C

3

Figure 4.29. Images en MET de minéraux accessoires des eaux dinfiltration du sol de

Wintzerheim. a), B) calcite ; ¢) quariz. Barre d échelle : ium.

111.1.4.2. Les constituants indéterminés des eaux d’infiltration du sol de

Wintzenheim

Parmi les nanoparticules présentes dans les eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim, un
certain nombre n’a pas pu étre identifié. Quelques exemples de ces de particules sont illustrés
figure 4.30. 1l s’agit le plus souvent de particules riches en soufre (figure 4.30.a), ou en
carbone et silicium (figure 4.30.b), parfois fortement carbonées (figure 4.30.c,f).

Certaines de ces particules indéterminées peuvent présenter des concentrations importantes de
métaux, c’est le cas notamment de la particule de la figure 4.30.d tres riche en Pb qui semble
étre d’origine végétale. La particule de la figure 4.30.e pourrait étre une diatomée. Sur
I’ensemble des grilles analysées, ce type de particule (diatomée) n'a été observé qu’a deux
reprises. La particule représentée par la figure 4.30.f est également d’origine biologique.
Certaines grilles présentent un grand nombre de ces particules indéterminées, d’autres
beaucoup moins. Lorsqu’elles sont nombreuses, ces particules sont des mémes types que
représentes sur la figure 4.30.a,b,c.
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1um

Figure 4.30. Images en MET de particules de type indéterminé des eaux dinfiltration du
sol @ Wintzenheim. a) particule riche en soufre ; B) et ¢) particules carbonées ; d), e) et f)

particules organiques.

111.1.5. Synthese des caracteristiques et réactivité des PFC des eaux

d’infiltration du sol de Wintzenheim

Différents types de nanoparticules, avec des -caractéristiques physico-chimiques bien
distinctes, ont ainsi été caractérisés dans les eaux d’infiltration des sols. Il s’agit : des argiles
automorphes a subautomorphes, des argiles altérées, des sels et des oxy-hydroxydes pour les
particules minérales, des bactéries et des composées organiques non-vivants pour les
particules organiques, du groupe des agrégats, et de deux classes "exotiques™ justifiees par la
présence de particules accessoires et de particules indéterminees.

Les argiles automorphes sont principalement des illites, des kaolinites, des interstratifiés
illite-smectite avec des feldspaths altérés. Ces particules ont des tailles variées mais les

diametres sont majoritairement inférieurs a 1 pm. Le caractere automorphe des particules
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induit des formes peu allongées (facteur de forme proche de 1) correspondant aux plaquettes
polygonales typiques des argiles. Du point de vue de leur composition chimique, les argiles
automorphes sont fréquemment appauvries en cations (potassium et calcium) par rapport aux
argiles de référence. Par ailleurs, les argiles automorphes montrent fréquemment des
enrichissements en fer (revétements) et zinc (substitutions) et plus ponctuellement des
enrichissements en arsenic et plomb.

Les argiles altérées sont, par ordre d'abondance, des interstratifies illite-smectite, des
kaolinites altérées et des feldspaths trés altérés. Il s’agit de trés petites particules puisque pres
de 80 % d’entres elles ont un diamétre apparent inférieur a 100 nm et leurs formes sont tres
variées. Chimiquement, le caractere altéré de ces particules se traduit toujours par une perte
d’aluminium et de potassium et elles sont  également caractérisées par de forts
enrichissements en fer et des enrichissements moins systématiques en métaux lourds (Zn, Pb)
que les argiles automorphes.

Les sels sont de différents types. Il s’agit majoritairement de sulfosels et de chlorures et plus
rarement de phosphates et de sels de baryum. Leurs formes sont diverses, parfois
automorphes, parfois globuleuses. La particularit¢ chimique des sels est leur fort
enrichissement en plomb et dans une moindre mesure en arsenic. Certains sels sont
vraisemblablement des cristallisations fraiches pouvant se produire lors de périodes de
désaturation du sol.

Les oxy-hydroxydes sont tres majoritairement des oxy-hydroxydes de plomb. lls sont assez
petits et de formes tres variées.

Les bactéries sont un constituant important de la phase particulaire. Elles sont de différents
types et de différentes tailles et présentes sous forme de cellules isolées ou en colonies. Leurs
analyses chimiques montrent leur propension élevée a mobiliser voire immobiliser les
metaux, principalement le plomb. L’arsenic apparait associé seulement aux bactéries du mois
d’Avril.

Les biofilms ou composes organiques non-vivants divers sont trés fréquents sur les grilles, il
s’agit de films organiques hautement réactifs contenant toutes sortes de métaux.

Une classe bien particuliére a été mise en évidence. Il s’agit des complexes organo-minéraux.
Genéralement de relativement grande taille, ils consistent en des agrégats de différents types
de particules minérales liés par de la matiére organique. De tels constituants ont une réactivité
importante et sont le sieége d’interactions chimiques fréquentes. Ils sont de ce fait de puissants

vecteurs potentiels de pollution.
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Enfin deux classes de constituants "exotiques"” correspondent soit a des minéraux accessoires
soit des constituants indéterminés. Les minéraux accessoires ne montrent pas de réactivité
chimique particuliere vis-a-vis des métaux lourds. Les nanoparticules indéterminées quant a
elles, sont mal connues par définition et donc leur réactivité et leur importance dans le

transport des polluants restent également mal définies.

I11.2. Les nanoparticules des retombées atmosphériques a

Wintzenheim

I11.2.1. Les constituants minéraux des retombeées atmosphériques a

Wintzenheim

111.2.1.1. Les particules argileuses automorphes des retombées

atmosphériques a Wintzenheim

Les argiles automorphes a sub-automorphes sont un type de constituants important des
retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim. Physiquement ces particules consistent
pour la plupart en plaquettes hexagonales qui réagissent fortement aux électrons (figure
4.31.a,b,c).

Figure 4.31. Images en MET de particules argileuses automorphes des retombées

atmosphérigues @ Wintzenheim. Barre d échelle : 1 pym.
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La distribution de taille de ces argiles réalisée sur I’ensemble des échantillons, soit sur 1291
particules argileuses, montre qu'elles sont relativement homogenes en terme de taille tout au
long de la campagne d’échantillonnage (figure 4.32.a,b). Il s’agit pour 1’essentiel de
nanoparticules puisque environ 88 % d'entre elles ont un diamétre apparent inférieur a 0,45
um. Le mode de distribution est unimodal asymptotique et les particules sont de diamétre
inférieur a 2 um dans 99,6 % des cas (figure 4.32.a). La représentation en facteur de forme
(figure 4.32.b) montre que la population est assez homogéne. D’une manicre générale, les
particules présentent une forme légérement allongée avec un rapport de forme
majoritairement compris entre 1,1 et 1,7, c'est-a-dire qu’il s’agit de particules sphériques a
ellipsoidales ; les particules plus petites sont généralement plus sphériques. Ceci est illustré
par les images présentées par la figure 4.31: la particule la plus petite (b) est la plus
sphérique, alors que la particule la plus grande (a) est la plus allongée. Tous les intermédiaires
sont évidemment possibles entre ces deux types, c’est le cas par exemple de la particule (c).

a 1291 panticules b 1009 particules
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Figure 4.32. Disiribution de taille et facteur de forme des particules argileuses
automorphes des retombées atmosphériques a Wintzenheim. a) Disiribution de taille des
particules en fréquence en fonction du diametre apparent de celles-ci. Une classe de
diameires tous les 100 nm (1291 particules). ) Représeniation du facteur de forme en
Jonction de Vaire (1009 particules).

Les analyses chimiques semi-quantitatives en dispersion d’énergic (EDX) (figure 4.33)
montrent que les particules argileuses automorphes qui tombent au sol a Wintzenheim, sont

de type kaolinite, interstratifiés illite-smectite, smectite et feldspaths plus ou moins altérés.
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Figure 4.33. Représeniation en diagramme ternaire des compositions des pariicules
argifeuses automorphes des retombées atmosphériques a Wintzenheim. Les nombres de
cations sont basés sur les calculs de formules structurales. 38: analyses des particules

individuelles par EDX; QO mindraux de références.

Les points représentatifs des analyses de particules de kaolinite se situent au point de
référence. On peut donc penser que des kaolinites pures se trouvent parmi les argiles
automorphes des retombées atmosphériques. D'autres points d’analyses sont proches du point
de la montmorillonite utilisée comme référence pour la smectite et d’autres sont proches du
pole de référence de I’illite-smectite ISMt-2 a 60 % d’illite. Cependant, certains de ces points
sont décalés vers le pble R3 par rapport aux deux minéraux choisis comme référence. Ce
décalage souleve deux hypotheses, ou les argiles analysées sont plus riches en fer et/ou
magnésium que ’argile de référence, ou elles sont plus pauvres en silicium. Il a été évoqué
dans la section relative aux particules des solutions de sols (ce chapitre, § 111.1.1.1.), que ce
décalage peut-étre li¢ a la présence de revétements d’oxydes de fer sur les argiles. La présence
de tels revétements est également possible ici en adéquation avec les resultats presentés sur la
figure 4.35, qui montrent une anomalie positive en Fe trés nette pour les interstratifiés.
Cepedant, il peut également s’agir de Fe octaédrique évoquant une composition plus proche

de phyllosilicates ferromagnésiens tels que biotite, phlogopite, vermicule ou chlorite. Cette
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hypothése est en accord avec une composition plus pauvre en silicium structural et s'applique
aux minéraux présentant une anomalie négative en Si.
Un seul point sur la figure 4.33 se superpose au point correspondant a 1’illite de référence

IMt-1. Il y a donc peu d’illite pure dans les retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim.

- —_—
Figure 4.34. Images en MET des particules argileuses automorphes des retombées
atmosphérigues @ Wintzenheim dont les analyses sont dévides vers le pdle alcalin (M+).
a), B), ¢, d) : particules avec un pourcentage relatif en alcalins supérieur a 50% ; ), f,
8), k) : particules avec un pourcentage relatif en alcalins compris entre 35 et 45% . Barre
déchelle : I um.

Enfin, les points qui correspondent aux analyses les plus riches en alcalins se répartissent en
deux groupes distincts. En effet, les 5 particules pour lesquels 1’analyse montre un
pourcentage relatif en alcalins compris entre 35% et 45% sont a dissocier des 4 particules
ayant les concentrations en alcalins les plus fortes (> 50%). Cette différence est basée sur trois
arguments : (i) les particules les plus alcalines ne contiennent pas ou trés peu de fer et
magnésium contrairement aux cing autres; (ii) les quatre particules les plus alcalines
présentent des densités électroniques plus fortes (figure 4.34.a,b,c,d) que les argiles contenant
entre 35 et 45% d’alcalins (figure 4.34.e,f,g,h); (iii) les argiles les plus alcalines sont
fréqguemment associées a de la matiére organique, ce qui est notamment visible sur la figure
4.34.a,b. Il est donc possible de déterminer la nature des argiles correspondant a ces 9 points

d’analyses : les 5 particules du groupe le moins alcalin sont des illites et les 4 du groupe le
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plus alcalin sont des feldspaths potassiques. Cependant ces particules sont toutes plus riches

en alcalins que les minéraux de référence du fait de leur association avec des organo-sels.
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Figure 4.35. Diagramme des concentrations élémeniaires normalisées des analyses
dargiles automorphes des retombées atmosphériques a Wintzenheim exprimées en nombre
de cations calculés sur la base des formules structurales des phyliosilicates. La ligne y=1

représente les minéraux de références. @ : interstratifiés. ® :illites. ® : kaolinites.

Dans certains cas (figure 4.35), I'analyse a révélé la présence de plomb associé aux particules
argileuses, ainsi 4 interstratifiés et 1 illite (sur 8 interstratifiés et 4 illites analysées)
contiennent du plomb & hauteur de 0,01 a 0,1 cations/demi-maille pour les interstratifiés et
0,02 cations/demi-maille pour I’illite. Outre ces anomalies positives en plomb, la figure 4.35
montre des anomalies positives en soufre et phosphore pour les illites et interstratifiés ce qui
corrobore 1’adsorption de matiére organique sur ces argiles. Les anomalies positives en fer
sont attribuées soit a ’adsorption de fer sous forme d’oxy-hydroxydes a la surface des argiles,
soit a la presence de fer structural présent dans le réseau cristallin des argiles. Etant donnée
I’absence d’anomalie positive en fer pour les kaolinites, la deuxiéme hypothese est
privilégiée.

Les anomalies negatives en K et Ca pour les interstratifiés sont liées au fait que 1’ interstratifié
de référence posséde ces cations dans 1’espace interfoliaire en plus grande quantité. Les
particules analysées ici sont donc trés certainement plus smectitiques que 1’illite-smectite a

60-70% d’illite utilisée pour la normalisation.
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111.2.1.2. Les particules argileuses altérées des retombées atmosphériques

a Wintzenheim

Les particules argileuses altérées des retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim sont
constituées de minéraux chimiquement similaires aux argiles automorphes mais avec un
facies nettement différent. 11 s’agit de particules de tailles infra-micrométriques avec des
contours tres diffus et une densité électronique faible se traduisant par des teintes de gris de
bas ordre dans les images en MET (figure 4.36). La distribution de taille de ces particules
individuelles (mesurée sur 935 constituants) est de type unimodale asymptotique trés
resserree vers les treés petites tailles (figure 4.37.a). En effet, 99,6% des particules argileuses
altérées ont un diametre apparent < 0,45 um et 84,6% ont un diamétre apparent < 100 nm. En
termes de facteur de forme (figure 4.37.b), il apparait que cette population de particules, de
forme peu allongée, est trés homogéne avec un facteur de forme compris entre 1,1 et 1,7 &
quelques exceptions prés puisque sur les 736 particules considérées, seulement 21 ont un
rapport de forme supérieur a 1,7, soit moins de 3%. Il est a noter que les particules argileuses

altérees ont une forte tendance a s'agréger.

Figure 4.36. Images en MET de particules argileuses aliérées présentes dans les retombées

atmosphériques ¢ Wintzenheim. Barre d échelle : 1 pm.
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Figure 4.37. Distribution de taille et facteur de forme des particules argileuses altérées
des retombées atmosphériques a Winizenheim. a) Distribution de taille des particules en
Jréquence en fonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm
(935 particules représentées). b) Représentation du facteur de forme (730 particules) en

Jonction de ! aire.

Les argiles altérées des retombées atmosphériques a Wintzenheim sont pour la plupart des
interstratifiés illite-smectite (figure 4.38). Sur les 6 particules analysées, 4 sont du type illite-
smectite, 1 a une composition de montmorillonite et la derniere correspond a un feldspath
potassique altéré (figure 4.38). Contrairement aux analyses réalisées sur les argiles
automorphes a sub-automorphes (figure 4.33, paragraphe 111.3.1.1.), il n’y a pas de kaolinite
parmi les argiles altérées et aucune des particules analysées ne présente d’enrichissement

marqué en éléments alcalins.
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Figure 4.38. Représentation en diagramme ternaire des rapporis de cations des argiles
altérées des retombdes atmosphériques & Wintzenheim. Y : analyses des nanoparticules ;

O : mindraux de références.

La figure 4.39 présente le nombre de cations métalliques (Fe, Zn, Cd, Ni, As et Pb) par demi-
maille, pour les 6 particules d’argile altérée analysées. Cette représentation en nombre de
cation par demi-maille est basée sur les calculs de formules structurales pour lesquels les
métaux sont considérés comme des cations compensateurs a 1’exception du fer considéré
d’abord comme un élément de structure dans la couche octaédrique et, en cas d’exces, comme
un cation compensateur. L’une des analyses d’interstratifié est complétement dépourvue de
métaux lourds alors que les cing autres analyses (feldspath compris) en contiennent. Le fer est
abondant pour chacune des 5 analyses. Il peut s’agir de revétements d’oxyde de fer a la
surface des minéraux ou de fer structural entrant dans la composition des feuillets, ce qui n'est
pas le cas pour le feldspath. Les concentrations en zinc sont, soit le fait d’échange cationique
entre les cations interfoliaires et le zinc, soit liées a des revétements d’oxydes de fer. Enfin, 2

des particules sont enrichies en plomb et 1 en arsenic.
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Nombre de cations par 1/2
maille

Figure 4.39. Nombre de cations métalliques par demi-maille d’argiles altérées, calculés
sur la base de minéraux 2:1, dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim. [JJJ-

interstratifids illite-smectite; [ |: montmorillonite; [ | feldspath altéré.

111.2.1.3. Les sels des retombées atmosphériques a Wintzenheim

Plusieurs types de sels ont été caractérisés dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim.
La figure 4.40 en montre différentes morphologies. Certaines particules sont trés denses aux
électrons et tres découpées sans forme caractéristique (figure 4.40.a,b,c); d’autres sont sous
forme de nano-billes (figure 4.40.d) et certaines apparaissent sous forme de filaments (figure
4.40.¢e,f).

Les sels ont des tailles assez peu diversifiées puisque 65% des 600 particules mesurées ont un
diamétre apparent inférieur a 100 nm et 92% ont un diamétre apparent inférieur a 0.45 um
(figure 4.41.a). La représentation du rapport de forme de 545 particules de sels (figure 4.41.b)
montre qu’il s’agit d'une population hétérogene comprenant aussi bien de particules
circulaires du type nano-billes (figure 4.40.d), que de particules légerement allongées (figure
4.40.a,b,c) ou encore trés allongées correspondant a des sels en forme de filaments (figure
4.40.e,f).
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Figure 4.40. inages en MET des particules de sels des retombées atmosphériques a
Winizenheim. a) B), ¢) : sels « lourds » non automorphes; d) : nano-billes; e), ) -

Jilaments. Barre d’échelle » 1 pm.
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Figure 4.41. Distribution de taille et facteur de forme des particules de sels des
retombées atmosphériques a Wintzenheim. a) Distribution de taille des particules en
Jréquence en fonction du diametre apparent. Une classe de diamétres tous les 100 nm
(600 particules représentées). b) Représentation du facteur de forme (545 particiiles) en

Jonction de Iaire.
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Sur les 23 particules de sels analysées dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim, 22
sont des sulfosels et 1 est un phosphate. Ces sulfosels contiennent toujours des métaux, qu’il
s’agisse de Fe (3 particules), Ni (2 particules), Zn (9 particules), As (1 particule), Cd (1
particule) et/ou Pb (2 particules). Dans tous les cas, les métaux lourds détectes ne

représentent que des concentrations mineures.

111.2.1.4. Les oxy-hydroxydes des retombées atmosphériques a
Wintzenheim
Parmi les constituants de la phase particulaire des retombées atmosphériques de
Wintzenheim, les oxy-hydroxydes constituent un type bien déterminé mais peu abondant. En
effet, seulement 34 particules sur les 4093 observées sont des oxydes ou hydroxydes. Une de
leur spécificité est que les caractéristiques électroniques sont homogenes se caractérisant par
une trés forte densité électronique qui contraste fortement les images au MET (figure 4.42).
Ils sont présents sous des formes tres diversifiées (figure 4.42 et figure 4.43.b), toujours de
petite taille (figure 4.43.a) puisqu’aucune des particules n’a un diamétre apparent excédant
600 nm et 91% ont un diamétre inférieur a 0.45 um. L’étude du rapport de forme réalisée sur

26 particules montre une forte hétérogéneité autant en taille qu’en forme (figure 4.43.b).

d s,lb

e —
’ 0.10 ym

Figure 4.42. a), B), o), d) Images en MET d’oxy-hydroxydes méialliques des retombées

atmospheriques a Wintzenheim. Barre d ‘échelle : 1 pm sauf ) 0.1 pm
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Figure 4.43. Distribution de iaille et facteur de forme des particules de fype oxy-
hydroxydes des retombées atmospherigues a Wintzenheim. a) Distribution de taille des
particules en fréquence en jfonciion du diamétre apparent. Une classe de diaméires
tous les 100 nm. (34 particules représeniées). b) Représeniation du facteur de forme

(20 particules) en fonction de { ‘aire.

Seules quatre particules d’oxy-hydroxydes ont eté analysées dans les retombées
atmosphériques de Wintzenheim. Trois de ces particules sont des oxydes de plomb et 1 est un
oxyde de fer légerement plombifere (figure 4.44). Comme pour les oxy-hydroxydes des eaux
d’infiltration, il faut rester prudent quant aux traces d’arsenic associées aux analyses des

particules riches en plomb.

% en poids
d'oxydes

Figure 4.44. Représentation de la composition chimique des oxy-hydroxydes des
retombées atmosphériques a Winizenheim. Les concentrations sont exprimées en poids

doxydes. 3 particules sont des oxydes de plomb est ! un oxyde de fer plombifére.
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111.2.2. Les constituants organiques des retombées atmosphériques a

Wintzenheim

111.2.2.1. Les bactéries des retombées atmosphériques a Wintzenheim

La présence de bactéries dans 1I’atmosphére et donc dans les retombées au sol a déja été
signalée dans de nombreux cas (Posfai et al., 2003a; Posfai et al., 2003b). Ceci est également
verifié dans le travail présent puisque sur les 4093 particules observées au cours des 5 mois de
suivi, 51 bactéries ont été identifiées. Ces bactéries sont de différents types, a la fois sur des
grilles différentes et sur une méme grille. Il peut s’agir de microorganismes flagellés (figure
4.18.b,f) ou non (Figure 4.18.c,d,e), présentant parfois des microflagelles parfois difficiles a
visualiser du fait de leur finesse(figure 4.18.a). De plus, certaines de ces bactéries sont parfois
associées ou interconnectées a et par des biofilms autoproduits de type exopolysaccharide
(figure 4.18.a,c,d,e). Dans les retombées atmosphériques de Wintzenheim, les bactéries ne
sont jamais a proprement parler sous forme de colonies. Les seules associations de bactéries
qui ont été déterminées sur les grilles n’excédent pas 4 individus et, lorsque c’est le cas, ces
regroupements constituent toujours des agrégats organo-minéraux. Comme pour les bactéries
du sol, il est impossible de déterminer avec certitude les espéces présentes (ce chapitre, 8
11.1.2.1.).

e

o=

@

Figure 4.45. Images en MET de baciéries des retombées atmospheérigues @ Wintzenheim.
a) : bacierie avec micro-flagelie; B) et f) bacteries avec flagelle ; ¢) d) et e) bactéries avec

granules internes et exopolysaccharides. Barre d’échelle & 1 um.
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La figure 4.46 montre que les bactéries ont une distribution de taille de type gaussien, avec un
diamétre apparent centré autour de 700 nm. Les quelques batons représentatifs de plus grosses
bactéries (> 1,2 um) sont imputables a la fois au comptage de bactéries en cours de division et
de bactéries présentant des aires plus importantes du fait de la prise en compte dans la mesure
des flagelles ou/et d’exopolysaccharides. Le facteur de forme montre que ces constituants
sont dominés par les microorganismes de type bacille (ellipsoidaux, figure 4.45.c,d,e).
Quelques bactéries plus allongées ont un facteur de forme supérieur a 2,5 (similaires a celle
de la figure 4.45.b).
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Figure 4.46. Distribution de taille et facteur de forme des bactéries des retombées
atmospheériques a Wintzenheim. a) Distribution de taille des bactéries en fréquence en
Jonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm (51 bactéries
représeniées). B) Représentation du facteur de jforme (39 bactéries) en jfonction de

!aire.

Vingt bactéries ont été analysées au cours de la campagne d’échantillonnage des retombées
atmosphériques a Wintzenheim. Sur ces 20 analyses, 11 ont porteé sur le corps des bacteries.
Les 9 autres analyses ont consisté en une analyse ponctuelle au MET de granules internes tres
sombres repérées fréquemment a I’intérieur méme des cellules microbiennes. Les analyses sur
les cellules bactériennes montrent qu'elles sont classiquement riches en carbone, chlore et
soufre et dans une moindre mesure en phosphore. La présence de métaux dans ou associés a
ces bactéries a également été notée. Il s’agit essentiellement de Pb et parfois de traces de Fe,
Cd, Ni, Zn et As. La figure 4.47 montre les proportions relatives en plomb et arsenic par

rapport au phosphore pour 1’ensemble des analyses (cellules et granules). Il apparait ainsi que
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le plomb est présent en grande quantité dans une majorité des bactéries (11 analyses sur 20).
De plus la seule analyse réalisée sur une bactérie du préléevement du mois d’avril montre la
présence d'As en quantité significative. L’autre bactérie contenant de I’arsenic a été

échantillonnée au mois de juillet.

..............

100 90 80 70 60 S50 40 30 20 10
Pb

Figure 4.47. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en P, As ot
Pb contenus dans 20 bactéries des retombées atmospheérigues au sol de Wintzenheim
(celiules + granules). & : analyse de bactérie du mois d'avril. 7 analyses sont superposées

sous le pdle F.

Par ailleurs, la différenciation faite entre les cellules et les granules internes (figure 4.48)
permet de mettre en évidence des concentrations importantes en plomb dans les granules. La
grande majorité des cellules bactériennes ne contient pas du tout de plomb alors que la trés
grande majorité des granules en contient, associé a du phosphore. Il semblerait donc, que les
bactéries présentes dans les eaux d’infiltration du sol immobilisent Pb a I’intérieur de granules
internes sous une forme encore indéterminée mais en association avec P. Ce point sera discuté

plus amplement dans la suite du travail.
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100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

P

Figure 4.48. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en F, Cl
et Ph contenus dans les baciéries (cellules + granules) des retombées atmosphérigues @
Wintzenheim.  : cellules (11 analyses). + : granules internes (9 analyses). 1 analyse se

trouve au pdle P (1 cellule); 1 analyse se trouve au pdle chiore (1 cellile).

111.2.2.2. Les composés organiques non-vivants des retombees
atmosphériques a Wintzenheim

Parmi les constituants organiques repérés dans la phase particulaire présente dans les
retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim, ’un des constituants majeurs est la
matiére organique libre. Il s’agit pour 1’essentiel de composés organiques non-vivants de
types "biofilm", sur la base d'une différence avec les biofilms connectés aux
microorganismes. Il s’agit de matiere libre dans la solution présente sous forme de voiles ou
d’entrelacs de formes et d’aspects trés variés (figure 4.49). Il peut, la encore, s’agir de
bactéries "mortes”, d’acides humiques, de sécrétions de mucus végétaux, etc... Ces particules
sont généralement de petites tailles puisque 97% d’entre elles ont un diametre apparent
inférieur a 0.45 um (figure 4.50.a). Cependant certains entrelacs peuvent présenter de tres
grandes surfaces. La figure 4.50.b montre une grande variabilité de forme de ce type de
constituants. Par ailleurs, la forme trés particuliére des constituants et leur nature suggére une

trés forte réactivité et des propriétés de complexation importantes.
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»

Figure 4.49. Images en MET de composés organiques non-vivants présents dans les

retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim. Barre d’échelle 1 um.

