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Titre : Développement et application de l’analyse dirigée par l’effet pour la 

recherche et l’identification de contaminants à risque présents dans les sols 
des sites pollués 

Résumé : Le sol est une ressource rare remplissant de nombreuses fonctions nécessaires 
au bon fonctionnement des écosystèmes et de nos sociétés. Malgré tout, il subit des 
pressions anthropiques à l’origine de sa déterioration. Ainsi en Europe, 16% du territoire est 
sujet à des degradations des sols. Une des menaces affectant l’homeostasie des sols est la 
contamination chimique issue des sites à activités industrielles. Ces sites contaminés, 
estimés au nombre 2,5 millions en Europe sont à l’origine d’un risque pour la santé humaine 
et environnementale. Malheureusement, à l’heure actuelle, il n’existe pas de cadre 
réglementaire européen commun concernant la gestion de ces sites, dont les diagnostics 
sont réalisés uniquement sur des listes restreintes de molécules et les polluants prioritaires. 
Cependant, la contamination des sols est généralement issue de mélanges complexes dont 
la toxicité est due à un ensemble de contaminants. L’objectif de cette thèse concerne 
l’identification de composés à l’origine de la toxicité des sols pollués en appliquant une 
analyse dirigée par l’effet (EDA), une technique qui combine des analyses biologiques et 
chimiques à un fractionnement physico-chimique. Après le développement de l’EDA pour les 
matrices solides, cette approche a été utilisée sur site afin d’identifier des composés liant le 
recepteur des hydrocarbures aromatiques (AhR). Ceci à permis de mettre au jour des 
contaminants à activité biologique non pris en compte dans les diagnostics des sols pollués 
tels que des hydrocarbures aromatiques polycycliques non prioritaires selon l’US-EPA, leurs 
produits d’oxydation ainsi que des composés contenant des N-,S-,O-Heterocyles. 

Mots clés : EDA, sols pollués, Composés aromatiques polycycliques (CAP), Recepteur aux 
hydrocarbures aromatiques (AhR). 
 

Title : Development and application of the effect-directed analysis for research 
and identification of risk contaminants in soils of polluted sites 

Abstract : The soil is a scarce resource fulfilling many functions necessary for the proper 
functioning of ecosystems and societies. Nevertheless, it suffers human pressures causing 
its deterioration. In Europe, 16% of the territory is subject to soil degradations. One of the 
threats to the soil homeostasis is the chemical contamination from industrial activity sites. 
These contaminated sites, estimated to number of 2.5 million in Europe are causing a risk to 
human and environmental health. Unfortunately, at present there is no common European 
regulatory framework for the management of these sites, whose diagnoses are made only on 
short lists of molecules and priority pollutants. However, soil contamination generally comes 
from complex mixtures whose toxicity is due to a combination of contaminants. The aim of 
this work concerns the identification of compounds responsible for the toxicity of the 
contaminated soil by applying an effect-directed analysis (EDA), a technique which combines 
biological and chemical analyzes to a physico-chemical fractionation. After the development 
of EDA on the solid matrices, this approach has been used on polluted sites to identify the 
compounds binding to the aryl hydrocabon receptor (AhR). This allowed to highlight 
contaminants with a biological activity not included in the diagnoses of polluted soils such as 
polycyclic aromatic hydrocarbons non-priority according to US-EPA, their oxidation products 
and compounds containing N -, S-, O-heterocycles. 

Keywords : EDA, polluted soils, Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAC), aryl 

hydrocabon receptor (AhR). 