Seules trois particules de ces composés organiques non-vivants ont été analysées en EDX.
L’élément largement majoritaire est normalement le carbone qui dépasse 90%. Les analyses
montrent par ailleurs que les trois particules contiennent des traces de métaux, tous différents.
Une des particules présente des traces de fer, l'autre de cadmium et la derniére de nickel. 1l est
cependant impossible de quantifier I’importance réelle des métaux faute de standard interne
pour I'élément C. De plus, le carbone mesuré correspond a la fois au carbone constitutif des

composés eux-mémes et au film de support recouvrant les grilles.
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Figure 4.50. Distribution de taille et facteur de forme des particules de type composés
organiques non-vivanis. a) Distribution de taille des particules en fréquence en fonction
du diameéire apparent. Une classe de diaméires tous les 100 wm (V42 particules
représentées). B) Représentation du facteur de forme de 911 particules en fonction de

!aire.
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111.2.3. Les agrégats organo-minéraux des retombées atmosphériques

a Wintzenheim

L’ensemble des particules décrites précédemment peut également former des nano- ou micro-
agrégats. Ces agrégats comprennent toujours une phase biologique, que ce soit des bactéries
ou tout autre type de matiere organique. Ceci est particulierement visible sur les particules
représentées dans la figure 4.51. Plusieurs types d’associations sont possibles. Il peut s’agir de
colonies bactériennes associées a des argiles, des sels ou des oxydes, ou bien de tapis
organiques (« biofilms ») liant les mémes constituants minéraux. Les agrégats sont toujours
des complexes organo-minéraux. Par essence, ces complexes ont des tailles et des formes tres
hétérogénes (figure 4.52). Ainsi, sur les 36 particules mesurées, aucun diametre apparent
n’excéde 15% en représentativité (figure 4.52.a) et les facteurs de forme calculés sur 31
particules montrent un étalement entre 1,2 et 2,5, sans concentration des points ni corrélation

avec I’aire (figure 4.52.b).

Figure 4.51. Images en MET de complexes organo-minéraux des retombées

atmospheériques au sol de Wintzenheim. Barre d échelle : lum.
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La différenciation entre agrégats naturels et agrégats secondaires formés par superposition de
particules sur la grille n’est pas toujours évidente. Cependant, ’aspect trés lié de ces
complexes permet de penser qu’il s’agit le plus souvent d’agrégats naturels. Les agrégats
figure 451 montrent ainsi une trés nette association entre les particules minérales et le
biofilm généré par les bactéries. D’un autre cOté, les agrégats présentés, méme s’ils sont
essentiellement naturels, peuvent également avoir été modifiés par 1’ajout de particules
mineérales supplémentaires, ou par la reproduction des bactéries pendant le mois de collecte

sur le terrain.
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Figure 4.52. Distribution de taille et facteur de forme des agrégats atmosphérigues d
Winizenheim. a) Distribution de iaille des agrégats en fréquence en jfoncition du
diametre apparent. Une classe de diameéires tous les 100 nm (36 agrégats représentés).

b) Representation du facteur de forme (31 agrégais) en fonction de aire.
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111.2.4. Les nanoparticules accessoires et indéterminées des retombées

atmosphériques a Wintzenheim

111.2.4.1. Les minéraux accessoires des retombées atmosphériques a
Wintzenheim
Dans le pool particulaire des retombées atmosphériques a Wintzenheim quelques particules
ont été regroupées dans une classe de minéraux "accessoires"”, qui comprend deux minéraux
assez rarement rencontrés lors de la campagne d’échantillonnage : le quartz (figure 4.53.a,b)

et la calcite (figure 4.53.c).

Figure 4.53. Images en MET de minéraux accessoires des retombées atmospheérigues a

Winizenheim. a), b) : quartz ; ¢} : calcite. Barre d’échelle & 1 um.

Il est a noter que les feldspaths ne rentrent pas dans cette classe des minéraux accessoires.
Ceci est volontaire parce que les feldspaths sont chimiquement trés proches des argiles et
parce qu'ils sont potentiellement altérables et parce que 1’éventail des phases intermédiaires

entre les feldspaths et les argiles ne permet pas toujours de les discriminer correctement.

111.2.4.2. Les constituants indéterminés des retombées atmospheriques a
Wintzenheim
De méme que pour les nanoparticules des eaux d’infiltration du sol, le type de certaines
particules des retombées atmosphériques ne peut étre déterminé avec certitude. Un exemple
de telles nanoparticules est donné figure 4.54. 11 s’agit le plus souvent de particules riches en

phosphore (figure 4.54.a,b,d), ou bien fortement carbonées (figure 4.54.c,e). Une partie de ces
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particules indéterminées, et notamment celles du type phosphaté, peuvent présenter des
concentrations importantes en métaux, en particulier en Pb. Sur certaines grilles, le nombre

de particules de type indéterminées, telles que présentées figure 4.54, peut étre important.

Figure 4.54. Images en MET de particules indéterminées des retombées atmosphériques a
Wintzenheim. a), b) et d) sont riches en phosphore ; ¢) et &) riches en carbone ; la

compaosition chimique de f) est inconnue. Barre d’échelle @ 1 pm.
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111.2.5. Synthése des caracteéristiques et réactivité des PFC des

retombées atmospheriques a Wintzenheim

Différents types de nanoparticules et leurs caractéristiques physico-chimiques ont ainsi été
caractérisés dans les retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim. Il s’agit des argiles
automorphes a subautomorphes, des argiles altérées, des sels et des oxy-hydroxydes pour les
particules minérales ; des bactéries et composés organiques non-vivants pour les particules
organiques ; du groupe des agrégats ; et de deux classes « exotiques » par la mise en évidence
de la présence de particules accessoires et de particules indéterminées.

Les argiles automorphes sont principalement des illites, des kaolinites et des interstratifiés de
type illite-smectite. Sont inclus dans ce groupe les feldspaths altérés. Les argiles automorphes
ont des tailles variées mais une grande majorité de celles-ci ont un diamétre apparent inférieur
a 0,45 um. Le caractére automorphe de ces particules implique qu’elles aient des formes trés
peu allongeées. Les illites et feldspaths ne montrent que peu d'anomalies positives en éléments
alcalins induites par un contact avec une solution saline. De plus, peu de particules présentent
un enrichissement en fer attribuable & un revétement d’oxyde de fer a leur surface ou a la
présence de fer dans les couches octaédriques. Enfin, quelques argiles automorphes
contiennent du plomb en assez faible quantité.

Les argiles altérées sont essentiellement des interstratifiés illite-smectite et plus rarement des
montmorillonites et feldspaths altérés. 1l s’agit de trés petites particules puisque prés de 85%
d’entres elles ont un diamétre apparent inférieur a 100 nm et leurs formes sont trés variées.
Chimiquement, elles sont caractérisées par de forts enrichissements en fer et des
enrichissements quantitativement moins importants en métaux et principalement en zinc et
plus rarement en plomb. Le caractére altéré de ces particules se traduit toujours par une perte
de cations alcalins.

Les sels identifiés sont de différents types. Il s’agit essentiellement de sulfosels. Leurs formes
sont diverses, parfois automorphes, parfois sous forme de nano-billes et parfois sous forme de
filaments soufrés. Leur particularité chimique réside dans leur enrichissement fréquent en
métaux et notamment en zinc. L’origine de ces constituants est difficilement déterminable,
mais il semble cependant qu’il s’agisse de particules peu solubles, le terme de sels étant donné
d’aprés leur composition chimique.

Peu d’oxy-hydroxydes ont été analysés, ceci essentiellement parce qu’il s’agit d’un composé

minoritaire dans les retombées atmospheriques. Cependant, ils sont toujours de tres petite
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taille et de forme trés variée. Chimiquement, sur quatre analyses, trois sont des oxy-
hydroxydes de Pb et un est un oxy-hydroxyde de Fe. Sans vouloir généraliser, il est probable
gue, au moins ces deux types d’oxy-hydroxydes, sont présents dans les retombées
atmosphériques a Wintzenheim.

De la méme maniére que dans les eaux d’infiltration du sol, les bactéries constituent un
constituant important de la phase particulaire présente dans les retombées atmosphériques.
Elles sont de différents types et de différentes tailles, présentes le plus souvent a 1’état de
cellules isolées et rarement en colonies regroupant seulement trois a quatre organismes.
L’importance de ces microorganismes n’est pas numéraire mais réactive. En effet, Les
analyses chimiques réalisées sur une vingtaine d’individus ont révélé la présence quasi-
systématique de plomb associé a du phosphore dans des granules a I’intérieur méme des
bactéries. Ceci refléte la capacité des bactéries a mobiliser ou immaobiliser le plomb et a le
véhiculer dans I’atmosphére.

Les biofilms et composés organiques non-vivants divers sont assez fréquents sur les grilles, il
s’agit de films organiques hautement réactifs contenant tous types de métaux.

Une classe supplémentaire bien particuliére a été mise en évidence. Il s’agit des complexes
organo-minéraux. Généralement de relativement grande taille pouvant atteindre plusieurs
micromeétres de diameétre, ces constituants sont des agrégats contenant différents types de
constituants organiques et minéraux étroitement associés autour et dans un liant organique.
De tels constituants présentent par essence une réactivité importante, et il a pu étre verifié
qu'ils sont le siége d’interactions chimiques fréquentes avec des métaux. lls constituent donc
de « bons » vecteurs potentiels de diffusion des contaminants par voie atmosphérique.

Enfin deux classes de constituants «exotiques » ont été caractérisées dans la phase
particulaire apportée au sol par les retombées atmosphériques. Il s'agit des minéraux
accessoires ou des constituants indéterminés. Les minéraux accessoires, quartz et calcite, ne
présentent jamais d’enrichissements en métaux. Les nanoparticules indéterminées, quant a
elles, ont une importance dans le transport des polluants qui est mal connue puisqu’il s’agit de
composés essentiellement carbonés ou phosphorés pouvant contenir des concentrations non

négligeables de métaux.
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111.3. Les nanoparticules des retombées atmosphériques a Breuil

111.3.1. Les constituants minéraux des retombées atmosphériques a

Breuil
111.3.1.1. Les particules argileuses automorphes des retombées

atmosphériques a Breuil

Les argiles automorphes a sub-automorphes sont parmi les constituants majoritaires des
retombées atmosphériques au sol de la forét de Breuil. Physiquement, ces particules
consistent pour la plupart en minéraux en plaquettes plus ou moins allongées et bien
contrastées (figure 4.31.a,b,c,d), constituant parfois des agrégats naturels (figure 4.55.€). Dans

certains cas, rares, ces argiles ont des faciés de type mica altérés (figure 4.55.f).

b

Figure 4.55. Images en MET de particules argileuses des retombées atmospheérigues a
Breuil. a), b), ¢), d) argiles automorphes de types illite et kaolinite ; ) : agrégat nature!
d’argiles automorphes de types illite et kaolinite, f) phyllosilicate de type biotite. Barre
deéchelle : lum.
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La distribution de taille des particules argileuses automorphes, réalisée sur 1’ensemble des
échantillons, soit sur 2204 particules, montre qu'elles sont de taille relativement homogéne
tout au long de la campagne d’échantillonnage (figure 4.56.a,b). Il s’agit pour 1’essentiel de
nanoparticules puisque environ 85% d’entre elles ont un diametre apparent inférieur a 0,45
pm. Le mode de distribution est unimodal asymptotique avec un maximum (62,5%) de
particules ayant un diamétre apparent compris entre 0 et 200 nm (figure 4.56.a). Le facteur de
forme (figure 4.56.b) est compris entre 1 et 2 ; la taille et la forme sont indépendantes. 1l est
possible d’associer ces rapports de formes aux images en MET. Ainsi les particules dont le
facteur de forme est proche de 1 ont des formes de tablettes trapues telles que celles des
argiles des figures 4.55.a,b,c. Les formes plus allongées avec un facteur de forme proche de 2
caractérisent, quant a elles, des argiles semblables aux particules des figures 4.2.d et f. Entre

ces deux formes extrémes, tous les intermédiaires existent.
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Figure 4.56. Distribution de taille et facieur de forme de 2204 particules argileuses
automorphes des retombées atmosphérigues a Breuil. a) Distribution de taille des
pariicules en fréquence en fonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous
les 100 nm. B) représentation du facteur de forme des argiles automorphes en fonction

de l'aire.

Des analyses chimiques ont été effectuées en EDX sur 49 particules argileuses automorphes.
La figure 4.57 représente ces compositions dans un diagramme ternaire (Si* — R® (Al, Fe, Mg)
— M" (Ca, Na, K)) en nombre de cations calculés dans les formules structurales. Les points
d’analyses sont répartis entre deux domaines bien distincts. Les argiles automorphes de la

phase particulaire des retombées atmosphériques au sol de Breuil sont principalement
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constitué de kaolinite (31 analyses), puis d’illite (14 analyses) et de seulement quelques
interstratifiés (4 analyses). Cependant, les points d’analyses de la figure 4.57 ne
correspondent pas exactement aux points des minéeraux de référence. Ils sont décalés vers le

pole alcalin M*, en particulier les illites.
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Figure 4.57. Représentation en diagramme ternaire des compositions des argiles
automorphes des retombées atmosphériques ¢ Breuil. Les nombres de cations sont basés
sur les calculs de formules structurales. 3§: analyses des nanoparticules (49 analyses); QO

mineraux de références.

Les points groupés autour du pble kaolinite, qui contiennent des éléments alcalins
correspondent a des kaolinites avec un peu de potassium. Pour les autres constituants (illites
et interstratifiés), les spectres normalisés (figure 4.58) montrent des anomalies positives
importantes en phosphore, soufre et zinc qui pourraient contribuer a décaler les points
d’analyse vers le pole alcalin M*. En effet, P et S sont généralement associés a des cations
alcalins, en particulier le calcium. Les anomalies positives des illites et kaolinites en Ca
(figure 4.58) sont dues, dans de tels cas, a la coalescence de sels avec les plaquettes d’argiles.

Certaines kaolinites présentent des anomalies négatives en K et Fe, qui résultent simplement
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du choix de la kaolinite de référence qui présente des traces de K et Fe. Les kaolinites
caractérisées ici en sont totalement dépourvues et sont donc pures. Le zinc, pouvant entrer en
substitution dans les sites octaédriques peut décaler légérement les points des poles Si* et M*
vers le pole R®. Dans certains cas assez rares (figure 4.58), I'analyse révéle la présence de
plomb et d’arsenic associé¢ aux argiles : une seule kaolinite contient de 1’arsenic a hauteur de
0,02 cation/demi-maille ; une kaolinite et deux illites contiennent du plomb entre 0,02 et 0,05

cations/demi-maille.

1000 y
Anomalies

positives
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A
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0.01
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0.001 négatives
Na Mg Al Si P S CI K Ca Fe Zn As Pb
¢ Interstratifies @ lllite < Kaolinite

Figure 4.58. Diagramme des concentrations élémentaires normalisées des analyses
d’argiles automorphes des retombées atmosphérigues a Breuil exprimées en cations
caleulés sur la base des formules structurales des phyllosilicates. La ligne y=1 représente

los mindraux de références. Qinterstratifids. < illites. O : kaolinites.

111.3.1.2. Les particules argileuses altérées des retombées atmosphériques
a Breuil
Les argiles altérées sont constituées exclusivement de particules de trés petites tailles
présentant des contours trés diffus et une densité électronique assez faible se traduisant par un
faible contraste en MET (figure 4.59). La taille de ces particules, mesurée sur 1915 individus,
est distribuée de maniére unimodale asymptotique avec une tres nette tendance aux tres
petites tailles (figure 4.60.a). En effet, 99% d’entre elles ont un diametre apparent inférieur a

0,45 um et 63% d’entres elles un diamétre apparent inférieur a 100 nm. En termes de facteur
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de forme (figure 4.60.b), ce type de particules présente une grande variété de formes tres
souvent allongées avec des facteurs de forme compris entre 1,1 et 2,1.

v

Figure 4.59. Images en MET de particules argileuses altérées présentes dans les retombées
atmosphériques a Breuil. a) : interstratifie aliéré; b) :illite altérée et ¢) : kaclinite altérée
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Figure 4.60. Distribution de taille et facteur de forme de 1915 particules argileuses
altérées des retombées atmosphérigues @ Breuil. a) Distribution de taille des particules
en fréquence en jonction du diameire apparent. Une classe de diametres tous les 100

nm. B) Représentation du facteur de forme des argiles altérées en fonction de !aire.

Les analyses chimiques en EDX effectuées sur les argiles altérées (figure 4.61) montrent
qu'elles sont globalement de trois types : (i) de la kaolinite altérée et (ii) de la smectite, et (iii)
de l'illite altérée. Des feldspaths altérés ont également été observées et ajoutés au groupe des
argiles altérées du fait de leur grande similitude a la fois physique et chimique avec les

"vraies" argiles altérées.
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Figure 4.61. Représentation en diagramme ternaire des rapports de cations des argiles
altérées des retombées atmosphériques & Breuil. I : analyses des nanoparticules ;

QO : mindraux de références.

La figure 4.62 montre les compositions chimiques exprimées en nombre de cations par demi-
maille normalisés par rapport aux analyses des minéraux de référence. Il apparait que les
illites et interstratifiés sont généralement appauvris en cations (K*, Ca®*, Mg?") du fait du
processus d’altération dans lequel les éléments les plus mobiles sont les alcalins, puis les
cations octaédriques. De plus, ces deux minéraux sont toujours enrichis en P, en S et en Fe
(figure 4.62). Les enrichissements en éléments Iégers P et S sont imputables a la présence de
matiére organique associée, alors que les enrichissements en fer sont attribuables a des
revétements d’oxydes de fer ou a un enrichissement de la couche octaédrique en fer. Les
analyses de kaolinites sont quant-a elles essentiellement caractérisées par des enrichissements
en P, S, Mg, K, Ca, Fe et Zn. S et P sont 1a aussi les marqueurs d’une association avec de la
matiére organique. Les enrichissements en Mg, K et Ca sont a lier a la nature de ces
"kaolinites". En effet, la figure 4.61 montre que ce type d’argile altérée n’est en fait pas
constitue de kaolinite vraie mais de minéraux d'altération trés proches des kaolinites (tels que
illites ou smectites), contenant encore des cations alcalins présents dans des inclusions issues

du minéral parent non entierement transformé. Le zinc, présent régulierement et en quantité
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non négligeable, est attribué a une substitution avec les cations interfoliaires et/ou
octaédriques. Enfin, les enrichissements systématiques en fer sont dus a la présence de
revétements d’oxydes de fer a la surface des argiles. A propos des métaux, des traces de Pb et

Cd ont été détectées a I’analyse mais de cas reste tres marginal.
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Figure 4.62. Diagramme des concentrations élémeniaires normalisées des analyses
dargiles altérées des retombées atmosphériques ¢ Breuil exprimées en cations calculés
sur la base des formules structurales des phyllosilicates. La ligne y=1 représente les

minéraux de références. 4 interstratifiés altérés, @: illites altérées, Or kavlinites altérées.

111.3.1.3. Les sels des retombées atmosphériques a Breuil

Quelques sels sont présents dans les retombées atmosphériques a Breuil. La figure 4.63 en
montre différentes formes, certains sont prismatiques (figure 4.63.a), d’autres en aiguilles
(figure 4.63.b) ou encore en forme de particules circulaires globuleuses (figure 4.63.c). Les
sels ont des tailles assez variees mais une grande majorité (prés de 95%) d’entre eux ont un
diamétre inférieur a 0,45 um (figure 4.64.a). La caractérisation de leur forme (figure 4.64.b)
montre qu’il s’agit de particules de formes variées principalement dans les grandes tailles,

mais ayant cependant des rapports de forme trés homogenes.
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Figure 4.63. Images en MET de sels des retombées atmosphérigues a Breuil. Longueur

des barre déchelle : 1um.
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Figure 4.64. Distribution de taille et facieur de forme de 74 particules de sels des
retombées atmosphériques a Breuil. a) Distribution de taille des particules en fréquence
en fonction du diaméire apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm. B)

Représentation du facteur de forme en fonction de !aire.

Les analyses chimiques en EDX, réalisées sur des particules individualisées montrent que ces
sels sont majoritairement des chlorures (figure 4.65). Sur 10 particules analysées, 4
contiennent du plomb en quantités non négligeable et 4 contiennent des traces de zinc (une de

ces particules contient les deux métaux).
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Figure 4.65. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en S, P et
Cl des sels des retombées atmosphériques a Breuil analysés en EDX. Sont considérés
comme sulfosels les sels contenant plus de 50% de S, comme chiorures ceux contenant
plus de 50% de Cl et comme phosphates ceux contenant plus de 50% de F. 4 analyses sont
a 100% S et 2 analyses @ 100% CL

Certaines particules rencontrées a Breuil sont chimiquement similaires aux sels et ont été
inclues dans ce type de particules ; il s’agit de suies (figure 4.66). De telles particules sont
fréquentes dans 1’atmospheére (Posfai & Molnar, 2000), mais relativement rares dans les
retombées atmosphériques a Breuil, puisque seuls deux individus ont été identifiés avec
certitude. Les suies sont caractérisées, outre leur teneur élevée en carbone ou en silicium par
la présence de soufre, fer et calcium. Ce type de particules étant généralement di a I’activité
industrielle, domestique ou automobile, leur présence dans la population des PFC de Breuil

témoigne d’un transport de certaines particules sur de longues distances.
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Figure 4.66. lmages en MET ei spectres d’analyse EDX de suies des retombées
atmosphérigues a Breuil. a) Particule carbonée riche en S, le pic Cu est dit a la grille de
MET, le pic de C est li¢ a la chimie de la particule et du film de support de la grille de
MET. b) Particule siliceuse, riche en Fe et Ca, le pic Ti est dit a la grille de MET. Barre
d’echelie : lum.

111.3.1.4. Les oxy-hydroxydes des retombées atmosphériques a Breuil
Parmi les constituants du pool particulaire trouvés dans les retombées atmosphériques au sol
de Breuil, les oxy-hydroxydes sont un type particulaire peu abondant mais récurrent. Leurs
caractéristiques électroniques sont homogenes avec une tres forte densité électronique, qui
contraste fortement les images obtenues en MET (figure 4.67). Les particules sont tres
diversifiees en termes de forme (figure 4.68.b) et de taille (figure 4.68.a). L’étude du rapport
de forme réalisée sur 55 particules montre une hétérogénéité modérée avec des facteurs de
forme généralement inférieurs a 2. Les tailles sont distribuées de maniére gaussienne avec un
maximum entre 100 et 200 nm en diamétre apparent (figure 4.68.a). D’une fagon générale, les
particules ont un diametre apparent inférieur a 800 nm (98% des oxy-hydroxydes

caractérisés), avec 75% a diametre apparent inférieur a 0,45 um.
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Figure 4.67. Images en MET d’oxy-hydroxydes métalliques des retombées atmosphériques

@ Breuil. Barre déchelle : I um sauf f) 0.1 pom
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Figure 4.68. Distribution de taille et facteur de forme des 55 particules de type oxy-
hydroxydes des retombées atmosphériques a Breuil. a) Distribution de taille des particules
en fréquence en fonction du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nim.

B) Representation du facteur de forme en fonction de §aire.
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Parmi les particules d'oxy-hydroxydes identifiées, 17 ont été analysées en EDX (figure 4.69).
Les resultats obtenus permettent de caractériser leur composition chimique avec la présence
de trois types différents dans la population des PFC étudié ici. 11 s’agit (i) d’oxy-hydroxydes
de plomb (6 analyses), (ii) d’oxy-hydroxydes de zinc (2 analyses) et (iii) d’oxy-hydroxydes de
fer (9 analyses). A propos de la présence en faible quantité d’arsenic et de chlore dans les
analyses il faut étre prudent car, comme il a été signalé précedemment, le plomb a des raies
d'émission en interférence avec celles de l'arsenic et du chlore. La présence de Cl et As peut
donc étre considérée ici comme incertaine méme si de réels efforts ont éte faits, en particulier
concernant la déconvolution arsenic-plomb du fait de I’importance de ces éléments dans le

travail.
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Figure 4.69. Compaosition chimique de 17 oxy-hydroxydes des retombées atmosphériques
a Breuil. Les concentrations sont exprimées en poids d ‘oxydes 6 particules sont des oxy-

hydroxydes de plomb, 2 des oxy-hydroxydes de zinc et 9 des oxy-hydroxydes de fer.

153



Chapitre 1V: Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

111.3.2 Les constituants organiques des retombées atmosphériques a
Breuil

111.3.2.1. Les bactéries des retombées atmosphériques a Breuil

Figure 4.70. Images en MET de baciéries des reiombées atmosphériques a Breuil. a)

bactérie avec wmicro-flagelles ; B) et ¢) : baciéries trées allongées sombres avec
encrofitement ; d) et e : bactéries de type bacille claires aux électrons avec granules

internes ; f) : baciéries avec granules internes et exopolysaccharides. Barre d’échelle :

L.

L’étude des grilles de microscopie sur le site de Breuil a permis de caractériser une présence
réguliére de bactéries en tant que composant de la phase particulaire atmosphérique de Breuil.
Ces bactéries sont visiblement de différents types a la fois sur des grilles différentes et sur une
méme grille. 1l s’agit principalement de bactéries de deux morpho-types : (i) les unes sont tres
allongées et présentent des parois a I’aspect rugueux (figure 4.70.b,c) ; (ii) les autres ont un
aspect de bacille trapu plus classique, lisse et leur transparence aux électrons permet de
discerner la présence de granules internes (figure 4.70.a,d,e,f). Les micro-organismes sont
parfois associés ou interconnectés a et par des biofilms autoproduits (figure 4.70.b,e,f). Les

micro-organismes présentant un aspect de surface rugueux n'ont pas été observes a
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Wintzenheim. Une telle morphologie est typique d’encrolitement a la surface des organismes,
qui peuvent constituer une sorte de bouclier autour de la cellule (Zeiri et al., 2002; Wang et
al., 2007).

La figure 4.71 montre que ces bactéries ont une distribution de taille de type gaussien avec un
diametre apparent centré autour de 1,2 um. Les quelques barres représentant la présence de
plus grosses bactéries sont imputables au comptage de bactéries en cours de division. Le
facteur de forme (figure 4.71.b) montre que ces constituants sont dominés par les micro-
organismes de type bacille (ellipsoidaux), avec une fraction importante de bactéries plus
allongeées (similaires a celle des photos b et c figure 4.70). Les bactéries ayant les rapports de
forme les plus élevés correspondent, soit a des organismes de type tres allongé avec
encroltement (figure 4.70.b,c), soit a I’association de deux bactéries dans I’axe 1’une de

’autre ayant été comptées pour une seule cellule (figure 4.70.f).

86 particules 86 particules
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Figure 4.71. Distribution de taille et facteur de forme de 86 bactéries des reiombées
atmosphérigues a Breuil. a) Distribution de taille des bactéries en fréquence en fonction
du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm. B) Représentation du

Jacteur de forme en fonction de l'aire.

Ces bactéries ont fait I’objet d’une série d’analyses chimiques en EDX. 28 analyses ont été
réalisées sur différentes bactéries tout au long de la campagne d’échantillonnage a Breuil. Sur
ces 28 analyses, 15 ont porté sur le corps des bactéries et 13 sur 1’analyse ponctuelle de
granules tres sombres en microscopie repérées fréquemment a I’intérieur des cellules (figure
4.70.d,e). Les analyses effectuées sur les cellules bactériennes montrent qu'elles sont toujours

naturellement riches en C, Cl et S et dans une moindre mesure en P. La présence de métaux
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dans ou associés a ces bactéries a également été notée. Il s’agit essentiellement de Pb et
parfois de Zn et Cd.

.........................................................
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Figure 4.72. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en F, Cl

et Pb contenus dans les bactéries (cellules + granules). O : analyses des cellules
bacteriennes (15 analyses). + : analyses des granuiles internes (13 analyses). 6 analyses

se superposent sur le pdle P (5 celiules et ! granule).

La différenciation faite entre les cellules et les granules internes (figure 4.72) permet de
mettre en évidence les concentrations tres importantes en plomb dans ces granules. En effet,
la figure montre que la trés grande majorité des corps de cellules bactériennes (13 sur 15) ne
contient que trés rarement du plomb (2 sur 15), alors qu’une grande majorité des granules (8
sur 13) contient du plomb associé a du phosphore. Toutes les granules sont pauvres en chlore.
Il semblerait donc que les bactéries dans I’atmosphére immobilisent du Pb a I’intérieur de
granules internes sous une forme encore indéterminée mais en association avec P. Ce point

sera discuté plus amplement dans la suite du travail.
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111.3.2.2. Les composés organiques non-vivants des retombées

atmosphériques a Breuil.
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Figure 4.73. Images en MET de composés organiques non-vivanis des retombées

atmospheriques a Breuil. Barre d’échelle » I um.

Un autre constituant important des retombées atmosphériques a Breuil est la matiére
organique libre non-vivante. 1l s’agit pour I’essentiel de composés organiques de type
"biofilm" qu'il convient de différencier des biofilms connectés aux microorganismes. Il s’agit
de matiere libre dans la solution, présente sous forme de voiles ou d’entrelacs a 1’aspect tres
varié (figure 4.73). Ces particules sont généralement de petites tailles puisque 94% d’entre
elles ont un diamétre apparent inférieur a 0,45 um (figure 4.74.a). Cependant, la figure 4.74.b
réalisée a partir de 646 individus, montre une trés grande variabilité de forme puisque les
valeurs du facteur de forme se situent entre 1 et 4,6. Par ailleurs, leur forme tres découpée leur
conférent une grande surface spécifique, avec en conséquence une trés grande réactivité et des

propriétés de complexation importantes.
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Figure 4.74. Disiribution de taille et jacteur de jorme de 646 particules de type

composés orgaxiques non-vivanis des retombées atmosphériques & Breuil )
Distribution de taille des particules en fréquence en fonction du diametre apparent. Une
classe de diamétires tous les 100 nm. B) Représentation du facteur de forme en fonction

de !'aire.

Les analyses chimiques en EDX réalisées sur ces nanoparticules montrent qu'elles sont
essentiellement composées de carbone et chimiquement tres proches de la composition des
bactéries avec une prédominance des éléments légers d’origine biologique tels que les
éléments S, Cl et P, en plus de C. La figure 4.75 montre dans quelle mesure C est 1’élément
dominant de cette classe de constituants puisque sa concentration, méme divisée par dix, est
toujours largement plus importante par rapport a la somme des concentrations en soufre,
chlore et phosphore. Le troisieme pble de ce diagramme représente la somme des différents
métaux détectés, soit le fer, ’arsenic, le plomb, le zinc et le cadmium. Sur les 35 analyses de
COMPpOses organiques non-vivants présentées sur le diagramme ternaire, 75% contiennent des
métaux. Les concentrations relatives de ces éléments (figure 4.76) permettent de dire que les
métaux les plus fréquemment concentrés dans les composées organiques non-vivants sont Fe
et Zn.
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Figure 4.75. Représentation en diagramme ternaire des concentrations relatives en
carbone, éléments légers et métaux lourds contenus dans les composés organiques non-
vivaxis des retombées atmosphériques a Breuil Le taux de C est divisé par dix. Les
elements F, S et Cl sont regroupés car ils marquent la signature organigue des composés.
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Figure 4.76. Proportions en métaux lourds contenus dans 27 composés organiques non-

vivants des retombées atmosphérigues ¢ Breuil.
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111.3.3. Les complexes organo-minéraux des retombées

atmosphériques a Breuil

Figure 4.77. Images en MET de complexes organc-minéraux des retombées

atmospheérigues @ Breuil. Barre d’échelie : 1 um.

L’ensemble des particules décrites précédemment peut également former des micro-agrégats.
Ces agrégats ont toujours une phase biologique pour liant, qu'elle soit bactérienne ou d'un
autre type de matiere organique comme décrit au paragraphe [11.5.2.2. Ceci est
particulierement visible sur les images de la figure 4.77. Plusieurs types d’associations sont
possibles : il peut s’agir de colonies bactériennes associées a des argiles, des sels ou des
oxydes, ou de tapis organiques ("biofilms™) liant ces mémes constituants. Les agrégats sont
toujours des complexes organo-minéraux avec des tailles et des formes treés hétérogenes.
Ainsi, aucune des classes de taille d’agrégats ne dépasse 5% de la distribution (figure 4.78.a).
De plus, I’étude du rapport de forme (figure 4.78.b) montre que les agrégats des retombées
atmosphériques a Breuil ne sont pas trés découpés puisque les valeurs de facteur de forme
sont groupees entre 1,1 et 2,1.

Ces micro-agrégats ont une trés forte réactivité puisqu’ils associent les propriétés de surface

des différents constituants qui les composent.
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Figure 4.78. Distribution de taille et facteur de forme de 43 agrégats des retombées
atmospherigues a Breuil. a) Distribution de taille des agrégais en fréquence en fonction
du diametre apparent. Une classe de diametres tous les 100 nm. B) Représentation du

Jacteur de forme en fonction de ! 'aire.

111.3.4. Les nanoparticules accessoires et indeterminées des retombées

atmospheriques a Breuil

111.3.4.1. Les minéraux accessoires des retombées atmospheriques a Breuil

ey a b

RS

Figure 4.79. Images en MET de minéraux accessoires des retombées atmospherigues a

Breuil. a), b) : quartz ; ¢) : calcite. Barre d échelle : I um.

161



Chapitre 1V: Caractérisation physico-chimique des nanoparticules

Deux minéraux ont été piéges assez rarement sur les grilles et sont donc considérés comme
accessoires ; il s’agit du quartz (figure 4.79.a,b) et de la calcite (figure 4.79.c). Ces minéraux
sont rares au cours de toute la période d’échantillonnage. Chimiquement, malgré la présence
faible de fer parfois associé aux particules de quartz, ce minéral est considéré ici comme peu
réactif. A I’inverse, les trois analyses de calcite ont révélé de fortes teneurs en plomb (entre 4
et 15 wt.% Pb,03), mais la rareté de ce constituant dans I’ensemble de 1’échantillonnage ne

permet pas d’en faire un vecteur essentiel du Pb par voie atmosphérique.

111.3.4.2. Les constituants indéterminées des retombées atmosphériques a

Breuil

Figure 4.80. Exemples de particules de type indéterminé présentes dans les retombées
atmospheriques @ Breuil. a) : particule de type halloysite ou artéfact ; b) : particule de
type halloysite associée a une baciérie (coin supérieur gauche) ; ¢) : nano-agrégat de
billes carbonées ; d) et @) : pariicules riches en soufre ; f) : particule organique. Barre

dechelle : I um.
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Parmi les nanoparticules des retombées atmosphériques a Breuil, un certain nombre de
constituants restent indéterminés. Un exemple de ces nanoparticules est donné dans la figure
4.80. Certaines des particules font penser a des halloysites (figure 4.80.a,b), mais ce type reste
extrémement rare et aucune analyse chimique ne permet de confirmer sa nature. Il est possible
que la particule représentée sur la figure 4.80.a soit un artefact, tel qu'un morceau de plastique
du container & grille ou un résidu de film carboné servant de support sur les grilles.
Cependant, 1’aspect de la particule de la figure 4.80.b et la présence d’une bactérie en
association directe est tres similaire aux observations réalisées par Tazaki (2006) a propos de
la bioformation d’halloysite lors d'expérimentations en laboratoire. Des concentrations de
nano-billes riches en carbone sont parfois présentes sur les grilles (figure 4.80.c), provenant
peut-étre de la métallisation des supports. 11 s’agit fréquemment de particules riches en soufre
(figure 4.80.d,e) avec d’autres qui, d'apres leur aspect et leur richesse en carbone seraient
d’origine biologique et contiendraient en outre du plomb (figure 4.80.f)). Certaines grilles

présentent un grand nombre de particules indéterminées, d’autres beaucoup moins.

111.3.5. Synthese des caractéristiques et réactivité des PFC des
retombées atmosphériques a Breuil

Différents types de nanoparticules avec des caractéristiques physico-chimiques spécifiques
ont été caractérisés dans les PFC des retombées atmosphériques sur le sol forestier de Breuil.
Il s’agit : d'argiles automorphes a subautomorphes, d'argiles altérées, de sels (incluant les
suies) et d'oxy-hydroxydes pour les particules minérales ; de bactéries et composés organiques
non-vivants pour les particules organiques; d'agrégats; et de deux classes “exotiques"
constituées de particules accessoires et/ou indéterminées.

Les argiles automorphes sont principalement des kaolinites et des illites. Elles ont des tailles
variées, mais des diametres principalement inférieurs @ 1 um. Leur caractére automorphe
implique qu’elles aient des formes peu allongées. Les argiles montrent fréquemment des
anomalies positives en fer (revétement sous forme d'oxydes de Fe et couches octaédrique) et
zinc (substitutions) et en phosphore et soufre liés a ’adsorption de matiére organique et/ou de
sels sur leurs surfaces. De plus, les illites et kaolinites sont tres enrichies en cations,
notamment en calcium du fait de la salinit¢ de 1’eau atmosphérique dans laquelle les

particules évoluent. Ces particules sont rarement enrichies en métaux lourds.
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Les argiles altérées sont essentiellement des kaolinites et illites altérées de trés petite taille
puisque pres de 99% d’entres elles ont un diamétre apparent inférieur a 0,5 pum et leurs formes
sont variées. Chimiquement, elles sont caractérisées par de fortes anomalies positives en fer et
des anomalies positives moins systématiques en zinc. Les kaolinites altérées montrent de
fortes anomalies positives en potassium car il s’agit en fait de minéraux provenant de
I'altération de mica, leur composition chimique se rapprochant des kaolinites tout en
conservant encore quelgues inclusions du minéral parent.

Les sels des retombées atmosphériques a Breuil sont essentiellement des chlorures, leur
particularité chimique est de contenir des concentrations non négligeables en plomb et dans
une moindre mesure en zinc. Par ailleurs certaines particules, chimiquement assimilables a
des sels, ont été caractérisées ponctuellement au cours de la campagne d’échantillonnage, il
s’agit de suies riches en carbone et soufre d’origine anthropique.

Les oxy-hydroxydes sont tres majoritairement de trois types dont deux largement majoritaires.
Ainsi, des oxy-hydroxydes de fer et de plomb et, dans une moindre mesure, de zinc ont été
caractérises régulierement sur le site. Ils sont assez petits et de formes trés variées.

Les bactéries représentent un constituant important de la phase particulaire atmosphérique.
Elles sont de différents types et de différentes tailles, observées a 1’état de cellules isolées ou
en colonies de seulement quelques individus. Les analyses chimiques de ces micro-
organismes révélent leur tendance élevée a mobiliser et/ou immobiliser le plomb dans des
granules internes.

Des composés organiques non-vivants de natures diverses se retrouvent trés fréquemment sur
les grilles, il s’agit de films organiques carbonés hautement réactifs contenant souvent des
métaux et principalement Fe et Zn, mais également d’autres métaux lourds tels que Pb, Ni, As
et Cd.

Une classe particuliere a aussi été mise en évidence. Il s’agit des complexes organo-
minéraux. Généralement de grandes tailles, ces constituants sont des agrégats de différents
constituants autour et/ou dans un liant organique. De tels composants présentent par nature
une réactivité importante et sont donc le si¢ge d’interactions chimiques fréquentes.

Enfin deux classes de constituants "exotiques™ ont été observées dans la phase particulaire des
retombées au sol a Breuil. Ces constituants sont soit des minéraux accessoires soit des
constituants indéterminés. Les minéraux accessoires sont essentiellement le quartz et la
calcite. Si le quartz ne présente pas de caractéristiques particuliéres, les analyses réalisées sur

les rares cristaux de calcite présents soulignent des teneurs non négligeables en plomb. Les
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nanoparticules indéterminées sont, par définition, mal connues et leurs propriétés chimiques

et donc leur importance dans le transport des polluants reste mal connu.

IVV. Conclusions

La caractérisation individuelle des différentes PFC présentes aussi bien dans le sol que dans
deux environnements atmosphériques différents a permis de caractériser différents types de
particules fréquemment présentes. Une des informations principales de cette étude physico-
chimique est la récurrence des types de PFC, quels que soient les environnements considérés.
En effet, que ce soit dans les eaux d’infiltration d’un sol sous vignoble, dans les retombées
atmosphériques sur ce sol ou dans les retombées atmosphériques sous couvert forestier, les
différents types de PFC mis en évidence sont toujours les mémes. Il s’agit de particules
minérales telles que des argiles automorphes, des argiles altérées, des sels et des oxy-
hydroxydes ; des particules organiques sous forme de bactéries ou de matiére organique non-
vivante ; et de particules mixtes complexes liant les types minéraux et organiques sous la
forme d’agrégats. Il semble donc que, dans le cadre géographique de cette étude, la
population de PFC est qualitativement uniforme dans différents environnements mais
également dans le sol et I’atmosphere. Deux phénomenes permettent d’expliquer cela. D une
part, la nature des particules géogénes sous les climats tempérés est assez homogeéne puisque
les sols ont des caractéristiques minéralogiques assez proches quel que soit le substratum.
Aussi, une grande partie des particules des retombées atmosphériques provient du transport
éolien de minéraux ou composés organiques sur des distances faibles. Par ailleurs, d’autres
particules sont d’origine anthropique en réponse a une forte densité de population et
d’industries en Europe, qui est assez homogéne sur une échelle de plusieurs centaines de
kilometres carres. Enfin, le type de PFC présentes dans les eaux d'infiltration des sols résulte
de la conjonction entre particules libérées dans et par le sol et particules apportées par
I’atmosphére. Comme cela & déja été montré une grande partie des particules atmosphériques
résulte de processus d’érosion-transport-sédimentation de particules du sol, et donc les
particules atmosphériques et celles générés par les sols sont de nature trés proche.

L'impact des particules du sol et de I’atmosphere dans la dynamique du transfert des éléments
polluants est donc liée non pas a la nature des particules mais a leurs caractéristiques physico-

chimiques. En effet, ce sont les paramétres inhérents aux différents environnements qui vont
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modifier ces caractéristiques et influencer notamment la réactivité des constituants et le
comportement des éléments chimiques qui leurs sont associés. En résumé, le travail de
caractérisation en MET/EDX des PFC de trois environnements différents présenté ici a permis
de différencier des caractéristiques physico-chimiques particulieres pour chaque type de
constituant. Les parametres qui influencent les modifications des PFC et leurs impacts sont

examines dans le chapitre suivant.
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Chapitre V: Réactivité et dynamique des nanoparticules environnementales

Chapitre V

Réactivité et dynamique des nanoparticules

environnementales

l. Introduction

La caractérisation des propriétés physiques et chimiques des PFC collectées dans trois
environnements différents avait pour objectif de mettre en évidence les facteurs pouvant
modifier la nature et la réactivité des PFC et donc leur réle dans la dynamique de transfert
dans la zone vadose. Les environnements échantillonnés sont : un sol sous vignoble, les
retombées atmosphériques sur ce sol et les retombéees atmosphériques sur un sol forestier
naturel, considéré comme un état de référence non pollué (cf. chapitre Il). Dans ces trois
environnements, un suivi mensuel a été réalisé; ceci devrait donc permettre d'identifier les
facteurs impliqués dans I'évolution de la nature et de la réactivité des particules sur les trois
sites. Ainsi, dans ces milieux naturels complexes, nous avons cherché, en comparant les
caractéristiques physico-chimiques des PFC en fonction de certains parametres
environnementaux connus, a caractériser les influences relatives des principaux facteurs
climatiques ou pédologiques.

Par ailleurs, le suivi de la distribution des particules, connaissant leurs réactivités, est de
premier intérét pour étudier 1’évolution des populations de PFC dans leurs environnements de
transit respectifs et évaluer les modifications de réactivité et de distribution induites par les

facteurs environnementaux.
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I1. Facteurs affectant la nature et la réactivité des PFC

11.1. Facteurs atmosphériques

11.1.1. Chimie des eaux atmosphériques

La chimie des eaux atmosphériques est un des facteurs ayant un effet sur la nature et les
propriétés réactives des particules dans I’atmosphére. En effet, les analyses chimiques
réalisées sur les différentes argiles échantillonnées dans les retombées atmosphériques a
Breuil et Wintzenheim ont montré dans tous les cas des enrichissements en éléments alcalins
(figure 5.1). Ces enrichissements sont a relier avec les analyses réalisées sur les eaux de pluies
notamment & Breuil (Tableau 5.1) ou les enrichissements en alcalins (Na, Ca et K) des PFC
argileuses sont liés a la chimie de la solution. Par ailleurs, il apparait que les sels sont toujours
vecteurs de métaux. Ainsi, plus la solution est saline, plus les métaux sont immobilisés lors

d’épisodes secs.
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Figure 5.1. Concentrations élémentaires normalisées, par rapport ¢ des minéraux de
référence, des argiles automorphes, exprimées en nombre de cations calculés sur la base
des formules structurales des phyllosilicates. a) argiles des retombées atmospheérigues a
Wintzenheim. b) argiles des retombées atmosphérigues ¢ Breuil 4 : intersiratifiés. O :
illites. » kaolinites.
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De la méme maniere, les enrichissements trés nets en soufre et phosphore sont a corroborer
avec la présence de matiére organique associée aux argiles dans I’atmosphere.

La présence de revétements d’oxydes de fer sur les argiles automorphes comme sur les argiles
altérées est également liée aux caractéristiques chimiques des eaux de pluies et notamment le
pH (Nachtegaal & Sparks, 2004; Tombacz et al., 2004).

Il est également important de souligner la différence entre les sites de Breuil et Wintzenheim
en ce qui concerne le couvert végétal. Le site de Breuil est une forét et celui de Wintzenheim
une parcelle viticole que 1’on peut donc considérer comme nue. L’interception des poussieres
et de la pluie par le couvert végétal va ainsi avoir une incidence sur la chimie des eaux de
pluie et sur la maturation de particules interceptées par le couvert végétal avant dépot sur le
sol. Ceci est notamment visible concernant les particules organiques plus riches en métaux a

Breuil qu’a Wintzenheim.

M Jum Jullet Aot Septembie  Octobre  Novembre Decembie  Janvier
8 053 0.83 058 084 051 1.01 065 1.01 0.42
P 0.00 0.07 0.00 0.02 0.05 0.00 0.01 0.01 0.12
Fe 0.02 0.03 0.05 0.03 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01
7o) Si 0.10 0.00 0.14 0.19 0.20 0.26 0.33 0.28 0.04
Z. Mn 0.06 0.21 0.15 0.13 0.04 0.04 0.03 0.08 0.01
() Mg 0.14 066 032 0.28 0,10 0.12 0.04 0.13 0.04
: Al 0.04 0.00 0.02 0.01 0.02 0.01 0.00 0.00 0.00
-« Ca 023 0.55 052 0.50 0.25 0.21 0.10 023 0.06
d Na 0.74 0.73 058 0.65 056 1.42 0.71 1.10 1.06
K 269 11.92 4.19 3.46 219 485 710 597 365
N.NO3 0.49 0.06 0.00 0.20 0.21 065 0.13 0.29 0.20
N.NH4 0.33 0.00 0.00 037 048 067 0.26 0.19 0.10
TC 5.18 51.44 4927 993 779 11.07 1154 1054 442
7 F 0.00 0.04 0.05 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.01
7z l 142 1.52 136 168 161 449 2863 KX | 3N
Q NO2 0.26 0.00 0.00 0.06 0.04 0.10 0.03 0.02 0.03
E NO3 182 0.00 0.00 0.70 087 292 0.01 252 082
- PO4 0.00 0.13 0.00 0.03 0.00 0.18 0.00 0.00 0.00
: S04 1.53 1.87 1.20 2.00 1,10 2.75 1.71 3.04 1.18
b (& 0.000009 0.000017 0000009 0.000012 0.000008 0.000017 0.000012 0.000017 0.00001
pH 673 469 462 6.57 6.33 6.73 8.71 6.34 663
Hautenr de pluie (mam) 85.24 56.58 2198 67.39 2498 25.22 102.54 49.01 51.23

Tableau 5.1. Analyses chimiques et valeurs de la force ionique (IC) en mold?, du pH ot
de la hauteur de précipitations en wmm sur le site de Breuil-Chenue pour la périade

considérée. Les valeurs de concentrations sont en mmol.d-!
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11.1.2. Dynamique atmosphérique

La dynamique atmosphérique est un facteur physique important dans le contr6le des apports
atmosphériques. Ce facteur se traduit principalement par deux sous-facteurs prédominants : (i)
les caractéristiques du vent et (ii) les caractéristiques physiques de la pluie.

Les caractéristiques du vent jouent essentiellement sur les apports sur longue distance de
particules. Dans notre cas la seule information disponible concernant le vent est sa direction
préférentielle. Ceci est donc a recouper avec la nature des PFC et leurs sources éventuelles.
Ainsi, la présence de suies dans les retombées atmosphériques a Breuil est vraisemblablement
liée a un apport longue distance influencé par la dynamique éolienne. Le vent dominant a
Breuil est un vent de sud-ouest. Etant donné la situation sur un sommet du site, la forét agit
comme un écran capable d'intercepter des apports de plusieurs kilometres a plusieurs
centaines de kilométres. Cependant il est impossible avec les outils utilisés ici de déterminer
avec précision I’influence de la force du vent.

De la méme maniére, l'intensité et la durée des épisodes pluvieux sont difficiles a
appréhender. En effet, ces facteurs fluctuant sur plusieurs échelles de temps allant de I’heure a
la saison, seul un suivi sur des intervalles de temps donné peut permettre de caractériser
I'influence de ces facteurs. L’échelle mensuelle sera étudiée plus en détail dans la suite du

travail.

11.1.3. Nature des terrains adjacents

Afin de caractériser les particules entrant dans le systeme "sol" considéré, les PFC des
retombées atmosphériques recueillies dans ce travail sont les particules arrivant au sol. Ceci
inclus donc a la fois les particules atmosphériques sensus stricto mais aussi les retombées
géogenes par transport éolien sur de faibles distances. Ainsi, un certain nombre de particules
et colloides caractérisés dans le chapitre IV ont pour origine le milieu environnant le
collecteur. Ces constituants de la phase particulaire sont soulevés du sol proche du capteur
puis redéposés rapidement. L’échelle sur laquelle ce processus de transport éolien est actif
peut aller de quelques centimétres a plusieurs kilometres dans la basse a trés basse

atmosphere.
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b X Analyses des argiles
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Figure 5.2. Représentation en diagramme ternaire des rapports de cations des argiles. a)
argiles des retombées atmosphérigues a Winizenheim. B) argiles des retombées
atmospherigues @ Breuil. Les nombres de cations sont basés sur les calculs de formules

structurales. & analyses des nanoparticules; (O minéraux de références.

De ce fait de nombreuses particules caractérisées comme retombées atmosphériques sont
originaires du sol méme sur lequel elles retombent. Ainsi la comparaison de la nature des
argiles des retombées atmosphériques sur les deux sites étudiés montre que chacun de ces
sites a une signature bien particuliere (figure 5.2.a,b). A Breuil les retombées d’argiles sont
principalement constituées de kaolinite et d'illite alcaline alors qu’a Wintzenheim il s’agit
essentiellement de feldspath, d’illite et d’interstratifiés illite-smectite. Ceci est encore plus net
concernant les particules d'argiles altérées qui & Breuil sont majoritairement la kaolinite
(figure 5.3.b) et @ Wintzenheim I'illite et des interstratifiés illites-smectites (figure 5.3.a). La
comparaison de ces compositions minéralogiques de la phase particulaire avec la minéralogie
du sol coincide avec un re-dép6t de particules d’argiles de I'horizon de surface du sol sous-
jacent constitué majoritairement de kaolinite et d'illite pour Breuil (figure 2.8 chapitre 1) et
d'illite et d'interstratifiés a Wintzenheim (figure 2.14 chapitre I1).
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b R3
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Figure 5.3. Représentation en diagramme ternaire des rapporis de cations des argiles
altérées des retombées atmosphériques. &) a Wintzenheim. b) a Breuil. X . aralyses des

nanoparticules ; () mindraux de références.

11.1.4. Nature des apports anthropiques

Les apports anthropiques jouent un réle important sur la dynamique particulaire dans
I’atmospheére. Les particules atmosphériques sont souvent générées par 1’homme (Vaughan,
2000). Ainsi, sur les deux sites étudiés, de nombreuses PFC des retombées atmosphériques
sont enrichies en métaux vraisemblablement d’origine anthropique. De ce fait le plomb
présent dans les bactéries et les composés organiques ainsi que le plomb sous forme d’oxy-
hydroxydes sont autant d’enrichissements vraisemblablement dus a I’action de I’homme. Par
ailleurs, les oxy-hydroxydes des retombées atmosphériques a Wintzenheim sont
principalement des composés riches en plomb alors qu’a Breuil ils sont indifféremment riches

en fer ou plomb et parfois en zinc.
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11.2. Facteurs pédologiques

Le suivi et la caractérisation des PFC circulant dans la solution de sol & Wintzenheim
permettent de mettre en évidence un certain nombre de facteurs déterminants influengant la

réactivité de ces particules et leur impact sur le transfert dans la zone vadose.

11.2.1. Chimie de la solution de sol

La chimie de la solution de sol est un des facteurs influencant les nanoparticules circulant
dans cette solution. Ainsi, la comparaison des caractéristiques chimiques des argiles circulant
dans la solution de sol et des argiles des dépdts atmosphériques a Wintzenheim montre que
les argiles de la solution de sol sont principalement des interstratifiés proches du pole illitique
et des kaolinites, ce qui correspond aux argiles du sol (ce chapitre paragraphe 11.1.3.).
Cependant, les argiles échantillonnées dans la solution de sol montrent des appauvrissements
systématiques en potassium et calcium par rapport aux minéraux de référence (figure 5.4),
ceci est d0 aux caractéristiques de la solution de sol et notamment aux conditions de pH
favorisant [’altération et donc la perte en alcalins des illites du sol se transformant
progressivement en interstratifiés illite/smectite. De plus, les enrichissements en fer notés sur
les argiles (figure 5.4) sont explicables par un enrichissement via des revétements d’oxydes de
fer en surface des argiles. Les enrichissements fréquents en phosphore et soufre de ces argiles
sont également liés aux caractéristiques de la solution de sol et notamment a sa charge en
matiere organique. Ceci résulte de 1’adsorption de films biologiques a la surface des argiles.

Enfin, le nombre important et les caractéristiques particuliéres des sels présents dans la
solution de sol montrent que cette derniére participe activement au transfert des métaux

puisque toutes les particules sont enrichies en métaux et notamment en plomb, zinc et arsenic.

174



Chapitre V: Réactivité et dynamique des nanoparticules environnementales

a Na Mg A - » s < " Ca fo In As ™ b Na Mg Ml S P S € K Ca Fe Inm C4 NI As P
10 ¢ - - - - - - - - - " "o
‘ ¢ » l
postives - 4
; QY A .
10+ 3 - * S g L N .- v ° .
v - . 2 - . ' .
. T 'y i
L ° . - ’ -
L * & > olol®
1 ¥ ,:,',3 e S A ...:’7‘ %= 2000 1 - i % - % *
{ 4 ~ B
{ - -
L. s . . » . . .
. . -
0.1 4o - s as = >
* : of?
Anomaies .
| regaUves
001 4 o
® htonstralfbés o ae K aolimite Shfersk Slies Moes CHwlewtes ahaey

Figure 5.4. Nommalisation des aralyses en cations calculés sur la base des formules
structurales des minéraux d’argiles circulant dans la solution du sol de Wintzenheim. La
ligne y=1 représente les minéraux de références. 4: interstratifiés. & : illites.>: analyses

kaolinites. a) argiles automorphes, b) argiles altérées.