 



3 

 

 

Environnement et Paléoenvironnement Océaniques et Continentaux (EPOC) 
Equipe de Physico- et Toxico-Chimie de l’environnement (LPTC) 

UMR CNRS 5805 EPOC, Université de Bordeaux 
Batiment A12, 2ème étage Ouest 

351 Cours de la Libération 
33405 Talence, France 

 
Fondation INNOVASOL associant l’université Bordeaux Montaigne, la région 

Aquitaine, EDF, GDF-SUEZ, TOTAL et la SNCF comme fondateurs 

Fondation Partenariale Innovasol  
 1 allée F.Daguin  

33607 Pessac Cedex France  



4 

 

Remerciements 
 

Tout d’abord, merci aux membres du jury d’avoir jugé ce travail et pour leur remarques 

constructives. Merci à M Pierre Faure, directeur de recherche au sein du LIEC à Nancy et à M 

Christian Mougin, directeur de recherche à l’INRA de Versailles qui m’ont fait l’honneur 

d’évaluer ce travail en tant que rapporteurs. Merci également à M. Sélim Aït-Aïssa, cadre de 

recherche à l’INERIS à Verneuil-en-Halatte et à M Olivier Atteia, professeur à l’ENSEGID à 

Bordeaux pour avoir été examinateurs lors de ma soutenance de thèse. 

Merci à la fondation Innovasol et à ses membres fondateurs de m’avoir fait confiance dans la 

réalisation de ce travail. Je tiens plus particulièrement à remercier M Olivier Atteia, 

responsable scientifique qui a su me conseiller et M Jean-Louis Crabos en tant que directeur 

du programme. 

Merci à l’INERIS pour leur collaboration et pour m’avoir accueilli lors de ces travaux au sein 

de l’unité ECOT à Verneuil-en-Halatte. Merci à M Sélim Aït-Aïssa pour son expertise 

scientifique en culture cellulaire et à Mme Emmanuelle Maillot-Marechal ainsi qu’à Nicolas 

Creusot pour leur bonne humeur, leurs conseils et la bonne ambiance de travail lors de mes 

expériences biologiques. 

Je tiens à remercier le laboratoire EPOC et plus particulièrement l’équipe LPTC pour leur 

accueil au sein de leurs locaux et pour m’avoir permis de travailler avec du matériel de 

pointe en chimie analytique. Je tiens plus particulièrement à remercier Hélène Budzinski 

pour l’encadrement de ces travaux ainsi que son expertise scientifique et Marie-Hélène 

Devier pour ses conseils avisés. 

Merci à Karyn Le Menach avec qui j’ai longuement travaillé pour réaliser les analyses 

chimiques par chromatographie en phase gazeuse et qui a su résoudre de nombreux 

problèmes lors de mes analyses  

Merci à Caroline Gardia-Parège pour son amitié mais également pour m’avoir formé à la 

préparation des échantillons lors de l’analyse dirigée par l’effet. Merci également pour les 

bons moments que nous avont passé ensemble que ce soit au LPTC ou à l’INERIS. 

Merci à Laura FUSTER ([fystɶr]) pour son amitié et pour l’ensemble du travail que nous 

avons réalisé ensemble en culture cellulaire. 

Merci à l’ensemble de l’équipe permanente du LPTC. Je pense à Laurent avec qui j’ai 

beaucoup appris sur l’ASE, à Sylvie avec qui j’ai partagé la responsabilité de certaines salles, 

à Pierre pour les discussions que nous avons eu et le combattant acharné dans la fermeture 

de nos sessions internet ainsi qu’à Manou et Patrick pour les conversations du midi au Haut-

Carré. Merci aussi à Edith pour les nombreuses questions que je lui ai posées sur la matière 



5 

 

organique et à Nathalie Geneste pour la tentative d’étude de docking des composés actifs 

retrouvés dans cette thèse. 

Merci à l‘ensemble de mes collègues de bureau qui ont su garder des nerfs d’acier en ma 

présence. Merci pour cela à Caroline, Laura, Yann, Mathilde (qui a su souffrir en silence) et 

Hugues Bijoux. 

Merci à l’ensemble des thésards du laboratoire que j’ai eu l’occasion de côtoyer durant ces 

travaux et avec qui j’ai, bien entendu, beaucoup échangé scientifiquement mais également 

créé des liens d’amitié. Merci pour ce fait à Rami, Coralie, Yann, Justine, Hugues, Hôi, 

Nathalie (que j’adore), Caroline (Les deux), Gabriel (et les parties de tennis), Théo, Mathilde, 

Laura, Vincent, Jérémie et Laurine. 

Merci à Baptiste, Mohamed, Caroline Martin, Thomas Geny, Thomas Corrales, Lucas, Jérémy, 

Laura Mouret, Pierre Van Delft, Céline et Maylis pour leur amitié et les bons moments passés 

ensemble. 

Merci à mes amis de longue date. Merci au quatuor magic composé de Yohan, Adrien et 

Cédric qui sont comme des frères pour moi. Merci également à Nicolas même s’il avait 

oublié ma date de soutenance. 

Merci à ma famille et plus particulièrement à ma mère, mon père et ma sœur pour leur 

soutien indéfectible. 

Merci à tous ceux que j’aurais pu oublier ici. Sachez que je pense à vous tout de même. 

Et merci à toi, mon Amour d’être là tout simplement. 

  



6 

 

SOMMAIRE 

GLOSSAIRE ..................................................................................................................................................... 10 

TABLE DES FIGURES ........................................................................................................................................ 13 

TABLE DES TABLEAUX ..................................................................................................................................... 15 

PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS ........................................................................................................... 17 

INTRODUCTION GENERALE ............................................................................................................................ 18 

I. SYNTHÈSE BIBLIOGRAPHIQUE ................................................................................................................ 21 

I. INTRODUCTION .............................................................................................................................. 22 

II. LE SOL ET SON IMPORTANCE ............................................................................................................. 22 

III. LES MENACES AFFECTANT LES SOLS .................................................................................................... 24 

1. La perte de matière organique ............................................................................................................ 24 

2. L’imperméabilisation des sols .............................................................................................................. 26 

3. La salinisation ...................................................................................................................................... 26 

4. L'érosion des sols et les glissements de terrain.................................................................................... 26 

5. Le compactage du sol .......................................................................................................................... 26 

6. Le changement ou la diminution de biodiversité ................................................................................. 27 

7. La contamination des sols ................................................................................................................... 27 

IV. CARACTERISTIQUES DES SITES CONTAMINES EN EUROPE ....................................................................... 27 

1. Comptabilisation des sites et sols pollués ou potentiellement contaminés en Europe. ....................... 28 

2. Les sources de contamination des sites et sols pollués ........................................................................ 29 

3. La gestion et les coûts des sites contaminés ou potentiellement contaminés ..................................... 30 

4. Les contaminants issus des sites et sols pollués................................................................................... 33 

4.1. La contamination inorganique: les métaux lourds ................................................................................ 33 

4.2. La contamination organique .................................................................................................................... 34 

4.2.1. Les huiles minérales .................................................................................................................................. 34 

4.2.2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (ou HAP) .......................................................................... 34 

4.2.3. Les hydrocarbures aromatiques (BTEX) .................................................................................................... 36 

4.2.4. Les hydrocarbures chlorés ........................................................................................................................ 36 

5. L'évaluation des risques environnementaux des sols contaminés ....................................................... 37 

5.1. La réglementation ..................................................................................................................................... 37 

5.2. Complexité de la contamination chimique............................................................................................. 41 

V. LA BIO-ANALYSE: LIEN ENTRE LES CONTAMINANTS ET LES EFFETS BIOLOGIQUES ......................................... 42 

VI. CONCLUSION ................................................................................................................................. 46 

II. METHODOLOGIE .................................................................................................................................... 48 

I. LES SITES D’ETUDE ET L’ECHANTILLONNAGE ........................................................................................ 49 



7 

 

1. Premier site d’étude : Centrale de traitement de bois par la créosote ................................................ 49 

1.1. Rappels sur la créosote de goudron de houille ......................................................................................................... 49 

1.2. Informations sur le site d’après la base de données gouvernementale Basol .......................................................... 50 

1.3. Plan du site et échantillonnage ................................................................................................................................. 51 

2. Deuxième site d’étude : Usine de traitement de gaz ........................................................................... 53 

2.1. Informations sur le site d’après la base de données gouvernementale Basol .......................................................... 53 

2.2. Plan du site et échantillonnage ................................................................................................................................. 53 