11.2.2. Conditions climatiques

Les conditions climatiques telles que la température de I’air et du sol ou la pluviométrie, ont
trés vraisemblablement un impact sur la nature et les propriétés physico-chimiques des
particules du sol. Cependant, cet impact est indirect. De plus, le temps de fluctuation d’un tel
facteur ne permet pas de caractériser son impact a ce stade du travail. La chimie de la solution
et le suivi dans le temps de I'évolution des populations de nanoparticules peut permettre de
mettre en évidence ’influence des conditions climatiques sur la réactivité des nanoparticules

du sol et sera abordé dans la suite du travail.

11.2.3. Minéralogie et texture du sol

L’un des facteurs majeur déterminant la nature et la physico-chimie des PFC circulant dans
les eaux d’infiltration du sol est la minéralogie du sol. Il apparait que les argiles présentes
dans les eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim sont majoritairement des particules de

type illite/smectite proches du pdle illitique qui sont la résultante de 1’altération des
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constituants majoritairement illitiques du sol étudié (ce chapitre paragraphe 11.1.3.). De plus
les argiles du sol ont généralement une taille plus importante que celles des retombées
atmosphériques du fait de la proximité de la source. La texture et la dynamique hydrique du
sol permettent également le développement des colonies bactériennes, ce qui accroit la

réactivité des PFC en multipliant leur surface.

11.2.4. Nature des apports et interventions anthropiques

La caractérisation de la composition chimique des bactéries présentes dans les eaux
d’infiltration a permis de mettre en évidence la présence de plomb dans les bactéries ainsi que
la présence ponctuelle de métaux divers associés a la matiere organique du sol. De la méme
maniere les sels présents dans les échantillons des eaux d’infiltration du sol de Wintzenheim
sont tres souvent riches en plomb. La prédominance de cet élément, visiblement associé a la
matiére organique et a la solution du sol dénote des sources d’apports anthropiques d'origine

indéterminées.

11.3. Devenir des retombées atmosphériques dans le sol et impact
sur la réactivitt des particules en tant que vecteurs de

contaminants

Il a été montré précédemment (ce chapitre, paragraphe 11.1.3.) que la signature minéralogique
des dépdts de minéraux et notamment celle des argiles en surface est caractéristique d'un
remaniement éolien de 1'horizon de surface du sol. Cependant 1’enrichissement en ¢léments
salins et en matiére organique de ces dépdts lors de leur séjour en surface contribue a modifier
les caractéristiques de ces argiles. Ainsi, lors de leur retour dans le sol via les eaux
d’infiltration, les argiles sont des vecteurs de pollution d’autant plus réactifs qu’ils sont
chargés en matiere organique (figure 5.5). De plus, I’enrichissement en cations alcalins et
donc I’augmentation de la salinité autour des argiles augmente leur capacité a adsorber les

métaux (Compere et al., 2001).
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Figure 5.5. Schéma conceptuel de Venrichissement de ceriaines argiles en éléments salins,
matiere organique et contaminanis via le remaniement éolien en contexie forestier.

I Soulevement des argiles de surface par le vent. fl. Dépdts des argiles dans les
Jrondaisons ef association avec la matiere organigue « aimosphérique » riche en
contaminants, 'eau de pluie est chargée en éléments salins. Il Lessivage et dépdt des
associations ainsi formées, les argiles sont enrichies en contaminants. IV. Dépéi direct
dargiles sans passage dans la végétation. MO : matiere organique. La feuille représente

lensemble du couvert végetal.

La caractérisation minéralogique par diffraction des rayons X (DRX) des fractions argileuses
du sol de Wintzenheim n'a pas permis de mettre en évidence la présence d’oxydes ou
hydroxydes de plomb dans le pool particulaire des solutions du sol. Par contre, la
caractérisation fréquente par MET/EDX des apports en oxy-hydroxydes par les retombées
atmosphériques a la surface du sol de Wintzenheim a eégalement permis de mettre en évidence
un apport en plomb. Ainsi, il est probable que le plomb présent dans les eaux d’infiltration du
sol est d’origine atmosphérique. Cette hypothése est confirmée par la caractérisation chimique

des retombées atmosphériques a Breuil ou, accompagnant des oxy-hydroxydes de fer, le
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plomb est trés frequent. Ainsi, méme si la source de ces oxydes métalliques reste

indéterminée, ils contribuent de maniére importante, de par leur nature chimique, au transfert

d’éléments contaminants vers la zone saturée du sol.

1 pym

Figure 5.6. &), ¢), d), e) et f) Images en MET de bactéries de Breuil et Wintzenheim
contenant des granules internes riches en plomb. B) Specire danalyse EDX

correspondant a la granule pointée sur l'image a.
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Figure 5.7. Photographies en MET de bactéries avec granules internes de la litidrature.
a) Baciérie typique des aérosols de !'océan sud polaire possédant un flagelle polaire et
des granules phosphatiques. D’aprés FPosfai et al, 2003. b) Section d’Aeromonas
cultivée en milieu liquide contenant de acétate de plomb trimethyl et montrant des
granules internes. Dapres Silverberg et al, 1976. ¢) Section ultramince de B.

megaterium montrant une sequestration ef une accumulation intracellulaire de plomb.
Diapres Roane, 1999,

En ce qui concerne les particules organiques, il apparait que, en surface comme dans les eaux
d’infiltration du sol et quels que soient les sites échantillonnés, les microorganismes et la
matiére organique inerte (MOI) sont des porteurs de métaux. Ceci est notamment primordial
pour les bactéries. En effet, dans les retombées atmosphériques a Breuil, dans les retombées
atmosphériques a Wintzenheim et dans les eaux d’infiltration du sol a Wintzenheim, les
bactéries sont tres majoritairement enrichies en plomb. Par ailleurs ce plomb est toujours
confiné dans des granules internes en association avec du phosphore (figure 5.6). De telles
"granules” riches en phosphore ont été identifiées dans des bactéries de type bacille possédant
un flagelle en position polaire (figure 5.7.a) et collectées entre 120 m et 5,4 km d’altitude au
dessus de I'océan sud polaire d’ou elles sont originaires (Posfai et al., 2003a). Cependant, les

auteurs de cette étude ne mentionnent en aucun cas la présence de plomb associé au

179



Chapitre V: Réactivité et dynamique des nanoparticules environnementales

phosphore dans les granules. Par ailleurs des études expérimentales "in vitro™ ont permis de
cultiver des bactéries en présence de plomb en milieu liquide. Ainsi, Silverberg et al. (1976)
ont mis en évidence la présence de plomb dans les bactéries cultivées en présence d'acétate de
plomb triméthyl. Cependant, bien que les auteurs aient noté la présence de granules internes
dans les bactéries (figure 5.7.b), les moyens d'analyse limités a I'époque ne leur ont pas
permis de spécifier la composition chimique de ces granules. Plus récemment une étude
similaire (Roane, 1999) a mis en évidence la séquestration et I'accumulation de plomb
intracellulaire dans des cultures de B. megaterium en présence de nitrate de plomb (figure
5.7.c). Il apparait cependant que ces accumulations ne présentent pas la forme typique des
granules observées dans cette étude ainsi que dans les travaux de Posfai et al. et Silverberg et
al.

Il est donc mis en évidence dans ce travail, pour la premiére fois, le fait que des
microorganismes sont capables de seéquestrer et d'accumuler du plomb dans I'environnement
naturel sous forme de granules. De ce fait, les bactéries apparaissent dans ce travail comme
des particules au comportement essentiel dans la mobilisation et le transfert de plomb dans
I’environnement. La présence d’un tel type de bactéries a la fois dans I’atmosphere et dans le
sol permet de penser que ces bactéries sont ubiquistes et que les apports en plomb sont
d’origine atmosphérique.

Enfin, les enrichissements en arsenic observés dans les bactéries caractérisées sur le site de
Wintzenheim au mois d’avril sont symptomatiques d’apports hors-sol. En effet, les vignes ont
été traitées le 21 mars a 1’aide d’un fongicide arsénié (sous forme d'arséniate de sodium, trés
soluble). Celui-ci est donc un traceur du transfert de ’arsenic au sol. Le fait que seules les
bactéries du mois d’avril présentent des traces de cet ¢lément montre que ’arsenic, s’il est
mobilisé par les bactéries, ou du moins par certaines d’entres-elles, 1’est pour un temps assez
court et ne reste pas dans le sol, étant infiltré en profondeur. En corolaire, les seuls
constituants présentant des enrichissements légers en arsenic sont les biofilms. De ce fait,
I’arsenic est lessivé trés rapidement dans le sol et seulement immobilisé pour un temps court
par les particules organiques et notamment les bactéries puis remobilisé dans la soluion de sol

par dégradation de la MO.
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I11. Variations des PFC dans ’espace et le temps

La détermination fine de la typologie des matiéres solides en suspension dans les eaux
d’infiltration du sol de Wintzenheim et dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim et
a Breuil a été réalisée sur une période de neuf mois et a quatre profondeurs différentes (cf.
chapitre 1V). Ainsi, la distribution relative des différents types peut étre étudiée en référence
avec les différents facteurs mis en jeu. Afin de caractériser I’importance des facteurs dans le
transfert des différentes particules solides, les variations de distribution relative des particules
sont étudiées a la fois dans 1’espace et dans le temps. Pour ce faire les données issues de
I’analyse d’image sont exprimées en surfaces relatives, i.e. le rapport entre la surface couverte

par un type de particule donné et I’ensemble de la surface couverte ramenée a 100%.

I11.1. Variations de la charge en matiere et dynamique hydrique
du sol
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Figure 5.8. FPourceniages de ['aire totale couverte sur chacune des grilles de
wicroscopie @ chaque profondeur ¢ Wintzenheim correspondants ¢ la charge totale en
particules pour les mois de a) décembre, B) janvier, ¢) mars, d) avril, &) juin et f) juille:.

La praofondeur 0 cim correspond aux retombées atmosphérigues.
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En considérant les échantillons étudiés a Wintzenheim, il est possible de caractériser la charge
en particules présente a chaque profondeur de chaque mois. L’expression de la charge en
particules correspond au pourcentage de la surface de la grille couverte par les particules
quelle que soit leur nature. La figure 5.8 montre 1’évolution de cette charge en particules entre
la surface et 55 cm de profondeur. Si les dynamiques de décembre et janvier sont trés
similaires, il apparait nettement que les mois de mars, avril et juin ont une dynamique tres
différente et le mois de juillet présente une évolution de la charge en particules moins
contrastée et approchant la dynamique des mois de décembre et janvier. Le sol de
Wintzenheim est homogene et principalement sableux avec environ 60% de sable, 30% de
limons et 10% d'argile sur le premier metre (cf. chapitre Il, paragraphe 11.2.3.). Ce taux
moyen d'argile implique que le sol ne répond pas de maniére trés importante a I'nydratation et
donc que le régime hydrique est permanent. Pour les mois de décembre et janvier, les
retombées atmosphériques présentent la méme charge particules (11 a 12%) alors que les
mois d’avril a juillet ont des retombées atmosphériques moins abondantes (6 a 8%). Ceci a
évidemment une influence sur la balance entre le nombre de particules issues du sol et le
nombre de particules d’origine atmosphérique transitant dans le sol. Ainsi, pour les mois
ayant une charge en particules sur les grilles de surface plus faible, 1’échantillonnage en
profondeur est plus influencé par les particules du sol et donc par la dynamique de libération
des particules dans le sol et par la dynamique hydrique aux différentes profondeurs
d’échantillonnage. La modification de cette dynamique pour les mois de mars a juin est a
corréler avec la pluviométrie du site (figure 5.9). Celle-ci corrobore les plus faibles dép6ts
atmosphériques de mars a juin avec une pluviométrie moins intense. Cependant, la faible
pluviosité en décembre ne correspond pas avec de faibles dépdts atmosphériques. Ceci est trés
certainement di a la nature des précipitations hivernales et notamment l'occurrence de
précipitations neigeuses qui bloguent les apports atmosphériques, le régime souterrain étant
maintenu par les fluctuations de température générant des alternances gel-dégel et une fonte
progressive de la neige. Par ailleurs, Il est possible que cette baisse de la charge en particules
atmosphérique soit liée a l'interception par la végétation environnante et notamment les

vignes.
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Figure 5.9. Variations des précipitations et températures moyennes mensuelles a

Wintzenheim au cours de la période éiudise.

I11.2. Variations de distribution avec la profondeur

L’étude statistique de la distribution des particules a Wintzenheim permet de caractériser les
variations de la distribution dans [D’espace suivant les différentes profondeurs
d’échantillonnage. La figure 5.10 représente les diagrammes de distribution de la surface
relative couverte par les différents types de particules caractérisés (cf. chapitre 1\V) pour les
retombées atmosphériques a Breuil et Wintzenheim et la figure 5.10 pour tous les mois
échantillonnés et selon les différentes profondeurs a Wintzenheim.
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Figure 5.10. Diagrammes de distribution de la surface relative couverte par les
difféerents types de particules caraciérisés pour les retombées atmosphériques en cumul

de tous les mois échantillonnés @ a) Breuil et b) Wintzenheim.

Les retombées atmosphériques a Breuil sont majoritairement composées d’argiles, d’agrégats
et de bactéries. A Wintzenheim, elles sont majoritairement composées d’argiles, d’agrégats et
de sels et dans une moindre mesure de bactéries et biofilms. 1l apparait donc que de maniere
générale les retombées atmosphériques peuvent étre considérées comme toujours composées
d’argiles, agrégats et bactéries avec, selon les sites, des ajouts substantiels d’autres types de
particules (sels et/ou indéterminés). Ainsi, sur le site forestier de Breuil les retombées
atmospheriques sont riches en bactéries et composés indéterminés et sur le site alsacien de
plaine @ Wintzenheim elles sont plus riches en sels. Ces différences sont expliquées par les
caractéristiques atmosphériques différentes régnant sur ces deux sites. Ainsi, la présence plus
ou moins importante de sels dans les retombées atmosphériques est expliquée par la
différence de la chimie des pluies entre les deux sites. De méme, I'application de sels de
déneigement a Wintzenheim a proximité du site, est susceptible d'augmenter de maniére
importante la présence de sels dans les retombées atmosphériques (Norrstrom & Bergstedt,
2001; Backstrom et al., 2004). Le site de Breuil étant beaucoup plus éloigné des voies de
communication. Par contre, le couvert végétal dense au dessus du sol de Breuil joue un réle
de capteur de la pluie, la chargeant plus en matiére solide lors du lessivage des feuilles. De ce
fait, la fraction dissoute de la pluie est plus faible relativement a la fraction particulaire et

I’eau atmosphérique se charge par ailleurs en microorganismes divers.
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La figure 5.11 représente les distributions des surfaces couvertes par les différents types de
PFC caractérisés a Wintzenheim. La figure 5.11.a est un rappel de la figure 5.10.b et sa
lecture est donnée ci-dessus. A 15 cm de profondeur, la population de PFC des eaux
d’infiltration du sol est largement dominée par les argiles automorphes et altérées ainsi que
par les biofilms et dans une moindre mesure les bactéries. A 35 cm, les argiles sont également
dominantes mais les agrégats, les bactéries et les sels sont également trés fréquents. A 55 cm
de profondeur, les argiles ne sont plus majoritaires, ce sont les bactéries, les agrégats et les

sels qui sont prépondérants.

 argiles Darglles altérées |
@ biofilms Bbacteries ?
Dagrégats M oxydes \
Dindetermnés et accessores B sels 1

Figure 5.11. Diagrammes de distribution de la surface relative couverte par les
différents types de particules caractérisés a Wintzenheim en cumul de tous les mois
echantillonnés @ a) la surface, B) 15 cm de profondeur, ¢) 35 cim de profondeur et d) 55

e de praofondeur.
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Figure 5.12. Evolution du pourcentage de la surface cowverte par chague iype de

particules en fonction de la profondeur. Les fleches matérialisent les tendances

évolutives pour les types principaux dans la solution de sof (entre 15 cm et 55 cm).

L’analyse de 1’évolution de la distribution des types de particules (figure 5.12) montre des
tendances évolutives nettes pour certains types avec la profondeur. A noter que les particules
présentes dans les retombées atmosphériques ne sont pas a intégrer avec ces évolutions. Ainsi,

les argiles sont relativement de moins en moins dominantes avec la profondeur. Au contraire,
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bactéries, agrégats et sels sont de plus en plus abondants avec la profondeur. Il apparait par
ailleurs que seuls ces quatre types ont une évolution marquée selon les différentes
profondeurs d’échantillonnage, les quatre autres types que sont les argiles altérées, les
biofilms, les oxydes et les particules accessoires et indéterminées ne présentent pas
d’évolutions marquées. Or ces quatre types sont les moins fréquents dans les solutions de sol.

Etant donné les conditions d’échantillonnage, ces évolutions avec la profondeur sont liées aux
caractéristiques des niveaux de sol. En effet, les bactéries et les agrégats sont liés entre eux
dans la mesure ou les bactéries sont la base de ces agrégats toujours organo-minéraux avec un
liant organique (cf. Chapitre IV). Ainsi, plus il y a de bactéries plus il y un potentiel de
formation des agrégats. Par ailleurs, il a été défini que certains sels présents dans le sol sont
liés le résultat d'une précipitation de la solution de sol sur les grilles lors d'épisodes de
désaturation. Les sels sont donc des marqueurs de la force ionique de la solution de sol. A
partir de ces informations, de la distribution relative des types de particules avec la
profondeur et des analyses en MET/EDX des échantillons, un modele conceptuel de la

dynamique particulaire dans le sol de Wintzenheim est proposeé figure 5.13.
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Figure 5.13. Schéma dynamique interprétatif de {'évolution de la distribution des types
de particules avec la profondenr. Les échelies du schéma sont exagérées. Les barres

d’échelles pour les photographies en MET sont longues de I m.

Le scénario proposeé est le suivant.

1- Les retombées atmosphériques sont majoritairement constituées d’argiles, de bactéries,
d’agrégats et de sels (cf. figure 5.10.b). Les sels sont les marqueurs de I’eau et sont donc liés
au mode de transport des particules dans I’atmosphére via les eaux de pluie. Les agrégats

résultent de 1’association entre bactéries et argiles, soit dans 1’atmosphére, soit a la surface du

sol.
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2- A une profondeur de 15 cm, les constituants dominants sont les argiles (automorphes et
altérees) et les biofilms. En comparant avec la nature des retombées atmosphériques, il
apparait que les sels et donc I’eau sont peu présents a cette profondeur, ceci explique
I’importance moindre des bactéries. Par ailleurs, les argiles sont dominantes a la fois du fait
des retombées atmosphériques et de la libération de particules du sol. Les biofilms sont trés
fréquents a cette profondeur, ce qui peut étre expliqué par la présence a la surface du sol
d’une litiére riche en matiére organique liée a la décomposition de végétaux et a la présence
d’un systéme racinaire peu profond du fait du contexte de vignoble a interrangs enherbés.

En définitive deux mécanismes essentiels influencent la distribution des particules entre la
surface et 15 cm de profondeur & Wintzenheim. Ces mécanismes sont : (i) la présence d’un
tapis racinaire libérant la matiére organique dégradée et retenant les microorganismes et (ii)
un flux d’eau rapide empéchant une saturation de la porosité et donc la formation d’agrégats

organo-minéraux tout en exercant une force abrasive libérant les constituants argileux du sol.

3- A une profondeur de 35 cm, les argiles, les agrégats et dans une moindre mesure les
bactéries et les sels sont les types de constituants les plus fréquents. Les argiles sont un
mélange d’argiles des retombées atmosphériques et d’argiles originaires du sol. Les agrégats
sont a relier a I’abondance des sels. En effet, une quantité non négligeable de sel indique un
milieu assez hydraté et la salinité favorise les processus de complexation. De ce fait, les
agrégats sont formés d’argiles et bactéries associées ensemble en présence d’eau. En
comparant la distribution relative des types de particules échantillonnées a 35 cm avec celle
des types de particules échantillonnées a 15 cm, il apparait que les argiles sont moins
fréquentes et les bactéries, les agrégats et les sels sont plus fréquents. Ainsi, il semble que
I’eau soit encore le moteur de la dynamique des particules entre les profondeurs de 15 et 35
cm. En effet entre ces deux profondeur le sol est plus humide ce qui réduit les flux et accroit
la complexation des argiles et de la matiére organique pour former des agrégats. Par ailleurs,
la diminution de la circulation de 1’eau participe a la diminution de la fréquence des argiles
issues du sol car le courant est moins €énergétique et donc moins €rosif et I’alternance entre les

périodes de saturation et de désaturation du réseau poral est plus longue.

4. A une profondeur de 55 cm, la fraction solide circulant dans les eaux d’infiltration du sol
est principalement constituée de matiere organique (bactéries et biofilms), d’agrégats et de
sels. Les argiles (automorphes et altérées) sont encore présentes mais elles représentent moins

de 25 % de la phase particulaire (figure 5.11.d). La présence de sels en abondance implique la
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présence d’eau dans le milieu. Concernant 1’évolution des particules avec la profondeur, la
figure 5.12 montre que les argiles sont moins dominantes a I’inverse des sels, des bactéries et
surtout des agrégats. Ainsi, il semble que le niveau entre 35 et 55 cm soit un niveau riche en
eau et a I’instar du niveau supérieur, argiles et bactéries s’agrégent plus facilement. Dans ce
niveau, la porosité est saturée et les mécanismes sont donc les mémes que pour le niveau

supérieur mais plus exacerbés.

5. En ce qui concerne les particules minoritaires, bien qu’elles ne soient pas représentées
dans le schéma dynamique (figure 5.13), il est également interessant de discuter leurs
comportements.

Ainsi les argiles altérées sont plus fréquentes dans le niveau supérieur du sol. Ce niveau est le
siege d'une intense activité biologique qui, combinée a l'action de la pluie et des flux d'eau
rapide, favorise les processus d'altération. Les argiles altérées résultent donc de I’altération
des argiles du sol, de I’action des cycles de saturation-désaturation du sol favorisant la
libération des PFC et le lessivage de I'horizon supérieur du sol.

Les biofilms sont de la matiere organique inerte. Leur distribution dans le sol suit la
distribution celle des argiles altérées. Plus fréquents dans le niveau supérieur du sol, les
biofilms sont liés a la décomposition de la matiére organique dont le taux est plus élevé dans
I'norizon de surface. Cependant, leur transfert vers la profondeur est un phénomene
intéressant qui doit avoir un lien avec les conditions hydriques du sol et trés certainement
avec les bacteries.

Les oxydes, bien que minoritaires, sont représentés sur la figure 5.13. En effet, trés rares dans
les retombées atmosphériques, ils sont donc majoritairement originaires du sol et leur

évolution est donc seulement dépendante de leur distribution dans le sol.
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111.3. Facteurs affectant la distribution des PFC avec le temps

La caractérisation individuelle des particules présentes dans les retombées atmosphériques et
dans les eaux d'infiltration sur le site de Wintzenheim durant un suivi de 8 mois a permis de
réaliser une étude statistique de I'évolution de la distribution et des caractéristiques des
différents types définis dans le chapitre IV, en fonction de la fluctuation des conditions
environnementales a I'échelle mensuelle.

De la méme maniere, les variations des retombées atmosphériques sur le site de Breuil ont été

étudiées durant 9 mois de mai 2004 a janvier 2005.

111.3.1. Distribution mensuelle des PFC des retombées

atmospheriques

111.3.1.1. Site de Breuil
La figure 5.14 représente la distribution relative des PFC récoltées dans les retombées
atmosphériques pour chaque mois d'échantillonnage sur le site forestier de Breuil. Le
pourcentage représenté est basée sur la représentativité en termes de pourcentage de la surface
couverte. Une telle représentation permet de tenir compte du potentiel réactif en surface réelle
des particules en s'affranchissant de leur représentativité individuelle. De cette maniére, par
exemple, les agrégats organo-minéraux, trés réactifs (cf. chapitre V., 8 111.2) ou les argiles
également connues comme trés réactives sont ainsi mieux representés et non sous-estimés par
rapport a des particules plus nombreuses mais de tailles trés petites telles que les argiles

altérees ou les composés organiques.
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Figure 5.14. Distribution relative des tHypes de pariicules dans les retombées
atmosphériques @ Breuil pour les mois de a) mai, b) juin, c¢) juillet, d) sepiembre, e)

octobre, f) novembre, g) décembre et k) janvier.

Les diagrammes de distribution de la figure 5.14 montrent d'importantes fluctuations
temporelles.

Pour le mois de mai la population de PFC a Breuil est dominée par les agrégats a hauteur
42%, puis viennent la matiére organique (bactéries et biofilms) a hauteur de 30% et les argiles

a hauteur de 15%, ces trois types constituent donc 87 % de la population de particules.
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Pour le mois de juin on observe une domination nette des argiles (41%) et bactéries (33%) et
dans une moindre mesure des agrégats (16%). Ces trois types de particules représentant 90%
de I'ensemble des particules.

Le mois de juillet est plus particulier puisque les PFC collectées et étudiees sur les grilles sont
majoritairement des argiles (36%), des agrégats (22%), des bactéries (13%)et des particules
de types "minéraux accessoires” et "indéterminés" (26%). Concernant ces particules
indéterminees, il s'agit essentiellement de grosses particules proches de cendres volantes telles
qu'illustrées sur la figure 4.80.d,e, chapitre 1V.

Concernant le mois de septembre, les particules majoritaires sont les argiles (45%) et les
agrégats (34%), avec, dans une moindre mesure les bactéries (8%).

En octobre les particules dominantes sont de type argiles avec 63 % en distribution relative
(71% en y ajoutant le type argile altérée). Les bactéries (13%) et agrégats (10%) couvrant
néanmoins une surface importante.

Le pool particulaire du mois de novembre est également largement dominé par les particules
de type argiles (65%) et, dans une moindre mesure, par les bactéries (8%) et biofilms (14%).
Au mois de décembre, les particules de type argile (62%) sont encore les plus importantes,
viennent ensuite les agrégats (24%).

Enfin, en janvier, les particules sont toujours majoritairement des argiles (64%), les autres
types étant distribués de maniere assez égale.

D'une maniére générale, la distribution des particules n'est pas réguliere tout au long de la
campagne d'échantillonnage. Cependant, les types dominants sont assez restreints puisqu'il
s'agit des argiles, de la matiere organique et des agrégats. Les particules telles que les oxy-
hydroxydes, les argiles altérées ou les sels sont généralement peu représentées.

Ces variations sont liées aux modifications du milieu au cours des saisons, et plus
particulierement aux variations des conditions environnementales a I'échelle mensuelle. La
figure 5.15 montre les variations de distribution relatives des particules au cours du temps
ainsi que les variations de la pluviométrie associée. L'intensité de la pluie semble étre un des
facteurs déterminant de la distribution des particules. En effet, on note trois périodes
pluvieuses sur le site de Breuil au cours de I'année 2004 : une forte pluviometrie en mai avec
90 mm de preécipitations pour le mois, suivie d'une période plus séche en juillet, puis des mois
d'ao(t et surtout septembre plus arrosés avec 90 a 100 mm/mois de précipitations ; le mois
d'octobre est ensuite assez sec avant un mois de novembre trés pluvieux (plus de 100

mm/mois de précipitations) précédent une période, avec les mois de décembre et janvier,
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modérément arrosés (50 mm/ mois). L'évolution de ces précipitations, associée a I'évolution
du couvert végétal, permet d'expliquer les variations de distribution des PFC dans les

retombées atmosphériques a Breuil.
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Figure 5.15. Variations de la distribution relative des fypes de particules en
pourcentage de la surface couverte et variations de la pluvieméitrie sous couvert

mensuelle a Breuil au cours de la campagre d’échantilionnage.