1. Troisième cas d’étude : Une boue de station d’épuration urbaine, amendement possible pour la 

réhabilitation des sols industriels pollués ? .................................................................................................. 56 

2. Caractéristiques de la station d’épuration Louis fargues .................................................................... 57 

II. LA DEMARCHE D’ETUDE D’UN SITE .................................................................................................... 59 

III. METHODE D’EXTRACTION DES CONTAMINANTS ................................................................................... 60 

1. Les différentes méthodes d’extractions appliquées aux matrices solides............................................ 61 

2. Choix de l’extraction accélérée par solvant et la méthode employée ................................................. 64 

IV. LE SCREENING PRELIMINAIRE DES SOLS D’UN SITE POUR CHOISIR LES MEILLEURS CANDIDATS A FRACTIONNER . 67 

1. Analyses chimiques .............................................................................................................................. 67 

1.1. Analyses ciblées ........................................................................................................................................................ 67 

1.1.2. Analyse des PCB ........................................................................................................................................ 68 

1.1.3. Analyse des HAP ........................................................................................................................................ 69 

2. Analyses non ciblées : la notion d’empreinte chromatographique ...................................................... 70 

3. Analyses biologiques ............................................................................................................................ 71 

3.1. Les outils in vivo ........................................................................................................................................................ 72 

3.2. Les outils in vitro ....................................................................................................................................................... 73 

3.2.1. Les outils in vitro impliquant les récepteurs nucléaires .......................................................................... 73 

3.2.2. Les outils in vitro impliquant les récepteurs nucléaires utilisés dans cette étude : Choix des lignées, 

entretien et déroulement des bioessais .............................................................................................................. 75 

3.3. Les autres tests in vitro utilisés lors de l’étude ......................................................................................................... 81 

3.3.1. Test de génotoxicité : Le SOS-Chromotest .................................................................................................. 82 

3.3.2. Les tests de toxicité aigüe : Le microtox et l’inhibition de croissance algale de Pseudokirschnerilla 

Subcapitata ............................................................................................................................................................... 82 

4. Equilibre des masses : Lien entre les analyses chimiques et biologiques ............................................. 83 

V. FRACTIONNEMENT DE L’EXTRAIT DU SOL SELECTIONNE PAR CLHP .......................................................... 85 

1. La méthode en phase inverse (RP-CLHP) ............................................................................................. 86 

2. La méthode en phase normale ............................................................................................................ 87 

3. Sélection du type de fractionnement en HPLC à appliquer sur les sols étudiées ................................. 88 

VI. ANALYSE CHIMIQUES DES FRACTIONS POSITIVES POUR L’IDENTIFICATION DES COMPOSES BIOLOGIQUEMENT 

ACTIFS .................................................................................................................................................. 89 

1. Généralités sur la chromatographie et la spectrométrie de masse ..................................................... 89 

2. Les analyses par GC-(Q)/ToF ................................................................................................................ 92 



8 

 

3. Les analyses par LC-Q/ToF ................................................................................................................... 93 

VII. LES APPROCHES POUR CONFIRMER DES MOLECULES IDENTIFIEES POTENTIELLEMENT ACTIVES ...................... 96 

VIII. LA DEMARCHE QUALITE APPLIQUEE LORS DES EXPERIENCES ................................................................... 97 

1. Le processus qualité au cours de l’approche EDA ................................................................................ 97 

2. Les biotests et leurs témoins ................................................................................................................ 97 

3. Suivi qualité des analyses chimiques ................................................................................................... 97 

IX. RESUME DE L’APPROCHE ................................................................................................................. 98 

III. RESULTATS ........................................................................................................................................... 100 

I. DEVELOPPEMENTS METHODOLOGIQUES........................................................................................... 101 

I. Résultats des différents bioessais appliqués au site d’étude contaminé par la créosote .................. 102 

1. Choix de la lignée pour l’activité AhR ..................................................................................................................... 103 

1.1. Résultats .................................................................................................................................................. 103 

1.2. Discussion sur les résultats des tests des lignées cellulaires ................................................................... 104 