En effet, la particularité du site forestier réside dans le couvert végetal a hétres-chénes. De ce
fait une partie des PFC récoltées a la surface du sol ont préalablement été interceptées dans les
frondaisons avant d'étre lessivées vers la surface. De plus, comme ces arbres sont caduques,
ce type d'interception est donc presque inexistant en hiver tandis que la période automnale
montre un apport trés important en matériel sur le sol du fait de la chute des feuilles.
L'interprétation des variations de distributions des types de particules dans les retombées
atmosphériques au cours du temps a Breuil et suivant les paramétres pré-cités est donc
développée ci-dessous.

Les pluies du mois de mai ayant suivi une période seéche (26 mm de précipitation en mars et
38 mm en avril), celles-ci ont contribué a lessiver abondamment les feuilles sur lesquelles des
micro-agrégats s'étaient formés lors de la période séche. Ces micro-agrégats, composés de
bactéries et argiles, sont donc majoritaires, alors que, a la fois les bactéries et les argiles sont

en moindre proportion.
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Les précipitations du mois de juin sont moins importantes qu'au mois de mai. De ce fait,
moins d'agrégats sont déposés car ils ont été lessivés en mai et n'ont pas eu le temps de se
former sur les arbres. Il y a donc relativement plus de bactéries et d'argiles individuelles en
juin. En juin, les apports particulaires sont plus directs qu'en mai car les feuilles des arbres ont
été lessivées de leurs particules en mai.

Juillet est un mois relativement sec. 1l appartient de considérer les particules étudiées en
juillet sans tenir compte, dans un premier temps des particules caractérisees comme
indéterminees. Ainsi, juillet est caractérisé par des dépbts de particules argileuses, de
bactéries et d'agrégats. L'importance des argiles correspond aux retombees de proche distance
comme aux apports de plus longues distances. Les bactéries sont ubiquistes car elles se
développent en milieu aqueux et sont donc associées a I'eau. L'importance des agrégats peut
étre expliquée par le fait que, de fin juin a début juillet, peu de précipitations sont tombées, et
une peériode plus seche est favorable aux processus d'agrégations. Les particules du type des
"indéterminés" sont morphologiquement et chimiquement assimilables a des cendres volantes.
Il semble donc que ce mois de juillet ait ponctuellement été le siege de dépbt de cendres. 1l est
possible que ceci traduise d'une modification dans l'origine des dépdts (modifications des
vents) mais il peut également s'agir d'un événement trés ponctuel sans lien avec la dynamique
environnementale mais seulement le fait d'une intervention anthropique telle que
I'incinération de déchets verts.

En raison d'un probléme lié a une mauvaise qualité de fabrication des grilles, les retombées
atmosphériques du mois d'ao(t n'ont pas pu étre étudiées. La grille de cuivre a présenté une
tres forte corrosion et, de ce fait, la grille de titane voisine n'a pas été analysée en raison de la
tres forte suspicion de contamination au cuivre.

En septembre les phases majoritaires sont les argiles et les agrégats. Les précipitations pour
les mois d'aout et septembre ont été assez élevées. Ceci explique I'importance des argiles
dans les retombées. Pourtant, la forte représentativité des agrégats n'est pas explicable par la
seule pluviometrie. La hauteur mesurée pour la totalit¢ du mois ne tenant pas compte de
I'intensité individuelle des événements pluvieux, il est possible que les précipitations pour
cette période refletent I'addition de quelques pluies tres intenses et non une pluviosité
modérée réguliére. De ce fait, les agrégats seraient le résultat d'une agrégation des argiles et
de la matiere organique dans les frondaisons pendant une période seche entre deux pluies
violentes.

Le mois d'octobre est une période beaucoup plus séche, essentiellement dominée par des

dépdts d'argiles et dans une moindre mesure de bactéries. Les argiles, en suspension dans l'air
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ne sont plus piégées par les feuilles déja desséchées et se déposent au sol sans modification de
leurs caractéristiques ; les bactéries, ubiquistes sont toujours véhiculées par de I'air humide.

Le mois de novembre est caractérisé par une forte pluviométrie et des dép6ts importants
d'argiles et matiere organique inerte. Ceci est le reflet du début de la chute des feuilles en
période hivernale. En effet, les argiles sont toujours majoritaires car il s'agit des apports
majeurs sur ce site et gu'elles ne se combinent plus sur les feuilles mais sont directement
déposées sur le sol. Les dépbts de matiére organique sont liés a la chute des feuilles se
dégradant dans les arbres et au sol.

En décembre la pluviométrie est moyenne avec environ 50 mm/mois de précipitations. Les
particules majoritaires dans les retombées atmosphériques sont les argiles ainsi que les micro-
agrégats. Concernant les argiles, le phénomeéne est similaire a celui du mois de novembre.
Cependant la présence importante d'agrégats sur les grilles peut avoir deux explications : soit
les précipitations sous forme de neige favorisent I'immobilisation des particules privilégient
leur agrégation, soit la présence de matiere organique inerte en abondance dans les retombées
du mois précédent et leur moindre importance sur les grilles de décembre est di a leur
agrégation avec des particules au cours du temps. Les deux phénoménes peuvent par ailleurs
étre concomitants.

Enfin, en janvier seules les argiles dominent.

En résumé, il apparait que les mécanismes contrélant la distribution des particules dans les
retombées atmosphériques au cours du temps dépendent de deux facteurs majeurs : la
pluviométrie et le couvert végétal. Ceci est essentiellement visible en ce qui concerne les
agrégats. Ainsi, la figure 5.16 représentant I'évolution de la part relative des agrégats au cours
du temps de méme que I'évolution de la force ionique de la pluie sur la méme période peut
étre interprétée en fonction de ces deux facteurs. En effet, la force ionique est un facteur
connu pour influer sur l'agrégation des particules, plus la force ionique est importante plus les
particules se complexent entre elles et s'agregent. Sur la période de mai a octobre, les arbres
possédent leurs feuilles et a partir de novembre ils les perdent. Or, il apparait que la
représentativité des agrégats sur la période en feuilles suit, avec un mois de retard, I'évolution
de la force ionique de la pluie, alors que, lorsque les arbres ne présentent plus de feuillage,
force ionique et pourcentage d'agrégats sont en corrélation. Ainsi, il semble que la pluie
ruisselant sur les arbres et leurs feuilles favorise I'agrégation dans la frondaison des particules

qui arriveront au sol plus tardivement.
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Figure 5.16. Variations de la distribution relative wmensuelle des agrégats en
pourcentage de la surface couverie ef variations mensuelles de la jorce ionique (en

mol.F) de la pluie sous couvert & Breuil au cours de la campagne d’échantillonnage.

111.3.1.2. Site de Wintzenheim
De la méme maniére que pour les retombées atmosphériques a Breuil, la distribution relative
des types de particules des retombées atmosphériques a Wintzenheim est représentée figure
5.17. Le suivi est cependant amputé des mois de février, mars et mai.
En décembre les particules les plus largement représentées sont les agrégats (39%), les
argiles (30%) et les sels (15%) et dans une moindre mesure les bactéries (9%).
Dans les retombées atmosphériques du mois de janvier se sont les argiles qui sont largement
majoritaires (51%), suivies des agrégats (21%) et des sels (16%).
Les mois de février et mars sont manquants.
En avril, ce sont les matieres organiques inertes (biofilms) qui sont largement majoritaires
(40%), les sels (21%), les bactéries (13%) et les argiles (12%) étant beaucoup moins
représentées.
Le mois de mai est manquant.
En juin, argiles (40%) et sels (30%) sont largement dominants devant les bactéries (8%) et
biofilms (7%) et les agrégats (10%).
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Enfin, en juillet, les argiles (31%) et agrégats (28%) dominent devant les bactéries (20%).

Deux types de particules sont donc largement dominants au cours du temps dans le cas des
retombées atmosphériques a Wintzenheim : les argiles et les agrégats ; les bactéries et les sels
sont par ailleurs une phase importante de ces retombées. Les types argiles altérées, oxy-
hydroxydes, accessoires et indéterminés sont quant-a eux peu representés et les biofilms ne
sont présents en abondance que trés ponctuellement. De maniére genérale il apparait que la
distribution bien qu'assez variable conserve une signature typique de type argiles, agrégats,

sels et bactéries.

Décembre Janvier Awvril

|
'V €

Juin Juillet

wmargiles
Dargiles altérées
sels

3 oxy-hydroxides
Obactéries

O biofilims
Bagrégats

accészoires et indeterminés

Figure 5.17. Disiribution relative des types de particules dans les retombées
atmosphériques a Wintzenheim pour les mois de a) décembre, b) janvier, ¢) avril, d) juin

et e) juillet.

La figure 5.18 représente les variations de la distribution des différents types de PFC
présentes dans les retombées atmosphériques a Wintzenheim au cours du temps et corrélées
avec la pluviométrie. Sur ce site le couvert végétal est trés faible, seulement caractérisé par

des vignes et d'une maniéere générale la pluviométrie a Wintzenheim est beaucoup plus faible
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qu'a Breuil, méme en tenant compte de l'interception par le couvert végétal a Breuil (pour 11

mois, 620 mm sous couvert a Breuil et 490 mm a Wintzenheim).
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Figure 5.18. Variations de la distribution relative des types de particules des retombées
atmospheérigues G Wintzenheim en pourceniage de la surface couverie et variations de la

pluviométrie mensuelle a Wintzenheim au cours de la campagne d’échantilionnage.

En décembre, les faibles précipitations favorisent la formation d'agrégats organo-minéraux,
les argiles constituant également une part importante des dépots. Il est a noter que le mois de
décembre (12,6 mm de précipitations) constitue une période seche entre deux mois pluvieux :
octobre avec 90 mm de précipitations, novembre avec 30 mm et janvier avec 85 mm. Une
telle période séche favorise les apports eoliens au détriment des apports par les précipitations.

Le mois de janvier est caractérisé par la plus forte hauteur de pluie de la période étudiée avec
85 mm de précipitations enregistrées (le mois d'octobre n'étant pas dans la période étudiée). Il
apparait que cette tres forte pluviosité est corrélée avec la distribution des argiles trés
largement majoritaires en janvier. Cette hausse de la représentativité des argiles est
contrebalancée presqu'exclusivement par une baisse des agrégats. Il semble donc qu'une
pluviosité importante permet un dépdt d'argiles non agrégées alors gu'une pluviosité moindre

favorise le dép6t d'agrégats.
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Les données de distributions de février et mars ne sont pas disponibles. Cependant, il est a
noter une chute notable de la hauteur des précipitations pour ces deux mois. Les données de
février ne sont pas disponibles du fait de la corrosion de la grille de cuivre et a la
contamination du capteur. En mars, les grilles n'ont pas été analysées car le capteur était
recouvert de granulés de fongicide (sulfate de cuivre) et les résultats n‘auraient donc pas été
représentatifs de I'ensemble de la zone.

En avril, les distributions sont tres différentes du reste des échantillons, y compris ceux de
Breuil. Pour ce mois-ci, ce sont les biofilms qui sont les particules dominantes et il est a noter
une baisse notable de la représentativité en argiles et agrégats. Les sels sont également trés
importants dans les retombées atmosphériques de ce mois. La pluviométrie est assez faible
avec une hauteur de 23 mm. Ces particularités sont a relier au fait que le mois de mars est la
période de traitement des parcelles. Il semble donc que, a la fois I'action mécanique humaine
et I'action chimique des pesticides, herbicides et fongicides produisent une grande quantité de
matiére organique inerte et de sels. L'augmentation de la représentativité des bactéries est
explicable par le fait que le printemps est tres généralement le siege d'un bourgeonnement
bactérien dans I'environnement. La baisse des argiles et agrégats est une baisse relative par
rapport aux autres types de PFC dont la part pour cet échantillon est plus importante.

Les échantillons du mois de mai n'ont pas été analysés pour la méme raison que ceux de
février.

En juin, la hauteur de pluie est plus importante et les argiles et sels dominent. Ces retombées
sont principalement liées a la pluie. L'origine des sels est inconnue.

En juillet, la pluviométrie est identique a celle du mois de juin et les types de particules
prédominants sont les argiles, les agrégats et les bactéries.

En résumé, les retombées atmosphériques au sol de Wintzenheim sont dépendantes de la

pluviométrie et de I'activité anthropique.

111.3.1.3. Dynamique des PFC des retombées atmosphériques au cours du

temps
L'étude sur deux sites des variations de la distribution des PFC atmosphériques au cours du
temps et des facteurs controlant cette distribution permet de mettre en évidence des
caractéristiques inhérentes aux retombées atmosphériques sur chacun de ces sites et, a une

échelle plus large, dans un environnement tempére.
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En effet, I'examen des figures 5.14 et 5.17 montre que, aussi bien sur le site forestier que pour
le vignoble péri-urbain, les particules les plus représentées dans les retombées atmosphériques
sont les argiles et les agrégats organo-minéraux alors que argiles altérées et oxy-hydroxydes
sont des phases peu fréquentes.

Concernant la matiere organique, une différence est visible entre les deux environnements
d'échantillonnage puisque le site de Breuil présente une forte représentativité de la matiére
organique en géneral, c'est-a-dire bactéries et matiere organique inerte (MOI) alors que le site
de Wintzenheim montre la forte présence de bactéries sans MOI associée, a I'exception d'un
seul échantillon. Ces différences sont a relier avec le mode d'occupation des sites. En effet, la
présence d'un fort couvert végétal au dessus du sol de Breuil favorise la création de MOI, ce
qui n'est généralement pas le cas a Wintzenheim.

Par ailleurs, la présence en abondance de sels a Wintzenheim et pas a Breuil constitue
également une différence notable liée a I'environnement de dépdt. Ainsi, la proximité
d'industries et d'infrastructures routiéres a Wintzenheim permet d'expliquer les apports
relativement constants de sels, par ailleurs enrichis en métaux (chapitre 1) dans I'atmosphére
périurbaine du site.

De plus, les deux types d'environnement montrent que l'acteur majeur gérant les dépots de
particules sur les deux sites est la pluviométrie. Cependant la dynamique de dépdt et
d'évolution des distributions de PFC sur les deux sites est différente, liee essentiellement & la
présence ou non d'un couvert vegétal faisant écran et favorisant la maturation des PFC,
comme dans le cas de Breuil.

Enfin, il est a noter que dans les deux environnements, I'impact des activités anthropiques est
visible dans la distribution des types de particules, qu'il s'agisse des dép6ts importants de
"cendres volantes" a Breuil en juillet aussi bien que des dép6ts importants de MOI en avril,

période des traitements de la vigne, a Wintzenheim.

111.3.2. Distribution des PFC des eaux d'infiltration du sol au cours

du temps

La dynamique gérant I'évolution des distributions de type de particules avec la profondeur

ayant été traitée précédemment (chapitre V, paragraphe I11.2), et I'évolution temporelle
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s'avérant similaire selon les différentes profondeurs, dans ce paragraphe les distributions
seront traitées indépendamment de la profondeur dans un premier temps, puis, la dynamique

des trois profondeurs sera traitée conjointement dans un deuxiéme temps.

111.3.2.1. A 15 cm de profondeur

Les distributions relatives des types de particules présentes sur les grilles de microscopie des

microlysimétres situés a 15 cm mois par mois sont représentées sur la figure 5.19.
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Figure 5.19. Distribution relative des types de particules dans les eaux d’infiltration a
15 cm de profondeur a Winizenheim pour les mois de a) décembre, B) janvier, ¢) mars,

d) juin et e) juillet.

Les particules a 15 cm de profondeur au mois de décembre sont trés largement dominées par
les argiles (67%). Au mois de janvier, les PFC prédominantes sont les matieres organiques
inertes (46%), les argiles (34%) et les bactéries (17%). En mars, le pool particulaire est plus
équilibré avec cependant une prédominance des argiles (40%) sur les argiles altérees (17%),
les biofilms (18%) et les agrégats (14%). Les PFC du mois de juin sont distribuées tres
différemment, il s'agit en trés grande majorité de particules accessoires et indéterminés (56%),

de bacteries (25%) et d'agrégats (17%). Enfin, en juillet le type de particules le plus fréquent
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est le type bactérien (45%), les agrégats (25%) et les indéterminés (20%) étant également
assez fréquents.

Ces distributions montrent une tres forte hétérogénéité au cours du temps. Ainsi les argiles
sont tres présentes en hiver (décembre a mars), alors que la matiére organique (bactéries et
MOI) et les agrégats prennent une importance trés forte dés janvier jusqu'en juillet. Les
particules de type accessoire et indéterminé sont également tres présentes en été, il s'agit de
particules représentées sur la figure 4.30.c (chapitre IV, paragraphe 111.1.4.2.), assimilables a
des cendres volantes. Sels et oxy-hydroxydes sont des types toujours peu représentés au cours

du temps et a cette profondeur.

111.3.2.2. A 35 cm de profondeur

A 35 cm de profondeur, les distributions relatives des types de PFC au cours du temps sont

également tres fluctuantes (figure 5.20).
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Figure 5.20. Distribution relative des types de particules dans les eaux d’infiltration a

35 cm de profondenur a Winizenheim pour les mois de a) décembre, b) janvier, ¢) mars,

d) avril, e) juin et f) juillet.

Ainsi, le mois de décembre est dominé par les argiles a hauteur de 37%, les sels pour 32% et,
dans une moindre mesure les agrégats (18%) et les bactéries (9%). En janvier, le type de PFC

prédominant est celui des argiles qui représentent 63% de la totalité des PFC et les agrégats
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pour 23%. Les PFC recueillies au mois de mars sont plus homogenes puisque argiles (26%),
oxy-hydroxydes (16%), bactéries (15%) et agrégats (28%) sont a peu prés identiquement
représentés dans le pool particulaire. En avril, deux types dominent : les argiles pour 33% et
les agrégats pour 37%. Les sels (15%) et bactéries (9%) constituant la quasi-totalité des
particules restantes. Les particules échantillonnées en juin montrent une part importante
d'agrégats (40%), et, dans une moindre mesure d'argiles (15%) et bactéries (18%). Enfin, en
juillet I'essentiel des particules présentes dans les eaux d'infiltrations a 35 cm est réparti entre
des bactéries pour 32%, des agrégats pour 29% et des sels pour 28%.

D'une maniére générale, le suivi a 35 cm de profondeur des PFC présentes dans les eaux
d'infiltration du sol de Wintzenheim montre de fortes hétérogénéités entre les mois
échantillonnés avec une nette baisse de la part des argiles, mais une assez constante
représentativité des agrégats. Les bactéries sont assez freqguemment représentées au contraire
des sels abondants certains mois et minoritaires pour d'autres. Globalement, les argiles
altérées, biofilms et particules accessoires et indéterminées sont peu fréquents. De méme,
hormis pour le mois de mars, les oxy-hydroxydes sont rares. Il s'agit, pour ce mois particulier,
de particules du méme type de PFC que celles représentées sur la figure 4.16.b (chapitre 1V,

paragraphe 111.1.1.4.).

111.3.2.3. A 55 cm de profondeur

La figure 5.21 représente les distributions relatives mois par mois des types de PFC présentes
dans les eaux d'infiltration a 55 cm de profondeur. La aussi les distributions sont tres
fluctuantes.

En décembre, I'essentiel des particules est de type sels (37%), argiles (27%) ou bactéries
(23%). En janvier, deux types de particules prédominent largement : principalement les sels
(55%) et, secondairement, les bactéries (29%). Les PFC recueillies au mois de mars sont plus
également réparties avec cependant une part plus importante d'agrégats (34%) devant les
argiles (17%), bactéries (14%), argiles altérées (13%) et biofilms (10%). En avril, ce sont
essentiellement les agrégats pour 39% et bactéries pour 29% qui représentent la plus grande
surface couverte sur les grilles, les biofilms (MOI) a 13% étant également assez importants.
Au mois de juin les argiles (37%), la MOI (28%) et les agrégats (22%) représentent la quasi-
totalité des particules circulant dans les eaux d'infiltration a 55 cm. Enfin, les PFC du mois de
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juillet a 55 cm de profondeur sont essentiellement des agrégats (37%), des sels (27%) et des

bactéries (20%).
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Figure 5.21. Distribution relative des types de particules dans les eaux d’infiltration a
35 cm de profondenr a Winizenheim pour les mois de a) décembre, b) janvier, ¢) mars,

d) avril, @) juin et f) juillet.

Il apparait que les différents types de PFC sont diversement représentés selon les mois.
Cependant, argiles altérées, oxy-hydroxydes et accessoires et indéterminés sont peu présents,
I'essentiel des PFC étant variablement représenté, selon les mois, par des particules de type

argiles, sels, bactéries, biofilms ou agrégats.

111.3.2.4. Dynamique des PFC des eaux d'infiltration du sol au cours du

temps
Les diagrammes de distributions des types de PFC en fonction du temps pour chacune des
profondeurs étudiées ont montré des hétérogéneités de représentativité fortes selon les
échantillons (paragraphe précédent). L'étude de la distribution avec la profondeur a par
ailleurs montré que les variations le long du profil sont largement dépendantes de la

dynamique hydrique du sol (ce chapitre, paragraphe 111.2).
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Ainsi, de maniére a s'affranchir du facteur eau, la distribution des particules a été recalculée
sans tenir compte du pourcentage de sels préalablement défini comme un marqueur de la
présence d'eau dans le sol. De plus, afin de simplifier I'évaluation des variations, les differents
types de PFC ont été reclassés en : (i) PFC minérales incluant les argiles, les argiles altérées et
les oxy-hydroxydes, (ii) PFC organiques incluant les bactéries et la MOI et (iii) PFC organo-

minérales ne prenant en compte que les agrégats et normalisés a 100%.

Les PFC minérales contiennent des argiles et argiles altérées provenant, comme il a été
montré précédemment (ce chapitre, paragraphe 111.2) des dépbts atmosphériques ainsi que de
I'érosion propre du sol. De méme, les oxy-hydroxydes sont principalement issus de I'altération
du sol. La dynamique hydrique montre par ailleurs que I'érosion du sol est maximale dans les
horizons supérieurs les moins satures, du fait de la fluctuation importante des épisodes de
saturation-désaturation. Par ailleurs, il a été montré que les argiles se combinent avec la
matiére organique pour former des complexes organo-minéraux avec la profondeur. De ce fait

les PFC minérales sont des marqueurs des apports atmosphériques et de subsurface.
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Figure 5.22. Variations des précipitations et températures mayennes mensuelles a

Wintzenheim au cours de la période étudise.

La figure 5.22 montre les variations mensuelles de pluviométrie et de temperature sur le site

de Wintzenheim durant la période d'étude. Il apparait que I'hiver (décembre a mars) est une
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période froide et que les pluies sont peu importantes hormis en ce qui concerne le mois de
janvier. Au printemps et au début de I'été les températures et la hauteur de pluie sont de plus
en plus élevées. Ceci est a relier a l'état de saturation du sol : saturé en hiver, et
principalement a partir de janvier, il se désature au printemps et les températures élevées en
juin et juillet empéche une resaturation compléte du sol au début de I'été, le tout contribuant a
maintenir de bonnes conditions hydriques du sol.

La figure 5.23.a montre I'évolution de la distribution cumulée des PFC minérales dans les
eaux d'infiltration, a 15, 35 et 55 cm de profondeur a Wintzenheim. En axe Z est représentée
la fraction de ces PFC minérales par rapport & la somme des PFC excluant les sels et les
particules accessoires et indéterminées. Il apparait trés clairement que pour les trois
profondeurs, la part de PFC minérales diminue de maniere continue au cours du temps. En
hiver, de décembre a mars, les transferts en minéraux sont importants, puis, au fur et a mesure
de la désaturation du sol, la part des apports minéraux diminue (figure 5.22). La baisse
significative des PFC minérales en juin et juillet est corrélée (i) a une hausse des PFC
organiques (ii) a I'importance grandissante de leur agrégation et (iii) a la faible saturation du

sol.

D'importantes variations en fonction des saisons sont aussi visibles en étudiant I'évolution de
la distribution des PFC organiques et organo-minérales au cours du temps (figure 5.23.b,c).
En effet, il apparait pour ces deux types de PFC, qu'elles deviennent de plus en plus
importantes au cours de temps, c'est-a-dire de I'hiver vers I'été. La hausse de la part de la
matiere organique d'avril a juillet est due a deux phénomeénes, d'une part au fait que les PFC
minérales diminuent, ce qui augmente de maniére relative la part de PFC organiques mais ce
n'est pas la seule raison car les bactéries sont des organismes indépendants dans le sol, se
développant et se multipliant naturellement sans tenir compte d'une source éventuelle, a la
différence des minéraux. Ainsi, I'évolution des pourcentages de PFC organiques se corréle
tout a fait avec les courbes météorologiques mesurées sur le site (figure 5.22). Une
température douce combinée avec des précipitations modérées est en effet favorable au
foisonnement bactérien. La forte proportion de matiére organique en janvier a 15 et 55 cm est
explicable par la trés forte hauteur des précipitations pour ce mois-ci ; ces précipitations
importantes, liées aux faibles tempeératures ont génére la libération de matiére organique dans

les horizons supérieurs du sol.
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Figure 5.23. Variations de la distribution cumulée des tHypes de FPFC des eaux
dinfiltration @ Wintzernheim en pourcentage relatif de la surface couverte au cours du
temps aux trois profondeurs échantilionnées. a) PFC minérales (argiles, argiles altérées
et axy-hydroxydes), B) PFC organigues (bactéries et composés organiques non-vivanis),

¢) PFC organo-minérales (agrégats).
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L'évolution de la part des PFC organo-minérales dans les particules d'infiltration du sol est
représenté par la figure 5.23.c. Ce type de particules est lui aussi dépendant des conditions du
milieu. En effet, les variations au cours du temps de la part des PFC organo-minérales dans
les particules circulant dans les eaux d'infiltration du sol sont corrélables a la fois a I'évolution
des PFC organiques et aux conditions de précipitation et températures sur le site. Cette
augmentation des agrégats avec le temps est principalement le fait de I'augmentation de la
matiére organique conjuguée avec l'augmentation des précipitations, créant des conditions
favorables au développement bactérien et a la complexation des PFC organiques avec les PFC
minérales. En corollaire de ce processus, la part de PFC minérales libres dans la solution de

sol diminue.

En conclusion, il apparait que ce sont (i) les conditions climatiques saisonnieres et notamment
I'état de saturation du sol et la gamme des températures et (ii) les phénoménes d'agrégation
liés a la dynamique hydrique, qui gouvernent la dynamique des PFC dans les eaux
d'infiltration sur le site de Wintzenheim.

D'une part, des conditions froides et humides favorisent les écoulements de PFC minérales
vers la profondeur car le matériel organique se développe mal dans de telles conditions.
D'autre part, une pluviométrie modérée et réguliere, combinée & un adoucissement des
températures génere des conditions favorables a la prolifération des microorganismes, le sol
libérant par ailleurs moins de minéraux. De plus, la matiére organique de plus en plus
importante se complexe, du fait d'une pluviométrie plus forte en été, capable de maintenir de
bonnes conditions hydriques du sol, avec les quelques PFC minérales déposées sur le sol et/ou
libérées dans la solution de sol. Ces facteurs contribuent donc a diminuer en été la part des

PFC minérales, au profit des PFC organiques et organo-minérales.

IVV. Conclusions

L'étude des caractéristiques chimiques des PFC sur les différents sites permet de souligner
guelques points similaires dans le comportement réactif des PFC dans les retombées
atmosphériques. Dans un premier temps il apparait que les deux sites considérés regoivent les

mémes types de PFC. De plus, les argiles présentes dans les retombees atmosphériques sont
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sur les deux sites trés similaires aux argiles du sol, ceci permet de dire que la source de ces
argiles et en partie une source trés proche, les PFC argileuses étant majoritairement issues de
I'érosion éolienne du sol environnant et transportées sur de faibles distances.

Les PFC recueillies dans les dépo6ts atmosphériques sur les deux sites montrent une
distribution dépendante de deux facteurs. Le facteur majeur est la pluviométrie, le deuxiéme
facteur, mis en évidence du fait de la différence du mode d'occupation des sols entre les deux
sites, est le couvert végetal. Celui-ci joue comme un écran aux PFC permettant leur évolution
avant dépot.

Par ailleurs, I'étude de I'évolution des distributions de types de PFC avec la profondeur a
montré que trois types sont majoritaires : les argiles, les bactéries et les agrégats organo-
minéraux. Ces trois types évoluent les uns en rapport avec les autres car le phénomene gérant
leur distribution est le phénomene d'agrégation des argiles avec les bactéries constituant des
agrégats organo-minéraux hautement réactifs puisque combinant la grande surface spécifique
de ces deux types. Enfin, il a été montré que le facteur majeur contrélant ce phénomeéne est la
dynamique hydrique du sol et plus particulierement sa teneur en eau grandissante avec la
profondeur.

Finalement I'étude de I'évolution des distributions de types de PFC dans le temps a toutes les
profondeurs échantillonnées sur le site de Wintzenheim a montré une trés forte hétérogénéité
des distributions dans le temps. De plus, une simplification de la classification typologique en
trois classes majeures : PFC minérales, PFC organiques et PFC organo-minérales a permis de
mettre en évidence des évolutions temporelles trés nettes de ces trois types. Cette
classification met I'accent sur le phénomeéne d'agrégation et son role sur les évolutions des
distributions des PFC, ce phénoméne étant contraint par les conditions climatiques et

essentiellement la température et la pluviométrie.
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Chapitre VI

Interactions bactéries - arsenic

I. Introduction

Les observations réalisées sur la nature et I'évolution des particules dans le sol et I'atmosphére
ont montré que les métaux sont véhiculés de maniere importante par la matiere organique (cf.
chapitre 1V). Ceci est notamment vrai en ce qui concerne les métaux tels que le plomb et dans
une moindre mesure l'arsenic. En effet, il est apparu que les bactéries sont trés fréquemment
enrichies en plomb que ce soit dans I'atmosphére ou dans le sol (cf. chapitre IV, figure 4.23,
4.48 et 4.72 et chapitre V, figure 5.6). En ce qui concerne l'arsenic, les analyses de bactéries
ont révélées la présence de cet élément dans cing bactéries échantillonnées (quatre dans le sol
et une en surface) directement aprés la campagne de traitement a l'arséniate de sodium (cf
chapitre 1V, figure 4.22 et 4.47). L'intervention des bactéries dans le cycle biogéochimique de
I'arsenic est connue et décrite dans la littérature. En effet, dans un article de synthese,
Oremland and Stolz (2003) soulignent l'impact potentiel que peuvent avoir les bactéries
métabolisant I'arsenic sur la spéciation et la mobilisation de cet élément dans les différents
compartiments environnementaux. Par ailleurs, trés récemment, le premier séquencage
complet du génome d'une bactérie arsenophile a été réalisé. Ce séquencage, associé a des
observations physiologiques, biochimiques et biophysiques, montre d'une part que cette
bactérie (Herminiimonas arsenicoxydans) pourrait non seulement étre utilisée dans la
remeédiation de sites pollués mais les auteurs soulignent également I'importance qu'aurait pu
avoir eu un tel métabolisme dans les processus originels de colonisation biologique (Muller et
al., 2007).
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1. Comportement de I'Arsenic

11.1 Généralités

L'arsenic, de numéro atomique 33, est ubiquiste dans I'environnement. Il est le 20eme élément
en abondance dans le milieu naturel, le 14eme dans I'eau de mer et le 12eme dans le corps
humain (Mandal & Suzuki, 2002) . Il constitue environ 0,00005% de la cro(te terrestre. Sa
concentration dans la plupart des roches est comprise entre 0,5 et 2,5 mg/kg, les
concentrations les plus fortes ayant été mesurées dans les argilites fines et des phosphorites
(Mandal & Suzuki, 2002) . Dans sa forme pure, cet élément se présente sous forme d'un
cristal gris argenté de point atomique égal a 74,9 et de densité 5.73. La température de fusion
de l'arsenic est 817°C. Il a été isolé pour la premiere fois en 1250 par Albertus Magnus
(Mandal & Suzuki, 2002) .

L'arsenic est mobilisé par les processus engendrés par laltération chimique, l'activité
biologique, les réactions géochimiques, les émissions volcaniques et les activites
anthropiques. L'érosion des sols et le lessivage contribuent & mobiliser 612.10% & 2380.10°
tonnes par an d'arsenic respectivement sous forme dissoute et de matiére en suspension dans
les océans (Mohan & Pittman Jr., 2007). La majorité des problémes environnementaux liés a
I'arsenic sont le résultat de la mobilisation dans les conditions naturelles. Cependant, les
activités minieres, la combustion des énergies fossiles, l'utilisation de pesticides et herbicides
arséniés sont autant d'impacts additionnels (Mohan & Pittman Jr., 2007).

L’arsenic présente quatre degrés d’oxydation possible : (-3), (0), (+3) et (+5) (Matera et al.,
2003). Dans les sols, ses composés correspondent principalement a des especes inorganiques
présentant les degrés d’oxydation As[V] (arséniate) et As[lI1] (arsénite) (Corwin et al., 1999).
La forme As[V] est moins toxique et moins mobile que la forme As[I1I] du fait du plus fort
potentiel d’adsorption sur les minéraux de 1’arsenic en degré d’oxydation V (Pierce & Moore,
1982). 11 existe plus de 200 minéraux contenant de 1’arsenic. Dans les sols, la mobilité de
I’arsenic est principalement controlée par les processus d’adsorption/désorption, les réactions
de dissolution/précipitation et les mécanismes microbiologiques. La capacité d’adsorption de
I’arsenic sur les différents constituants du sol (argiles, oxydes d’aluminium, de fer, de

manganeése, carbonates de calcium et/ou matiére organique) est fortement dépendante des

213



Chapitre VI : Interactions bactéries - arsenic

facteurs physico-chimiques du milieu tels que I’état d’hydratation, le pH et 1'état de
coordination des cations (Sadiq, 1997). Ainsi As[V] est préférentiellement adsorbé sur les
oxydes pour des pH de 4 a 7 et As[I11] pour des valeurs de pH entre 7 et 10 (Pierce & Moore,
1982). De plus, Lin & Puls (2000) ont montré que As[V] est plus fortement adsorbé sur les
argiles que As[III]. Concernant les substances humiques il apparait que 1’adsorption d’As[V]
est maximale pour un pH égal a 5,5 et celle As[I11] pour un pH de 8,5 (Thanabalasingam &
Pickering, 1986).

Dans les sols d’environnements contaminés, de nombreuses études ont montré des
précipitations d’arsenic, ainsi Voigt et al. (1996) ont rapporté le cas de précipitation naturelle
d’hornesite (Mgz(AsO4),.8H,0), Juillot et al. (1999) ont relevé des occurrences d’arséniates
de calcium, de méme que la formation de scorodite (FeAsO4.2H,0) et la sorption d’arséniate
sur des oxy-hydroxydes ferriques et des aluminosilicates a été mise en évidence par Foster et
al. (1998). Enfin, Davis et al. (1992) ont observé la formation d’oxydes arséniés métalliques,
d’oxydes de fer arsénié et de phosphates d’arsenic tels que FeAIPbAs(PO4)(SOy4). En résumé,
les oxy-hydroxydes métalliques s’aveérent de bons piéges a arsenic qui s’y adsorbe suivant des
phénomenes de complexation de surface. De plus il existe une interconnexion étroite entre les
mécanismes abiotiques et les phénomeénes biologiques. Si les réactions d’oxydation, de
réduction, d’adsorption, de dissolution, de précipitation et de volatilisation se produisent
fréguemment dans les sols, certaines de ces réactions sont associées aux micro-organismes
bactériens et fongiques. En effet, les microorganismes sont connus pour influencer la
géochimie de l'arsenic du fait de leur métabolisme. Comme illustré par la figure 6.1, il en
résulte des réactions de réduction, d'oxydation, et/ou de méthylation (Bhumbla & Keefer,
1994; Oremland et al., 2004; Silver & Phung, 2005). La biotransformation des espéces
arséniées se produit selon trois mécanismes principaux : (i) les réactions d’oxydo-réduction
entre arsénite et arséniate ; (ii) la réduction et la méthylation de I’arsenic ; (iii) la biosynthése
de composés organoarséniés. La méthylation de 1’arsenic est un processus métabolique
transformant des especes arséniées inorganiques en formes meéthylées organiques et volatiles.
(Jain & Ali, 2000) ont montré que les composés inorganiques arséniés sont environ 100 fois
plus toxiques que les composés organiques, il semble ainsi que les micro-organismes ont

développé des mécanismes de détoxification de I’arsenic.
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11.2. Comportement des microorganismes envers l'arsenic

Il apparait que I'oxydation de I'arsénite, préalablement supposée constituer un mécanisme de
détoxification (Anderson et al., 1992), peut également servir de source d'énergie pour les

microorganismes chimiolithotrophiques (Silver & Phung, 2005).

a) Oxydation de l'arsénite  b) Réduction de I'arséniate c¢) Réduction cytoplasmique

(Arsenite Oxidase) (Arsenate Reductase) (Arsenite Reductase)
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Figure 6.1. Principaux mécanismes cellulaires d’action des bacteries sur !'arsenic. @)
Oxydation de !'arsénite par respiration, b) Réduction de | ’arséniate par respiration et ¢)
Reduction cytoplasmique de | ‘arséniate. En grisé sont représentées les protéines agissant

dans les mécanismes. D’apres Siiver & Phung, 20005.

L'oxydation bactérienne de l'arsénite en arséniate est un mécanisme connu qui a été observé
principalement avec des bactéries isolées d'environnements arséniés (Bhumbla & Keefer,
1994; Silver & Phung, 2005) mais également dans des sols et rejets d'eaux usees non exposes
a des quantités importantes d'arsenic (réf. in Silver & Phung, 2005). Les bactéries "mangent"
et "respirent” (Nealson et al., 2002), en ce qui concerne l'arsenic "manger" signifie que
I'arsénite sert de donneur d'électron au début de la chaine respiratoire (figure 6.1.a) et
"respirer” signifie que l'arséniate fonctionne comme un accepteur final d'électron (en fin de
chaine respiratoire) en conditions anaérobies (figure 6.1.b). Par ailleurs un troisieme
mécanisme de détoxification et résistance bactérienne a l'arsenic existe, c'est le systeme ArsC

(Silver & Phung, 1996; Mukhopadhyay et al., 2002; Silver & Phung, 2005; Simeonova et al.,
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2005; Muller et al., 2007). En résumé, la protéine ArsC réduit As[V] en As[IlI] dans le
cytoplasme. La forme As[V] étant plus toxique que la forme As[lII], la présence d'une

protéine ArsB permet d'excréter As[I11] en dehors de la cellule (figure 6.1.c).
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Figure 6.2. Courbe de croissance d’H. arsenicoxydans exprimée en CFU ml-1 (0),
cinétiques d oxydation d’As{Ili] correspondante (@) et formation d’AsfV] dans le milieu
(®). Dapres Weeger ot al. (1999 ).

Les bactéries métabolisant I'arsenic représentent donc un outil attractif pour les processus de
décontamination des sites pollués. De ce fait, Herminiimonas arsenicoxydans (préalablement
nommée ULPAs1 puis Caenibacter arsenoxydans), qui oxyde As[llI] dans la forme moins
toxique et plus aisément immobilisable As[V] a été proposée comme un candidat potentiel
des premiéres étapes de la bioremédiation (Simeonova et al., 2005; Muller et al., 2007). Cette
bactérie a été isolée de boues de traitement d'un site pollué aux métaux lourds tels que
I'arsenic, le plomb, le cuivre et I'argent (Muller et al., 2006). Les etudes préliminaires de la
résistance d'H. arsenicoxydans a I'arsenic ont montré sa capacité d'oxydation de As[III] en
As[V] (figure 6.2). Cependant, il apparait que cette oxydation n'est pas complétement
stoechiométriqgue (Weeger et al., 1999). Afin de mieux appréhender les mécanismes
permettant la colonisation d'environnements riches en arsenic, les caractéristiques

physiologiques de H. arsenicoxydans ont été étudiées d'un point de vue a la fois génetique et
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physiologique (Muller et al., 2007). Le travail présenté ci-aprés représente les investigations
physiologiques par microscopie a transmission (MET) du fonctionnement d'H.
arsenicoxydans vis-a-vis de l'arsenic. Par ailleurs, une comparaison est faite avec le
comportement face a I'arsenic d'une souche mutante de H. arsenicoxydans, appelée M1 et non
oxydante; de deux souches génétiquement trés proches de H. arsenicoxydans

Herminiimonas aquatilis, connue pour oxyder l'arsenic et H. fonticola, connue pour ne pas
oxyder l'arsenic ; ainsi qu'une souche bactérienne connue pour sa capacité a oxyder l'arsenic

et extraite de sols contaminés a l'arsenic : la souche Acinetobacter calcoaceticus.

I11. Matériel et méthode

I11.1. Souches bactériennes

H. arsenicoxydans : isolée d'un environnement aquatique contaminé a l'arsenic (0,47
mMol.kg™) (Weeger et al., 1999).

M1 est une souche mutante de H. arsenicoxydans, pour laquelle le mécanisme d'oxydation de
As[I11] en As[V] n'est pas actif.

H. aquatilis : isolée, d'un environnement aquatique utilisé comme eau potable (Kampfer et al.,
2006). C'est la bactérie la plus proche génétiqguement de H. arsenicoxydans et elle oxyde
As[11].

H. fonticola : la souche a été d'une eau minérale en bouteille (Fernandes et al., 2005). C'est,
avec H. aquatilis, la bactérie la plus proche génétiquement de H. arsenicoxydans et elle
n‘oxyde pas As[II1].

Acinetobacter calcoaceticus : la souche a été isolée d'un sol. Elle oxyde As[lII].

Les cultures sont réalisées dans un milieu liquide CDM dont la composition est donnée ci-
dessous (§ 111.2.) et complémenté de 133 mM d'arsénite (100 mg.L™ As[111]).

111.2. Milieu de culture.

Les différentes souches ont été cultivées dans un milieu CDM (Chemically Defined Medium)
obtenu en mélangeant suivant le protocole décrit par Weeger et al. (1999) les 3 solutions A,

B et C suivantes :

217



Chapitre VI : Interactions bactéries - arsenic

Solution A :
0,446 M de Na lactate (Sigma, 98%)
0,187 M de NH,CI (Merck, 99,8%)
0,0812 M de MgSQ,, 7H,0 (Sigma)
0,07 M de Na,SO4 (Prolabo, 99%)
4,57 mM de CaCly, 2H,0 (Merck, 99,5%)
0,574 mM  de K;HPO, (Prolabo, 97%)
Solution B :
4,8 mM de Fe,SO,4, 7H,0 (Prolabo, 99%)
Solution C :
0,95 M de NaHCO; (Prolabo, 99,5%)

Le milieu est obtenu en mélangeant 100mL de solution A, 2,5 mL de solution B et 10 mL de
solution C avec ajout d'eau pour 1L de solution totale. Le pH du milieu est de 7,2. Toutes les
solutions sont préparées en utilisant de I'eau déionisée (Milli-Q system, Millipore)
préalablement stérilisée en autoclave (120°C, 20 min). La solution A est stérilisée (120°C,
20min) et les solutions B et C filtrées a 0,45 um.

100 ppm d'arsenic, sous forme As[lI1] (NaAsO,) est ajouté aux différentes cultures a une
concentration finale de 100mg.L™ (133mM).

I11. 3. Préparation des echantillons pour I'observation

11.3.1. Microscopie électronique a balayage conventionnelle et
cryomicroscopie
Aprés 48h d'une culture bactérienne dans le milieu CDM contenant 100 ppm d'arsenic sous le
degré d'oxydation I11, une fraction de la suspension est pipetée puis diluée vingt fois dans de
I'eau pure stérile. Sous boite a gants, 6L de cette culture sont alors préleves et déposés sur
des membranes en polycarbonate a 0,22 um de porosité et des grilles de MET pour les
observations en mode microscopie électronique a balayage conventionnelle (MEB) et basse
température (cryo-MEB). Les grilles et filtres sont ensuite laissés a l'air afin de sécher. En
parallele, le méme protocole est toujours réalise avec des cultures sans arsenic servant de

témoain.
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111.3.2. Microcopie électronique a transmission
Aprés 48h d'une culture bactérienne dans le milieu CDM contenant 100 ppm d'arsenic sous le
degré d'oxydation 11, une fraction de la suspension est pipetée puis diluée vingt fois dans de
I'eau pure stérile. Sous boite a gants, 6L de cette culture sont alors prélevés et déposés sur
des grilles quadrillées en cuivre préalablement recouvertes de Formvar. Les grilles sont
ensuite laissées a l'air afin de sécher. En paralléle, le méme protocole est toujours réalisé avec

des cultures sans arsenic servant de témoin.

I11.4. Conditions opératoires

11.4.1. Microscopie électronique a balayage conventionnelle et
cryomicroscopie
Les observations en microscopie électronique a balayage (MEB) en mode conventionnel ont
été effectuées au service de microscopie électronique analytique du département Ecologie,
Physiologie et Ethologie (DEPE) de I''PHC de Strasbourg. Le microscope utilisé est un
ESEM XL30 (Philips) a filament LaB6 équipé d’un systéme d'analyse EDX Spirit (PGT). Les
images ont été acquises entre 10 et 30 kV.
Ce microscope est concu de maniere a fonctionner en mode environnemental, c'est-a-dire que
les échantillons peuvent étre observeés a I'état brut, sans préparation, a basse pression et a I'état
humide. Cependant les tentatives d'observation des préparations microbiennes en mode
environnemental n'ont pas été, dans notre cas, concluantes. Ceci est imputable a I'état tres
hydraté des préparations qui provoque, lors de l'acquisition de I'image sous le faisceau
d'électrons, un nuage tres dense d'électrons secondaires et un brouillard lié au dégazage des
molécules d'eau. Par ailleurs, la petite taille des objets étudiés (1 um) et leur caractére
organique n'ont pas permis de saffranchir des difficultés d'observation. De ce fait, les
préparations ont été légerement déshydratées et recouvertes d'une couche de carbone puis
étudiées en mode conventionnel.
Les observations en cryomicroscopie a balayage ont eté effectuées au service de microscopie
¢électronique analytique de ’INRA de Versailles (unit¢ PESSAC). Le microscope utilisé est
un SEM 525M (FEI Company) équipé d’un systeme Cryotrans CT 1500 (Gatan). Les
échantillons déposés sur des filtres en polycarbonate a 0,22 pum sont cryogénisés a -180°C

dans de l'azote liquide. Les images ont été acquises a 10 kV.
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L’intérét de cette méthode est de permettre 1’observation, sans déformation structurale, d’un

échantillon biologique dans son état natif.

111.4.2. Microcopie électronique a transmission

Les échantillons ont été examinés avec un microscope électronique a transmission de type
Philips STEM 420 équipé d'une caméra CCD SiS Megaview Il pour l'acquisition d'images
numeriques et d'un détecteur de rayons X a dispersion d'énergie (EDX) Oxford INCA pour les
analyses chimiques. Le microscope a éeté utilisé a 120 kV en mode transmission avec un
diamétre d'ouverture de la lentille objectif de 50 um. Les images ont été acquises avec un
temps d'exposition de 1 seconde maximum et en corrigeant l'intensité du faisceau incident
pour optimiser la gamme d'intensité dans I'histogramme de I'image détectée par la caméra.
Les analyses EDX ont été acquises en mode transmission a la méme tension d'accélération
avec I'échantillon en position strictement eucentrique et la platine échantillon inclinée d'un
angle de +20° vers le détecteur. Les signaux de fluorescence X ont été enregistrés dans une
gamme d'énergie entre 0 et 20 keV. Le détecteur est de type Si/Li avec une fenétre mince
atmosphérique (ATW) permettant la détection d'éléments légers a partir de Z=6 (carbone).

1V. Résultats

IV.1. Observations morphologiques en microscopie électronique a

balayage

Les observations en MEB effectuées sur les souches de H. arsenicoxydans sans arsenic
permettent d'étudier la morphologie bactérienne ainsi que les caractéristiques de surface des
cellules.

Ces observations montrent que des exopolysaccharides (EPS) sont produits en abondance
(figure 6.3.). En effet, la figure 6.3. montre que les bactéries sont difficilement
individualisables car toujours engluees dans des EPS épais constituant un gel autour des

bactéries.
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Figure 6.3. a) et B) Image en microscopie a balayage en mode conventionnel de H.
arsexnicoxydans sans arsenic. Les fleches blanches pointent les bactéries, les fleches

noires les exopolysaccharides.

De la méme manieére, les observations réalisées sur les souches cultivées en présence d'arsenic
soulignent le fait que les microorganismes constituent des micro-colonies. La figure 6.4
illustre ainsi le fait que le contact entre les différentes cellules individualisées est flou du fait
de la présence d'un EPS entourant chacune des bactéries. Par ailleurs, il est important de noter
I'absence de structures externes aux cellules révélatrices d'interactions entre metaux et
bactéries (Akai et al., 2004). 1l n'y a visiblement pas de présence de "coatings" a la surface des
cellules mais une production d'EPS toujours importante lorsque H. arsenicoxydans est mise

en présence d'arsenic.

Figure 6.4. a) Image en wmicroscopie & balayage a basse température de H.

arsenicoxydans en présence d’Asfil]. b) Image en microscopie & balayage en mode
conventionnel de H. arsenicoxydans en présence d’Asfill]. Les fleches blanches pointent

les bacteéries, les fleches noires les exopolysaccharides.
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A titre de comparaison, une culture de H. aquatilis (figure 6.5) en présence d'arsenic a été
observée au MEB en mode conventionnel. Il apparait que les micro-colonies présentent des
contours flous représentatifs de la production d'EPS. De plus, les cellules individuelles ne

présentent pas de structures externes particuliéres.

Figure 6.5. Image en microscopie a balayage en mode conventionnel de H. aquatilis en
présence & Asfil]. La fleche blanche pointe une bactérie, la fleche noire une micro-
colonie inclue dans un exapolysaccharide et la fleche grise une cristallisation du milieu

de culture.

En résumé, les observations morphologiques des cultures de H. arsenicoxydans réalisées en
MEB soulignent la production d'EPS avec et sans arsenic ainsi que le fait qu'aucune structure
externe de type "coating" n'est visible a la surface des microorganismes. De plus, H. aquatilis

montre un comportement similaire.

IV.2. Observations morphologiques et analyses chimiques en

microscopie électronique a transmission analytique

IVV.2.1. Observations morphologiques en MET
Les images en microscopie €lectronique a transmission des préparations de H. arsenicoxydans
traitées a l'arsenic montrent dans tous les cas la présence d'un composé tres dense aux

électrons sur la membrane cellulaire et dans I'EPS (figure 6.6.c). Ce composé se présente
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toujours sous forme fibreuse, avec une architecture présentant un réseau dense de trés fines
aiguilles plus ou moins courbes (figure 6.6.d). La biomasse qui n'a pas €té exposée a l'arsenic

ne contient quand a elle pas de précipités en fines aiguilles (Figure 6.6.a,b).

Figure 6.6. a) ¢t B) mage en microscopie a transmission de H. arsenicoxydans cultivée
sans Asfill]. ¢) Image en microscopie & transmission d’une wicro-colonie de H.
arsenicoxydans cultivée en présence d’Asfili] et d) Image en microscopie a transmission
dune cellule de H. arsenicoxydans cultivée en présence d’AsfIlI] et possédant un flagelle
Les fleches blanches pointent les précipités en fines aiguilles, les fleches noires les

exaopolysaccharides.
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De maniére plus précise, un traitement approprié des images ¢ et d de la figure 6.6 (de
résolution 150 px/cm) par filtre passe-haut avec un rayon de 50 pixels permet de mettre en
évidence les précipitations associées aux micro-organismes (figure 6.7). L'application sur une
image d'un filtre passe-haut conserve les details de contour dans le rayon spécifié la ou des
transitions nettes surviennent. Il apparait ainsi que les réseaux d'aiguilles sont localisés a
I'extérieur du cytoplasme mais dans les EPS et tres fréquemment dans les zones confinées,

comme par exemple au contact entre deux organismes, ou a proximité des flagelles.

Figure 6.7. @) Image traitée avec un filtre passe-haut avec un rayon de 50 pixels de la
photo de la figure 6.0 ¢) et metiant en évidence les précipitations sous forme d aiguilles.
b) Image traitée de la photo de la figure 6.6 d). Les fleches hlanches pointent les

précipités en fines aiguilies.

Enfin, l'utilisation d'un diaphragme de contraste en MET permet également de souligner la
présence trés importante d'EPS autour des colonies (figure 6.8). Il apparait que les EPS
contiennent les précipitations fibreuses. De plus, la photo de la figure 6.8.b montre que les
EPS peuvent lier plusieurs micro-colonies entre lesquelles les parois cellulaires des
organismes ne se touchent pas nécessairement mais dont les précipitations en aiguilles

peuvent relier les organismes.
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En définitive, I'ajout d'arsenic aux cultures de H. arsenicoxydans a un effet visible sur les
cultures. Ainsi, si les EPS sont toujours tres présents, ils renferment systématiquement des
précipités sous forme de fines aiguilles tres denses aux électrons. 1l semble par ailleurs que les

EPS produits lors de I'ajout d’As[I11] sont plus épais que ceux observés autour des cellules

cultivées sans arsenic.

N

Figure 6.8. a) et B) image avec diaphragme de contraste en microscopie a transmission
de H. arsenicoxydans cultivée en présence d’Asfill]. Les fleches bianches pointent les

precipités en fines aiguilies, les fleches noires les exapolysaccharides.

IVV.2.2. Analyses en EDX

Les microanalyses réalisées sur les microorganismes cultivés en présence d'As[l11] (figure 6.
9) montrent que les précipités internes aux EPS sont riches voire extrémement riches en
arsenic puisque le point d'analyse 1., figure 6.9.a présente par exemple 16.5 wt.% d'As et le
point IV., figure 6.9 b, 3,52 wt.% As (figure 6.9.a I. et 6.9. b IVV.). A titre de comparaison, il
apparait que les cellules bactériennes contiennent relativement peu d'arsenic : 0,75 wt.% AS
(figure 6.9.b 1.). Ce qui est également le cas des granules internes bien que les granules noires
sont plus enrichies avec 1,47 wt.% d'As: (figure 6.9.b 11.). 1l est a noter également que ces
"granules sombres" présentent toujours des enrichissements en phosphore prononcés, ceci
étant a rapprocher des observations décrites dans les chapitres 4 et 5 pour lesquels les
concentrations élevées en plomb dans les granules internes des bactéries sont toujours
associees a des concentrations en phosphore importantes. Par ailleurs I'analyse réalisée sur le
support carboné de la grille sert de témoin (analyse IlI., figure 6.9.a), elle montre que l'arsenic

est seulement contenu dans les micro-colonies bactériennes et que les concentrations
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mesurées ne sont donc pas dues a un enrichissement général des préparations. En définitive,
les précipités sont trés majoritairement constitués d'arsenic. Cependant, les analyses ne

permettent pas de savoir si l'arsenic est sous la forme As[111] ou As[V].

Figure 6.9. ) image MET de H. arsenicoxydans cultivée dans un milieu enrichi en Asfil]
(100 mg. L), I : Analyse EDX d’un précipité interne & la micro-colonie, dans UEPS et I:
Specire d’analyse EDX Analyse d’un point externe a la micro-colonie. b) image MET de
H. arsenicoxydans cultivée dans un milieu envichi en As{IlI] (100 mg.L2). I : Spectre
danalyse EDX dune cellule, IT : Spectre d'analyse EDX dune granule noire interne, Ii¥
: Spectre danalyse EDX analyse dune zone blanche interne et IV : Spectre d’analyse
EDX dun précipité interne a la micro-colonie, dans VEFS. Les pics Cl P et X
représentent les constituants de la phase organigue et le pic Cu correspond a la grille
servat de support. La concentration en arsenic en a) L est 16.5 wi% As,, et la
concentration en arsenic en a) Il est 0.0 wt.% d’As,,, La concentration en arsenic en b) 1.
est 075 wt.% As,, la concentration en arsenic en b) Il est 1.47 wt.% As,, la
concentration en arsexnic en b) Il est 0.66 wi.% As,,, et la concentration en arsenic en b)
V. est 3.52 wt.% As,,,. Toutes les quantifications ont été jfaites sans corriger des
concentrations en C dues a la fois aux microorganismes et au support des grilies.
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IV. 3. Comportement du mutant M1 de H. arsenicoxydans

n'oxydant pas As[I11]

Il
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Figure 6.10. a) o d) image MET de M! cultivée dans un milien enrichi en AsfiH] (100
mg. L) B) et ¢) Images a et d traitrées. I Analyse EDX d’un précipité pointé par la fleche
en d). Il Analyse en EDX d’une cellule pointée en d). La concentration en As en I est
30.64 wt.% As,,. La concentration en As en Il Est 8.80 wt.% As,,,. Les quantifications ont
éte faites sans corriger la conceniration en C due a la fois au microorganisme et au
revétement de la grille. Le pic Cu correspond a la grille servant de support.

Afin de mettre en évidence l'influence du mécanisme d'oxydation de As[l11] dans la formation

des précipitations observées lors de la mise en culture de H. arsenicoxydans en présence de
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100 mg.L™ d'As[111], une souche mutante de H. arsenicoxydans, nommée M1, qui a perdu
I'aptitude a oxyder As[I11] en As[V], a été préparée et observée suivant le méme protocole.

La figure 6.10 montre l'observation en MET et les analyses associées en EDX de cette
bactérie, cultivée en milieu CDM en présence de 100 mg.L™* d'As[III]. 1l apparait que le
mutant présente un facies similaire & H. arsenicoxydans cultivée dans les mémes conditions
avec notamment la formation de fines aiguilles tres riches en arsenic a I'extérieur des micro-
colonies. Les analyses en EDX de ces aiguilles montrent de tres fortes concentrations en As
avec notamment plus de 30% wt. Asi: pour l'analyse I.. Cependant, que ce soit sur la figure
6.10.a ou 6.10.b, il apparait clairement que ces aiguilles ne sont pas confinées dans un EPS.
En effet, aucun EPS n'est visible autour des aiguilles.

La présence de précipités d'arsenic, sous un état d'oxydation indéterming, associé a ces deux
souches de bactéries (H. arsenicoxydans et M1) cultivées en présence d'As[I11] souligne le fait
que l'aptitude a oxyder As[lII] n'est pas une condition nécessaire a la formation d'aiguilles

riches en arsenic associées aux micro-organismes.

V. 4. Comportement d'autres microorganismes

IVV.4.1. Les bactéries génétiquement proches de H. arsenicoxydans

En paralléle des observations réalisées sur des cultures de H. arsenicoxydans et M1, un
protocole exactement identique a été réalisé sur les deux especes de bactéries
phylogénétiqguement les plus proches de H. arsenicoxydans. Il s'agit de H. aquatilis et H.
Fonticola.

Les images et analyses réalisées sur H. aquatilis montrent un comportement tres similaire a
celui observé sur H. arsenicoxydans (figure 6.11). En effet, la figure 6.11.a montre une
précipitation sous forme d'aiguilles trés fines et un détail de ces précipitations (figure 6.11.b)
souligne le fait que le point de germination est situé sur la paroi cellulaire, les aiguilles étant
limitees par le développement de I'EPS. L'analyse réalisée sur une de ces précipitations
représentée sur la figure 6.11.a montre la tres forte concentration en arsenic de ces aiguilles
avec plus de 25% wt.% ASqot.

H. aquatilis, a donc un comportement identique face a l'arsenic et montre méme des

concentrations en arsenic des précipitats généralement plus élevées.
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Cependant, Herminiimonas fonticola, qui ne peut pas oxyder As[I1I] (Muller et al., 2007) ne

montre pas le méme comportement que les deux autres Herminiimonas de cette étude (figure

6.12).

Cl

0.50 ym

Cu

As

. A""’."‘.". 5

Figure 6.11. a) image MET de H. aquatilis culiivée dans un milieu enrichi en As. b) détail
des précipitations en fines aiguilles. ¢) Analyse EDX d’'un précipité interne & I’EFPS et
pointé par la fleche en a). La concentration en arsenic en c) est 25.26 wi.% As,,. La
quantification a éi¢ faites sans corriger la concentration en C due a la fois au
microorganisme et au revétement de la grille. Le pic Cu correspond a la grille servant de

Support.

En effet, il apparait que H. fonticola produit également des EPS mais ceux-ci ne contiennent

jamais de précipités en aiguilles. Les analyses montrent cependant des concentrations en As

dans les bactéries et dans les EPS a hauteur respectivement de 1 et 5 wt.% Asy. Il semble

donc que dans les concentrations considérées ici (100mg.L™, 133 mM) cette bactérie est

résistante.

Ainsi, si cette bactérie semble résister a un dose assez forte d'As[I11] elle ne présente pas de

précipités riche en arsenic dans I'EPS.
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a e ———————c b

1 um

As

-------

Figure 6.12. a) ¢t b) image MET de H. fonticola cultivée dans un milien enrichi en Asfili]
(100mg.L7). ¢) Analyse EDX d’un EPS pointé par la fleche en a). d) Analyse EDX d’une
bactérie pointée par la fleche en b). La concentration en arsenic en c) est 4.98 wt.% As,,
La concentration en arsenic en d) est 2.41 wt.% As,,. La concentration en fer en d) est
1.12 wt.% Fe,,, Les quantifications ont éié faites sans corriger les concentrations en C
dues a la fois au microorganisme et au revéiement de la grille. Les pics Cu correspondent
a la grille servant de support.

IV. 4. 2. Comportement d'une bactérie arsénite oxydante de sols
arséniés
Afin de savoir si ce comportement face a l'arsenic est également un comportement possible en
environnement pédologique, les expériences réalisées sur les trois Herminiimonas et le mutant
M1 ont été réalisées sur une souche isolée d'un environnement contaminé a l'arsenic (mines
d'or de Salsigne, France) et issues des collections du laboratoire de Génétique Moléculaire,
Geénomique et Microbiologie de I'Université Louis Pasteur de Strasbourg (UMR 7156),
nommee Acinetobacter calcoaceticus. Cette bactérie est arsénite oxydante et elle réalise une
oxydation totale de 100 ppm d'As[111] en 48h.
L'expérience de culture en milieu CDM avec ajout d'arsenic a été étudiée au MET. L'aspect
des EPS et de ce gu'ils contiennent dans le cas de A. calcoaceticus (figure 6.13.a) est trés
semblable aux précipités observes pour les cultures de H. arsenicoxydans (figures 6.6, 6.7 et
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6.9) et H. aquatilis (figure 6.11.a,b). Par ailleurs, les analyses de ces composés montrent la
aussi de trés fortes concentrations en As, dépassant fréquemment les 10% wt.% As: (figure
6.13.b).

0.50 uym

Figure 6.13. a) image MET de A. calcoaceticus cultivée dans un milieu enrichi en AsfHI].
B) Analyse EDX des fines aiguilles dans I'EPS pointées par la fleche en a). La

concentration en arsenic en b) est 13.75 wi.% As,,. La quantifications a été faite sans

corriger les concentrations en C dues a la fois au microorganisme ef au revétement de la
grille. Le pic Cu correspond & la grille servant de support.

V. Discussion

L'ajout d'arsenic a des cultures de microorganismes montre dans certains cas la cristallisation
d'arsenic dans les EPS. Il apparait a partir des analyses réalisées sur les supports d'échantillon
que l'arsenic est bien sequestré a l'intérieur des EPS.

Les phénomenes de sorption des métaux sur les parois cellulaires accompagnés de
cristallisation dans les EPS associés aux organismes est un mécanisme connu de séquestration
des métaux par les bactéries. En effet, de nombreuses études traitent de ce mécanisme pour
divers métaux tels que Cd, Cu, Mn, Pb, La, Am, U, Th, Pu, ou Fe (Beveridge, 1989; Macaskie
et al., 1992; Emerson & Moyer, 1997; Warren & Ferris, 1998; références dans Ehrlich, 1999;
Beveridge, 2005; Merroun et al., 2005). L'une des illustrations les plus significatives de ce

phénomeéne ayant été observée par Merroun et al. (2003) avec l'interaction entre Myxococcus
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xanthus et du lanthane (figure 6.14). Dans ces cas de piégeage, les observations montrent que
les métaux sont fixés sur les parois cellulaires et forment des sels en s'associant aux
groupements COs>, HPO,* ou HS contenus dans les lipopolysaccharides des parois
bactériennes ; c'est le phénoméne de "binding™ (Beveridge, 1989). Des sites de nucléation
sont ainsi creéés et permettent aux bactéries de précipiter passivement des minéraux [dans
(Ehrlich, 1999)].

EB 3 ey

Figure 6.14. Localisation du lanthane fixé par M. xanthus A-D : photographies auw MET
de sections des cellules microbiennes. L'élement La est principalement fixé sur la pariie
externe des cellules (b) et dans I’EFS (a) qui apparait comme un réseau de fibres denses;
{c) petit dépdis électroniquement denses de La dans les cellules. Les échelles représentent
respectivement 0.53, 0.64, 0.333 et 0.287um dans A, B (détail de A), C et D. En A et B, on
peut ohserver des fibres interconnectant des cellules (d). Figure exiraite et traduite de

Merroun et al. (2003).
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Jamais encore un tel mécanisme n'a été observé pour l'arsenic. En effet, & notre connaissance
la quasi-totalité de ce type d'observations en microscopie sur les interactions entre bactéries et
métaux porte sur des métaux de nature cationique. Seuls des travaux récents sur les
interactions entre iode (I") et bactéries (Bacillus subtilis) on mis en évidence des phénoménes
d'adsorption, sous une forme indéterminé, de I'iode sur la surface des cellules a des pH acides
(MacLean et al., 2004).

Parmi les six souches étudiées, trois montrent une réponse tres similaire au stress arsénié
illustré par la cristallisation d'aiguilles d'arsenic sur la paroi cellulaire et confinées dans un
EPS tres localisé autour des cellules : il s'agit de H. arsenicoxydans, H. aquatilis et A.
calcoaceticus. Le mutant M1 montre une réponse légérement différente avec la cristallisation
d'aiguilles d'arsenic sur la paroi et visiblement absence d'EPS. Enfin, le comportement de H.

fonticola envers le stress arsénié ne se traduit que par la production d'EPS.

L'originalité des résultats obtenus ici est double : en effet, pour la premiere fois ce type de
séquestration de l'arsenic dans les EPS est mis en évidence et c'est également, a notre

connaissance, la premiére fois que ce type de réponse est observé pour un anion.

La nature anionique de I'arsenic est ici trés importante car elle ne permet pas d'expliquer les
processus de sorption sur les parois a l'origine de la germination des aiguilles. En effet, les
charges négatives portées sur les parois cellulaires contribueraient a répulser un anion.
Cependant la liaison avec un cation n'est pas forcément nécessaire dans le cas de I'arsenic
pour créer un germe, en effet, il est possible que I'arsenic rentre naturellement en substitution
avec le phosphore avant de germer. Arsenic et phosphore ont des caractéristiques trés proches
et sont aisément substituables I'un & l'autre, or les analyses montrent que les EPS sont
également riches en phosphore. Ceci reste cependant une hypothése et I'étude plus précise des

points de germination pourrait permettre de le vérifier.

Dans notre cas, en l'absence d'expérience de speciation, la caractérisation du composé
cristallisé n'est pas certaine. En effet, M1 est un mutant ayant perdu la capacité a oxyder
As[I11], de ce fait, la cristallisation d'arsenic sur les parois de M1 montre que ce phénoméne
n'est vraisemblablement pas lié a la capacité a oxyder As[IlI] et, de toute évidence I'arsenic

contenu dans les aiguilles liées a M1 doit se trouver sous la forme As[III]. Mais, en ce qui
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concerne les trois autres cas de cristallisation d'arsenic, les organismes sont arsénite-oxydant
et rien ne permet d'affirmer la forme de I'arsenic dans I'EPS. L'hypothése proposée est que
I'EPS produit par les bactéries arsénite-oxydantes joue le role de stock d'arsenic tels que
proposé par Kaplan et al. (1987) concernant les polysaccharides de parois (“cell wall
polysaccharides™). Ceci expliquerait la présence d'arsenic dans les EPS ainsi que la différence
notée sur la figure 6.2 entre la quantité d'As[l11] introduite et la quantité d'As[IV] récupérée
aprés oxydation par H. arsenicoxydans. Cependant, I'absence de production d'EPS par M1
n'est pas clairement expliquée puisque cet organisme est sensé agir exactement de la méme
maniére que H. arsenicoxydans hormis le processus d'oxydation. Un lien entre les processus

d'oxydation et de production de biofilms est la seule possibilité.

Enfin, le comportement de H. fonticola face au stress arsenié montre la production d'EPS et
les microanalyses EDX soulignent la présence d'arsenic dans les cellules. 11 semble donc que

ces organismes résistent a I'arsenic pour les concentrations utilisées dans cette expérience.

Les observations physiques et chimiques obtenues sur les bactéries du sol de Wintzenheim
traité a I'arsenic ont montré des bactéries sans altérations physiques, parfois entourées d'EPS
et contenant des quantités non négligeables d'arsenic (chapitre 1V). Aucune de ces bactéries
échantillonnées sur le terrain ne montre de cristallisations associées aux EPS des organismes.
Par ailleurs seules des bactéries échantillonnées juste aprés le traitement montrent de telles
concentrations et aucune particule de matiere organique non vivante présentant des teneurs en
arsenic élevées n'a été trouvée dans les échantillons du méme mois ou des mois suivants. I
semble donc que les organismes échantillonnés présentant des teneurs en arsenic aient un
comportement plus proche de H. fonticola. Ce sont des bactéries résistantes a l'arsenic mais ne

I'utilisant pas pour leur métabolisme.

V1. Conclusions

Ainsi, les bactéries vivant dans les environnements arséniés présentent différents types de

réponse au stress arsénié. Les bactéries échantillonnées dans la population de PFC du sol de
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Wintzenheim apparaissent comme des organismes résistant a l'arsenic mais ne jouant, en
aucun cas, un role sur une quelconque détoxification du milieu.

Cependant, I'étude de H. arsenicoxydans en présence de As[llI] a mis en évidence des
cristallisations d'arsenic sur les parois de l'organisme et les comparaisons avec d'autres
espéces bactériennes telles que H. aquatilis et A. calcoaceticus soulignent le fait que son
comportement n'est pas unique.

C'est la premiére fois qu'un tel comportement microbien face a un stress arsenié est observé.
Si le phénomeéne de sorption puis cristallisation est connu concernant bon nombre de métaux,
la nature anionique de l'arsenic ne permet pas d'expliquer sa sorption par un processus
d'attraction électronique lié aux charges négatives de la paroi cellulaire.

La forme sous laquelle I'arsenic (As[I11] ou As[V]) est présent dans ces aiguilles na pas pu
étre determinée et les processus responsables restent hypothétiques ; néanmoins, le
comportement de ces trois espéces de bactéries qui contribuent & immobiliser I'arsenic dans
I'EPS et a le transformer en As[V], moins toxique, est de premiere importance dans le
contexte de la bioremédiation des environnements contaminés, menant a la séquestration de

I'élément toxique.
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Conclusions et Perspectives

Conclusions

L'objectif de ce travail était de caracteriser la nature et le r6le des particules fines et
colloidales (PFC) dans les milieux de subsurface, a travers I'étude de deux sites-atelier. Par
ailleurs, le suivi dans le temps des PFC contenues a la fois dans les retombées atmosphériques
et dans les eaux d'infiltration avait pour objectif de déterminer les facteurs contrélant la
distribution et I'évolution des PFC dans I'environnement. Afin d'atteindre ces deux objectifs,
nous avons utilisé une démarche basée essentiellement sur des observations in situ. Cette
démarche a consisté a prélever mensuellement, sur le terrain, les PFC contenues dans les
retombées atmosphériques et dans les eaux d'infiltration d'un sol. L'étude en MET/EDX des
PFC individuelles a permis de réaliser une caractérisation typologique et physico-chimiques
et d'étudier leur abondance et leur réactivité face aux contaminants. Par ailleurs, la
connaissance des parametres environnementaux de chacun des sites et I'étude statistique
détaillée de I'évolution de PFC a permis de proposer un modele conceptuel de la I'évolution
dynamique (distribution, réactivité) des PFC dans les environnements considérés. Les

résultats originaux du travail sont présentés et discuté ci-dessous.

Mise en évidence des différents types de PFC.

Le travail de caractérisation physico-chimique et de suivi de 12 000 PFC atmosphériques
collectées sur les deux sites et de 20 000 PFC des eaux d’infiltrations du sol d'un de ces sites a

permis de mettre en évidence la nature des PFC présentes dans ces différents milieux.

Les résultats obtenus en microscopie montrent (chapitre 1V) que la tres grande majorité des
particules ont un diametre inférieur a 0,45 pum et ceci bien que le diametre de la porosité de
filtration soit de 5 um. L’étude systématique au MET et a I'EDX des echantillons a, par
ailleurs, permis de caractériser les particules présentes et de differencier plusieurs types
récurrents. En effet, bien que les sites refletent des contextes environnementaux distincts, les
types de nanoparticules présentes sont globalement homogenes, aussi bien dans les eaux

d'infiltration du sol que dans les retombées atmosphériques : les PFC sont, (i) minérales et
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constituées par des argiles plus ou moins altérées, des oxy-hydroxydes et des sels (sulfures,
chlorures) avec, selon les sites, la présence ponctuelle de carbonates et de tectosilicates, ou
(if) organiques et constituées par des bactéries ou de la matiére organique non-vivante
(exsudats de bactérie et matiere organique dégradée), ou encore (iii) des associations mixtes

de particules organiques et minérales formant des agrégats organo-minéraux.

Identification de I'origine, de I'abondance et de la réactivité des PFC.

Au-dela de I'étude typologique, la caractérisation des propriétés physico-chimiques des
différents types de PFC a permis d'en identifier les sources, I'abondance et la réactivité. Le

tableau C.1 ci-dessous résume ces caractéristiques pour chacun des types.

. surface couverle : Contaminants
a A Dy % moyens Max Min oo traces quantités significatives
IArgiles automorphes 264 nm 49 65 15 géogéne Pb, As, Zn
[Argiles altérées 105 nm 4 8 1 géogéne In, Pb
Sels 452 nm 2 5 0 actrités anthropiques In Pb
Oxy-hydroxydes 305 nm 1 3 g géogéne Pb, Zn
Bactéries 1189 nm 12 33 2 ubiquistes Pb
Composés organiques MICIOOIganismes,
egstesinirys 177 nm 6 18 1 vepblaix Pb, Zr, Cd, In
Agrégats 1748 nm 19 42 2 formation in situ Pb
: surface couverte : Contaminants
b fEaote Noysn % moyens Max Min Qe traces quantités significatives
IArgiles automorphes 191 nm 3 51 12 géogéne Pb, As, Zn
Argiles aftérées 68 nm 3 B 1 géogéne Pb, Zn
Sels 162 nm 18 20 6 actités anthropiques | Ni, Zn, As, Cd, Pb
Oxy-hydroxydes 163 nm 1 1 1] géogéne Pb
Bactéries 818 nm 1 20 5 ubiquistes As Pb
Composés organiques MICIo0Iganismes,
non-vivants 115.am 10 40 0 végétaux Cd, Ni
Agrégats 1410 nm 21 ) 7 formation in sty Pb
surface couverle : Contaminants
c i ] % moyens Max Min ongme traces quantités significatives
IArgiles automorphes 357 nm 24 43 2 géogéne Pb, As, Zn
Argiles altérées 84 nm 3 i 1 géogeéne Zn, Cd, Ni, Pb
Sels 76 nm 1" 2% 3 actmités anthropiques In, As Pb
Oxy-hydroxydes 200 nm 7 18 1 géogéne Pb
Bactéries 1001 nm 7 18 1] ubiquistes As, Pb
Composés organiques MICTOOIganismes,
non-vivants 130 e 9 16 4 végétaux Ni, Zn, Cd
IAgrégats 2118 nm 18 32 7 formation in situ Pb

Tablean C.1. Tableau récapituiatif des caraciéristiques de tailles, d’abondance,
dorigine et de réactivité des différents bHypes de FPFC pour a) les retombées
atmospheriques @ Breuil, B) les retombées atmosphériques a Winizenheim et ¢) les eaux

dinfiltrations ¢ Winizenheim.
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® |es particules argileuses automorphes sont les plus fréequentes dans les trois
environnements considérés, leur taille moyenne est toujours inférieure a 0,45 pum (450 nm) et
leur origine est supposée géogene. En termes de transfert de contaminants, les argiles
automorphes sont porteuses de traces de trois types de métaux dans tous les environnements:
le plomb, l'arsenic et le zinc. Cependant, il a été montré que ces contaminants sont soit
associes a de la matiére organique (MO) couvrant les argiles (cas du plomb et de I'arsenic),
soit présents dans le réseau cristallin lui-méme. Les argiles automorphes sont donc des

vecteurs de MO, elle-méme vecteur de contaminants.

® |es particules argileuses altéréees sont les plus petites particules présentes dans les
retombées atmosphériques (en moyenne 100 nm de diamétre) et elles représentent une trés
faible part des PFC (en moyenne moins de 5%). Leur origine est géogéne s'agissant d'argiles
du sol altérées et elles contiennent des traces de zinc et plomb comme les argiles
automorphes. Dans les eaux d'infiltration du sol, ce type de PFC est également de petite taille
mais parfois plus abondant que dans les retombées atmosphériques, ce qui confirme l'origine
géogene. Par ailleurs, les argiles altérées du sol sont porteuses de traces de métaux plus
diversifiées que dans I'atmosphére.

® Les sels constituent un type de PFC trés particulier et extrémement variable dans les
environnements étudiés. Ainsi, dans les retombées atmosphériques sous forét ils sont de
grande taille (en moyenne de diameétre supérieur a 0,45 pum) mais peu fréquents. Au contraire,
dans un environnement anthropisé tel que le vignoble, les sels sont de petites tailles et
fréquent. Ceci confirme I'origine anthropique de ces PFC et leur importance parce qu'ils sont
des porteurs de contaminants, notamment du plomb et parce qu'ils interviennent dans les

phénomenes de complexation en particulier dans le sol.

® Les oxy-hydroxydes sont parmi les PFC les moins fréquemment rencontrées.
Généralement de petite taille, leur origine est difficilement déterminable mais la
caractérisation chimique de ces constituants a montré de fortes concentrations en métaux, et

particulierement en plomb.

® |es bactéries sont un constituant majeur des populations de PFC. De grande taille,
elles représentent fréqguemment plus de 10% du pool particulaire dans chacun des
environnements étudiés. Leur source est locale puisqu'elles se développent naturellement dans
chacun des milieux. Cependant un apport atmosphérique de bactéries sur des distances

moyennes ou longues distances, ce qui contribue aux apports de plomb dans le milieu
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forestier. En effet, les bactéries sont des porteurs de plomb en quantités significatives dans
tous les environnements. Dans le sol, les bactéries ont également été caractérisées comme des
vecteurs d'arsenic, ceci directement apres le traitement des vignes par de l'arséniate de

sodium.

® | es composés organiques non-vivants sont des PFC de petites tailles présentes dans
tous les environnements. Elles sont issues de la décomposition des veégétaux et de la
production des bactéries. Ces constituants sont toujours porteurs de traces de métaux et ils
sont trés sensibles aux modifications de I'environnement et particulierement aux interventions

anthropiques.

® Les agregats sont parmi les particules les plus importantes en termes de surface
couverte et de réactivité. Ce sont des particules micrométriques qui se forment dans le milieu
par l'association de plusieurs types de PFC et notamment d'argiles, de bactéries et de
composés organiques non-vivants. Ces particules sont trés réactives par rapport aux métaux
associes aux différents constituants les composant, ce sont ainsi des vecteurs treés importants

de la diffusion des contaminants dans I'environnement.

Identification des facteurs controlant la dynamigue des PFC

L'étude de la distribution au cours du temps des PFC des retombées atmosphériques et la
connaissances des facteurs environnementaux sur les deux sites étudiés a permis de mettre en
évidence les facteurs clefs contr6lant la distribution des PFC. Ainsi, il apparait, dans un
premier temps, que l'intensité et la hauteur de pluie sont les facteurs principaux mis en jeu.
Cependant, la localisation et le mode d'occupation des sols influent également en modifiant,
en amont, les sources de PFC et en aval I'action de la pluie.

En effet, si I'étude de la dynamique des PFC des retombées atmosphériques sur les deux sites
montre une influence trés nette de la pluie (chapitre V), les deux sites montrent une réponse

différente. Ceci est principalement lié au couvert végétal et donc au mode d'occupation :

® Dans un environnement forestier non anthropise, les frondaisons agissent comme des
écrans au vent et a la pluie et constituent de ce fait des sites privilégiés ou les PFC sont
modifiées physiquement et chimiquement avant leur arrivée a la surface du sol lors d'épisodes
pluvieux (figure 5.5, page 177, résumé ci-dessous). L'absence de telles modifications en

période hivernale (lorsque les arbres sont dépourvus de feuilles) corrobore cette hypothése.
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De plus les PFC organiques sont présentes en quantités importantes dans cet environnement

forestier.

® Dans un environnement de plaine péri-urbain de vignoble et fortement anthropisé,
I'absence de couvert végétal important se caractérise par une influence constante de la
pluviométrie au cours du temps. Cependant, le caractére anthropisé du site modifie
grandement les sources de PFC, avec notamment une évolution marquée de la distribution des
PFC organiques lors des traitements de la vigne et de la distribution des PFC de type "sels"
liée & la proximité d'industries et d'infrastructures routieres.
En résumé, I'acteur majeur controlant les dép6ts de PFC dans les deux environnements étudiés
est la pluie, modifié par le mode d'occupation des sols et principalement la présence de

couvert végétal.

! ! Argiles
Argiles r + MO
+ Contaminants

Y

'ﬂ"

Sol

Ce travail montre que le facteur clef contrélant la dynamique des PFC des eaux d'infiltration
du sol est la dynamique hydrique du sol. Ainsi, I'étude de la distribution des types de PFC en
fonction de la profondeur a révélé l'importance de la profondeur dans les processus. Le

schéma dynamique conceptuel proposé (figure 5.13, page 188, résumée ci-dessous) montre
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ainsi que I'état de saturation influence de maniére importante la nature et donc la réactivité des
PFC avec la profondeur en favorisant les processus d'agrégation. Par ailleurs, le suivi dans le
temps de la distribution des types aux différentes profondeurs échantillonnées corrobore cette
observation par la mise en évidence de modifications de la distribution des PFC, la encore par

des processus d'agrégation liés a la pluviosité et donc, indirectement, a I'état hydrique du sol.

=

—— 55 cm
Légende :

2 Sol 0 Bactérie i -
Eau o Argile A Oxyde Systéme racinaire

En résumé, I'acteur majeur contrdlant les PFC dans les eaux d'infiltration du sol étudié est la
dynamique hydrique des sols et donc les fluctuations de leur état de saturation en fonction de
la profondeur considérée et de la pluviosité en surface.
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En plus de ces résultats originaux apportant des informations nouvelles sur la compréhension
de la nature et la dynamique des PFC dans I'environnement, trois points conceptuels mis en

évidence dans ce travail méritent d'étre soulignés.

Mise au point d'une méthodologie efficace

L'ensemble des résultats, depuis la caractérisation typologique jusqu'a l'identification des
facteurs clefs contrdlant la dynamique des PFC dans I'environnement, permet de dire que la
méthodologie d'échantillonnage utilisée ici est efficace et adaptée aux objectifs. En effet, il
apparait que le dispositif de captage permet d'échantillonner tous les types de PFC, qu'elles
soient minérales, organiques ou organo-minérales. Ce point est essentiel, car il permet de
conserver les propriétés physiques et chimiques de tous les constituants. Ce travail a donc pu
traiter des interactions entre PFC organiques et PFC minérales telles gqu'elles apparaissent

dans le milieu naturel.

Mise en évidence d'un vecteur de contaminants essentiel et souvent négligé

La caractérisation précise des PFC organiques réalisée dans cette étude a permis de mettre en
évidence un type de PFC trés réactives et de premiére importance dans le transfert de
contaminants : les bactéries. En effet, la présence systématique de bactéries présentant des
granules internes tres riches en plomb, quels que soient les environnements, est pour la
premiére fois mise en évidence ici. Ainsi, comme il a été montré dans le chapitre I, les
bactéries sont rarement considérées dans le milieu pédologique et, bien que leur importance
soit toujours supposée, elles sont géneralement negligees fautes de données suffisantes sur
leur comportement dans le milieu naturel. A la lumiére des résultats obtenus ici, il est possible
de dire que les bactéries sont les vecteurs principaux de plomb dans les environnements
étudiés et ceci aussi bien sous forme d'individus isolés qu'en tant que constituants d'agrégats
réactifs. De plus, les résultats montrent que, dans les conditions des sols et de I'atmosphére, le
plomb est biodisponible. Cependant, il s'agit d'un élément fortement insoluble et aucune
source précise n'a été identifiée dans ce travail.

Par ailleurs, les expérimentations en laboratoire réalisées sur certains types de bactéries mises
en interaction avec un certain type de contaminants apportent la preuve que certains
microorganismes ont un impact sur la mobilisation et lI'immobilisation de I'arsenic dans

I'environnement, ce qui constitue une avancée dans la compréhension des phénoménes de
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transfert de contaminants par les microorganismes dans I'environnement et une base a

I'élaboration de processus de remédiation.

Importance des mécanismes d'agrégation dans le transport des PFC.

Enfin, le troisiéme point conceptuel qui merite d'étre souligné ici concerne la mise en
évidence de processus d'agrégation essentiels dans la dynamique du transport des PFC dans
I'atmosphére et dans les sols. Ce phénomeéne est ici de premiere importance, mettant en
relation les différents parametres influencant les PFC organiques et minérales généralement
étudiées séparément. Il semble nécessaire, a lI'avenir, de tenir compte de ces mécanismes dans

I'établissement de modeéles de transfert des PFC.

En résumé, la grande diversité des types de PFC souligné dans le chapitre | (figure 1.1) a pu
étre étudiée ici. Il apparait que ces particules ont des caractéristiques physico-chimiques trés
différentes les unes des autres. En effet, si leur taille est généralement inférieure a 0.45 um,
leur réactivité, leur abondance et leur origine sont autant de facteurs clés du transfert de
contaminants dans l'environnement sujet a de fortes variations liées aux conditions
environnementales.

Au regard des themes actuels de recherche et des défis encore nombreux dans ce domaine, ce
travail apporte une méthodologie efficace permettant de caractériser tous les types de PFC
naturels de tres petite taille, aussi bien morphologiquement que chimiquement, et de mettre en
évidence leurs réactivité, abondance et dynamique respectives de maniére précise en tenant
compte de parametres environnementaux des milieux dans lesquelles elles évoluent. Toutes
ces informations sont aujourd'hui encore parcellaires dans la littérature et la prise en compte
des PFC de tous types d'un environnement apparait, a la lumiére des résultats et points
conceptuels résumés ci-dessus, de premiére importance dans une problématique de transfert

d'éléments chimiques dans I'environnement.
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Perspectives

Les résultats énoncés ci-dessus, s'ils apportent des réponses aux problemes du transport des

PFC, permettent aussi d'ouvrir de nouvelles perspectives de recherches dans ce domaine.

Etudes in situ complémentaires

Les résultats de ce travail ont permis de mettre en évidence les types de particules et les
facteurs contrélant leur dynamique dans I'environnement naturel. 1l apparait utile de réaliser
des études similaires complémentaires, en utilisant le méme dispositif d'échantillonnage et la

méme méthodologie afin :

® de prolonger la période d'étude de maniere a couvrir des variations des conditions

climatiques a I'échelle annuelle ou pluri-annuelle ;

® de caractériser les types de PFC et les facteurs controlant leur dynamique dans d'autres
types d'environnement. Sont pressentis en particulier des sites-atelier bien connus et

notamment des sites agricoles recevant des amendements divers.

Expériences en conditions contrblées

Bien que les études in situ soient de premier intérét et incontournables pour caractériser les
objets et les facteurs en conditions naturelles et dans toute leur complexité, elles constituent
une premiére étape permettant de mettre en évidence les points importants. Nous avons
déterminé quels sont les facteurs contrélant la dynamique des PFC dans I'environnement
naturel ; il appartient maintenant de faire varier ces facteurs afin de mieux comprendre les
processus mis en jeu et de les quantifier dans une optique de modélisation. Pour ce faire, des
études en conditions contr6lées sur colonnes non-remaniées paraissent les plus appropriées.

Plusieurs facteurs ont été identifiés, il s'agit donc d'étudier le comportement des PFC en

faisant varier :
® |'intensité et les caractéristiques physico-chimiques de la pluie,

® |a présence d'un couvert végétal, avec et sans apport de minéraux connus sur les

feuilles (comme par exemple des kaolinites) et de microorganismes,

® |'état de saturation du sol et ses propriétés hydrodynamiques.
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Identification des microorganismes

Les microorganismes ont une part trés importante dans le pool particulaire et ils sont un des
acteurs majeurs du transfert de contaminants dans ce travail. 1l semble maintenat nécessaire
de caracteériser les especes présentes afin de mieux appréhender leurs propriétés métaboliques
et comprendre les processus qu'elles engendrent. Les nouvelles méthodes de type FISH
(Eickhorst & Tippkotter) ou FAME (Caesar-TonThat et al., 2007) basées sur des analyses de
séquence ADN par fluorescence ou séquencage de type 16S rDNA paraissent bien adaptées a
une telle caractérisation. Ceci permettrait notamment de réaliser des études sur les interactions

plomb-micro-organismes similaires a celles présentée dans le chapitre VI de ce travail.

Caractérisation des sources de plomb

Comme il a été souligné dans les conclusions ci-dessus, le contaminant principal détecté dans
les environnements étudiés est le plomb. De plus, le principal vecteur de cet élément est de
nature biologique : il s'agit des bactéries. Ce plomb, essentiellement biodisponible, n'a pas été
caractérisé jusqu'ici et il semble donc absolument nécessaire de tracer ces sources potentielles.
Pour cela, nous suggérons de réaliser une étude de tracage isotopique du plomb dans les eaux
de pluie, dans la solution de sol et sur les PFC (notamment les microorganismes) des
retombées atmosphériques et des eaux d'infiltration ainsi que dans les profils de sol. Les
méthodologies d'extraction des granules polyphosphatées décrites dans la littérature (Dodge &
Wackett, 2005; Eixler et al., 2005) semblent présenter un outil efficace dans la caractérisation

du plomb des granules observées tres fréquemment dans ce travail.

Investigation des mécanismes de micro-agrégation

Enfin, I'une des autres perspectives intéressante ouvertes par les résultats de ce travail porte
sur I'étude des processus d'agrégation des PFC. Nous proposons d'étudier physiquement et
chimiquement les mécanismes de micro-agrégation des nanoparticules entre elles dans des
expérimentations in vitro. En faisant varier des facteurs tels que la force ionique ou le pH des
solutions, nous proposons I'étude en microscopie (MET, ESEM, AFM) et granulométrie laser

de la micro agrégation de bactéries et argiles entre elles, avec ou sans contaminants associés.
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ANNEXE A

PRINCIPE D’ETUDES DES MINERAUX ARGILEUX

Dans I’ensemble de 1’étude deux types de PFC sont trés fréquents : les particules argileuses
automorphes et les particules argileuses altérées. Le chapitre 1V concerne la caractérisation
physico-chimique des PFC et notamment de ces deux types dans les différents milieux étudies
(8 NL1.1.1, 1112, M.2.2.1, HL.2.1.2., 111.3.1.1. et 111.3.1.2))
Dans cette étude la caractérisation des types d’argiles a été effectuée en microscopie
électronique a transmission (MET) avec un systéme d’analyse en spectroscopie d’analyse ne
dispersion d’énergie (EDX), ce qui permet d’obtenir des informations sur ’aspect physique
des PFC et sur leur composition chimique. A partir de ces données une caractérisation des
argiles est proposée. Elle s’appuie principalement sur deux modes de représentations des
analyses : une représentation sous forme de diagrammes ternaires (figures 4.4., 4.8., 4.33.,
4.38., 4.57. et 4.61.) et une représentation des compositions chimiques normalisées sur les
compositions de minéraux de références (figures 4.5., 4.9., 4.35., 4.58 et 4.62).
Ces modes de représentation ont ¢€t€¢ choisie afin d’une part de caractériser les argiles
présentes et d’autre part les éventuelles modifications chimiques les affectant.
Cette annexe présente la méthodologie utilisée afin de :

I. Calculer la formule structurale des PFC argileuses,

I1. Construire et interpréter les diagrammes ternaires,

I1l. Construire et interpréter les compositions chimiques normalisées.
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I. Calcul de la formule structurale des PFC argileuses

Les analyses obtenues en EDX sur les PFC sont nombreuses. La premiere étape consiste, en
associant I’analyse aux images de MET, a caractériser les argiles potentielles. Dans un
deuxiéme temps, le calcul du rapport Si/Al permet d’avoir une idée du type d’argile. La figure
A.1. présente les intervalles de valeur des rapports Si/Al pour les minéraux les plus fréquents.
Cependant, dans le milieu naturel et notamment le sol, ces rapports sont rarement identiques
aux rapports théoriques et il est nécessaire de corréler ceux-ci avec la nature des autres
éléments présent dans le minéral. En effet, la structure des argiles dépend certes de
I’empilement de ses feuillets (argiles 1:1, 2:1) qui gere le rapport Si/Al, mais aussi de la
nature des autres cations informant notamment de la présence ou non d’espace interfoliaires et
de leurs natures ainsi que du caractére di- ou tri-octaédrique des sites octaédriques. Pour le
calcul des formules structurales les argiles ont été considérées de deux types :

= des minéraux 1:1 (kaolinites) avec une formule structurale du type (Al, Mg, Fe); (Six,
Al3)205 (OH)4

= des minéraux 2:1 (illites, smectites et interstratifiés) avec une formule structurale du
type (Six, Alsy)a (Aly-@ax), Mg, Fe), O10(OH), (K, Ca, Na)n<os avec x le nombre de cation de
Si ety celui d’Al.
Sur ces bases, les formules structurales des argiles ont été calculées en utilisant 7 oxygeénes
pour les minéraux de type 1:1 et 11 oxygénes pour les minéraux de type 2:1, ce qui

correspond a une demi-maille structurale.

Ainsi, par exemple, une kaolinite ayant I’analyse en poids d’oxyde suivante :

Na,O = 0%; MgO = 0%; Al,03 = 46,30%); SiO, = 53,70% ; K,O = 0% ; CaO = 0% ; Fe,03 =
0% est proposeée avec la formule structurale suivante : (Al), (Sizg9, Alg01)Os (OH),4

De méme une illite dont I’analyse en poids d’oxyde est la suivante :

Na,O = 0%; MgO = 0%; Al,03 = 33,99%; SiO, = 54,33% ; K,0O =5,68% ; CaO = 0% ; Fe,O3
= 0% est proposée avec la formule structurale suivante : (Siz 27, Alo 73) (Aly1) O10(0H), (Ko 44)
Et une argile 2:1 (type smectite ou illite-smectite) avec I’analyse en poids d’oxyde suivante :
Na,O = 0%; MgO = 4,99%; Al,03; = 15,54%; SiO; = 64,02% ; P,05 = 4,08%; CIO = 1,12%
K,O = 1,31% ; CaO = 1,86% ; Fe,O3 = 7,08% % est proposée avec la formule structurale
suivante : (Siz gs, Alg14) (Algg7, Mo 45, Feo 32) O10(OH)2 (Ko,10, Cao 12)
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Ces exemples montrent que les calculs de sont pas toujours en totale adéquation avec les

formules théoriques des minéraux. Ainsi, si la kaolinite prise en exemple est parfaitement en

adéquation avec la formule théorique, ce n’est pas le cas des deux autres exemples. Dans le

cas de I’illite le nombre d’Al octaédrique est 1égérement supérieur a 2 ceci peut-étre d a une

perte en éléments alcalins dans 1’argile elle-méme, ou lors de I’analyse, qui fait augmenter de

maniére relative les taux de Si et Al analysés du fait du forcage a 100% induit par le mode de

calcul du logiciel EDX. A I’inverse, dans I’argile de type smectite ou illite-smectite prise dans

le troisi¢éme exemple, le nombre de cations octaédriques est inférieur a 2. Il peut s’agir, 1a

aussi, d’une perte en ¢éléments lors de ’analyse. Cependant, c’est en fait la présence de

phosphore et chlore dans cette analyse qui fait baisser les taux des autres éléments.
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Figure A.1. Classification des minéraux selon le rapport St/Al Les valeurs du rapport
SifAl sont en abscisse D’aprés Deer et al. (1965).
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II. Construction et interprétation des diagrammes
ternaires

Il apparait donc que les résultats des calculs basés sur la formule structurale doivent étre
analysés en détail. Pour ce faire un mode de représentation en diagramme ternaire a été choisi
ici. Les trois p6les choisis pour le diagramme sont appelés 4Si, R3 et M+ et correspondent
respectivement aux cations du site tétraédrique, aux cations du site octaédrique et aux cations
présents dans 1’interfoliaire.

Les coordonnées des points pour chacun des pbles sont calculées comme suit :

Péle 4Si = nombre de Si*'/4

Pole R3 = (nombre de AI**/3 + nombre de Mg?*/2 + nombre de Fe**/3)

P6le M+ = (nombre de K* + nombre de Ca?*/2 + nombre de Na*)

Dans un tel diagramme chaque type d’argile a un domaine propre. Ainsi, des minéraux de
références sont placés dans le diagramme afin de matérialiser ces domaines. Les minéraux de
référence sont les minéraux « sources » de la Clay Mineral Society disponible en ligne sur le
site http://www.agry.purdue.edu/cjohnston/sourceclays/chem.htm auxquels a été ajouté un
feldspath représentant le matériel parent. La figure A.2. montre les minéraux de référence
dans un diagramme 4Si-R3-M+. 1l apparait trés nettement 1’évolution depuis les feldspaths
vers les kaolinites qui suit les processus d’altération typique de la formation des argiles
correspondant a un lessivage des cations interfoliaires puis octaédriques (I’aluminium restant
le moins mobile de tous les éléments). La gibbsite (Al (OH)3) terme ultime de 1’altération

n’est pas représentée ici.
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Figure A. 2. Diagramme Si4-R3-M+ pour les minéraux de références. Si¢ : pdle
représentant le nombre de cations de silicium tétraédrique divisé par sa valence 4. R3 :
somme des cations octaédriques divisés par leurs valences. M+ : Somme des cations

échangeables divisés par leurs valences.

Les formules des minéraux de référence sont les suivantes :

= Pour la kaolinite le point correspond a une moyenne des Kaolinites KGa-1 et KGa-2
avec les caractéristiques de KGa — 1 telles que:
Origine: Conté de Washington, Géorgie, USA (stratigraphie incertaine)
Composition chimique (%) : SiO,: 44,2, Al,03: 39,7 ; TiO, : 1,39 ; Fe,03: 0,13 ; FeO :
0,08 ; MnO : 0,002 ; MgO : 0,03 ; CaO : n.d. ; Na,O : 0,013 ; K;0:0,05; F:0,013; P,Os:
0,034 ; Perte au feu : -550°C : 12,6; 550-1000°C : 1,18.
Capacité d’échange cationique (CEC) : 2,0 meqg/100g
Surface spécifique : 10,05 +/- 0,02 m?/g
Structure : (Mgo,o2, Cao o1, Nao o1, Koo1)[Alsgs, Fe* 0,02, My, Tig11][Sisgs, Alo17] O10(OH)s

Les caractéristiques de KGa — 2 telles que :

Origine: Conté de Warren, Géorgie, USA (tertiaire)
Composition chimique (%) : SiO,: 44,9, Al,03: 38,5 ; TiO, : 2,08 ; Fe;03: 0,98 ; FeO :
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0,15; MnO : n.d. ; MgO : 0,03 ; CaO : n.d. ; Na,O : <0,005 ; KO : 0,065 ; S:0,02; P,Os :
0,045 ; F: 0,02 ; Perte au feu : -550°C : 12,6; 550-1000°C : 1,17.

Capacité d’échange cationique (CEC) : 3,3 meqg/100g

Surface spécifique : 23,50 +/- 0,06 m*/g

Structure : (Cay., Ky )[Als g6, Fe*0,07, My, Mgyr,, Tio16][Sis,00] O10(OH)s

= Pour la smectite, la montmorillonite sodique SWy-1 dont les caractéristiques sont :
Origine: Conté de Crook, Wyoming, USA (crétace)
Composition chimique (%) : SiO,: 62,9, Al,03:19,6 ; TiO, : 0,09 ; Fe,O3: 3,35 ; FeO :
0,32 ; MnO : 0,006 ; MgO : 3,05; CaO : 1,68 ; Na,O : 1,53 ; K;O:0,53; F: 0,111 ; P,0s :
0,049 ; S: 0,05 ; Perte au feu : -550°C : 1,59; 550-1000°C : 4,47.
Capacité d’échange cationique (CEC) : 76,4 meq/100g
Surface spécifique : 31,82 +/- 0,22 m%/g
Structure : (Cag 12, Nag a2, Ko,os)[Als01, Fe* 0,41, MNo 01, Mo 4, Tio02][Si7.g8, Alo 2] O20(OH)4

= Pour I’illite-smectite a 60% illite et 40% smectite, L’illite-smectite ISMt-2 dont les
caractéristiques sont :
Origine: Shale de Mancos (crétace)
Composition chimique (%) : SiO,: 51,2, Al,03 : 26,3 ; TiO,: 0,17 ; Fe;03: 1,49 ; FeO: 0,1 ;
MnO : 0,01 ; MgO:241;Ca0:1,4;Na0:0,04;K,0:4,74 ; Perte au feu : 12,6.
Structure : (Mgo,0s, Cao 1, Nao o1, Koga)[Als a7, Fe* 0,16, Fe* 0,01, MNyr., Mo .as, Tio,02][Si7 08,
Alg 2] O2(0OH)4

» Pour I’illite le point correspond a une moyenne des illites IMt-1 et M8 (Srodon et al.,
1986) avec les caractéristiques de IMt-1 telles que:
Origine: Silver Hill, Montana, USA
Composition chimique (%) : SiO,: 49,3, Al,03 : 24,25 ; TiO, : 0,55 ; Fe,03: 7,32 ; FeO :
0,55; MnO : 0,03 ; MgO : 2,56 ; CaO : 0,43 ; Na,O : 0,00 ; K,O : 7,83 ; P,Os : 0,08 ; Perte au
feu : 8,02,
Structure : (Mdo,00, Cao 06, K1,37) [Al269, F&**0.76, MNir., Mdo.43, Tio06][Sis 77, Al1,23] O20(OH)a

Les caractéristiques de M8 telles que :
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Origine: Aymestry, Worcestershire, UK

Composition chimique (%) : SiO;: 51,25, Al,05: 23,53 ; TiO, : 0,17 ; Fe,O5: 2,02 ; FeO :
0,33 ; MnO : n.d. ; MgO : 3,32 ; CaO : 0,59 ; Na,O : 0,05 ; K,O: 7,61 ; P,Os : 0,02
Capacité d’échange cationique (CEC) : 22,3 meq/100g

Surface spécifique : 220 m?/g

Structure : (Nag,01, Caoo1, Ko.72) [Alvss, Fe**0.06, F€**0,01, Mo 28][Si3 53, Alo.47] O10(OH

= Pour le feldspath, 1’orthose de Spencer (Spencer, 1930), dont les caractéristiques sont :
Origine : Ceylan
Composition chimique (%) : SiO;: 64,66, Al,O3: 19,72 ; Fe;,O3: 0,08 ; MgO : tr. ; CaO :
0,34 ; Na;O : 3,42 ; K;0: 11,72
Structure : (Ko s, Nag 3, Cay.) Al1 s Siz950s

Cette représentation permet donc de déterminer les types de PFC argileuses analysée avec

précision tout en les comparant avec des minéraux de référence connus.
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1. Construction et interpréetation des diagrammes de
compositions chimiques normalisées

Cependant, le mode de représentation en diagramme ternaire ne permet pas, d’une part, de
dissocier les éléments chimiques regroupés en chacun des pdles et, d’autre part, de
caractériser la présence d’éléments absents dans la représentation en diagramme ternaire. Afin
de pallier ces manques nous proposons une représentation des compositions des PFC
argileuses sous forme de diagrammes de compositions chimiques normalisés aux
compositions des minéraux de références pre-cités. La composition en nombre de cations par
demi-maille des minéraux référents est donnée dans le tableau A.1. La figure A.3.a présente
un exemple de spectre normalisée d’une kaolinite, la figure A.3.b celui d’un interstratifi¢
illite-smectite. En abscisse de ces spectres sont représentés les éléments pris en compte lors de
I’analyse, classé en ordre croissant de leur poids atomique. Pour toutes ces figures la ligne y
= 1 correspond a la composition chimique du minéral référent et tous les points situés au
dessus de cette ligne sont considérés comme des anomalies positives pour I’élément considéré
et les points situés au dessous (valeur entre O et 1) sont considérés comme des anomalies
négatives. Ceci est alors 1’expression d’une composition chimique différente de celle du

minéral référent.

Kaolinite lllite-Smectite Ilite
Composition AN, Compostition AN, Composition AN.
Na 0 0.03 0.4000 0
Mg 0 0.25 0.0396 0.30 0.0330
Al 3.85 0.0026 212 0.0047 1.95 0.0051
Si 3.92 0.0026 357 0.0020 3.48 0.0029
P 0 0 0
S 0 0 0
Cl 0 0 0
K 0 0.45 0.0223 0.68 0.0147
Ca 0 0.08 0.1290 0.02 0.6061
Fe 0.05 0.2222 0.07 0.1429 0.19 0.0516
Zn 0 0 0
As 0 0 0
Pb 0 0 0

Tablean A.1. Composition en cations des minéraux de référence et valeurs d anomalies
négatives (A.N.) lors de [’absence toiale d’élément du minéral référent dans le minéral
analyse.

271



Annexes

Ces spectres étant des normalisations, lors de I’absence d’un élément dans le minéral référent
la valeur de normalisation devient infini, il est donc nécessaire de fixer une valeur supérieur a
zéro pour les cations absent des minéraux référents et analysés. Nous avons choisi de fixer
cette valeur a 0,01 cation par demi-maille. De ce fait, un point situé sur la ligne y=10
correspond & une anomalie positive de 0,1 cation par demi-maille et un point situe sur la ligne
y=100 correspond a la présence d’un cation. Les éléments traduisant ces anomalies positives
sont alors soit dans le réseau cristallin du minéral, soit ils appartiennent a une autre phase. A
I’inverse, lorsque le minéral analysé est totalement dépourvu en un des ¢léments présent dans
le minéral référent, la valeur de I’anomalie négative est dépendante du nombre de cations de
cet élément présent dans le minéral référent. Ces valeurs sont donc fixes pour chaque élément
de chacun des type et sont résumées dans le tableau A.1. L’étude des différentes anomalies
positives et négatives d’un minéral ou d’un type de minéral permet alors de déterminer
laquelle des deux hypothéses est correcte. En effet, la connaissance du réseau cristallin
permet de vérifier si les amplitudes des anomalies sont en adéquation avec d’éventuelles
substitutions, auquel cas il s’agit d’éléments du réseau cristallin, ou si elles ne sont pas
compensables les unes avec les autres a I’intérieur d’'un méme site cristallin, auquel cas les
éléments présentant des anomalies positives appartiennent a une autre phase.

Par exemple, une anomalie positive forte en Fe, liée & une anomalie négative forte en Mg sans
anomalie en Al montre que 1’argile analysé possede du fer a la place du magnésium dans le
site octaédrique. A I’inverse, si la méme anomalie en fer existe et pas d’anomalie en Mg et Al,
alors le fer est en exces est n’entre pas entiérement dans la composition du feuillet
octaédrique, une part est donc liée a une autre phase, c’est le cas des deux exemples de la

figure A.3.

272



Annexes

Na Mg Al Si P S Cl K Ca Fe 2Zn As Pb
10
1 ~ \{/ S
O
0.1
0.01 -

b Na Mg Al Si P S Cl K Ca Fe 2Zn As

Pb

100 L 1 I 1 1 I 1 1 1 1

A

® ©

10

-

0.1

O
O

0.01

Figure A.3. Compositions mineralogiques normalisées. a) kaolinite normalisée, b) illite-
smectite normalisée. Les cercles représentent les valeurs danomalies négatives lorsque

le mineral analysé est dépourvi de l'élément consideére.
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