1.3. Conclusion sur l’activité AhR ................................................................................................................... 105 

2. Les tests de toxicité aigue ....................................................................................................................................... 105 

2.1. Inhibition de croissance de Pseudokirchneriella subcapitata .................................................................. 105 

2.2. Le test sur Vibrio Fischeri : Le Microtox© ............................................................................................... 106 

2.3. Discussion sur les résultats des deux tests de toxicité aiguë .................................................................. 106 

2.4. Conclusion sur les tests de toxicité aiguë ................................................................................................ 108 

3. SOS-chromotest : la détection de molécules potentiellement génotoxiques ........................................................ 108 

3.1. Résultats .................................................................................................................................................. 108 

3.2. Discussion ................................................................................................................................................ 109 

3.3. Conclusion ............................................................................................................................................... 109 

4. Conclusion sur les biotests et leur compatibilité avec la démarche EDA ................................................................ 109 

II. Les tests méthodologiques pour l’approche EDA ............................................................................... 110 

1. Comparaisons entre un fractionnement en phase normale et en phase inverse ................................................... 110 

2. Vérification de l’additivité des effets sur une extraction séquentielle par ASE ...................................................... 113 

3. Conclusion sur les tests d’extraction et de fractionnement ................................................................................... 116 

II. MISE EN ŒUVRE DE L’EDA : PREMIERE ETAPE, CRIBLAGE DES SOLS EN VUE DE SELECTIONNER LES SOLS A 

FRACTIONNER ...................................................................................................................................... 117 

I. Criblage des sols du site contaminé par la créosote pour sélectionner le sol le plus pertinent à 

fractionner et pour une analyse chimique plus poussée. ............................................................................ 118 

1. Dosage des HAP et PCB ........................................................................................................................................... 118 

2. Analyse biologique des sols .................................................................................................................................... 119 

3. Comparaison des empreintes chromatographiques des sols du site ...................................................................... 121 

4. Conclusion sur le criblage du site et sélection du sol à fractionner ........................................................................ 122 

II. Criblage des sols du site de traitement de gaz pour sélectionner le sol le plus pertinent à fractionner 

et pour une analyse chimique plus poussée. .............................................................................................. 123 

1. Les analyses ciblées ................................................................................................................................................ 123 



9 

 

1.1. Analyse des HAP ...................................................................................................................................... 123 

1.2. Analyse des PCB ...................................................................................................................................... 124 

2. Analyse biologique des sols .................................................................................................................................... 125 

3. Comparaison des empreintes chromatographiques des sols du site ...................................................................... 127 

4. Conclusion sur le criblage du site et sélection du sol à fractionner ........................................................................ 127 

III. MISE EN ŒUVRE DE L’EDA : ETAPE 2, APPLICATION DE L’EDA AUX SOLS SELECTIONNES LORS DES CRIBLAGES 

DES SITES ET A LA BOUE DE STATION D’EPURATION ..................................................................................... 128 

1. Article 1 : Application de l'analyse dirigée par l’effet pour identifier des polluants organiques dans les sols 

industriels pollués par de la créosote ................................................................................................................ 129 

2. Article 2 : Identification de ligands AhR présents dans un sol contaminé d'une usine de traitement de gaz 

par une approche d’analyse dirigée par l’effet. ................................................................................................ 151 

3. Application 3 : Analyse dirigée par l’effet d’une boue de station d’épuration : boue pouvant servir 

comme amendement sur les sols industriels pollués. ................................................................................. 171 

 1. Activité biologique de l’extrait brut et des différentes fractions .............................................................. 171 

1.1. Activité œstrogénique ............................................................................................................................. 171 

1.2. Activité AhR ............................................................................................................................................. 172 

 2. Analyses non ciblées en GC-(Q)/ToF et LC-Q/ToF ..................................................................................... 173 

 3. Conclusion de l’utilisation de la demarche sur la boue de station d’épuration ........................................ 174 

      4. Conclusion de l’application de l’EDA sur des matrices solides ........................................................... 175 

DISCUSSION GENERALE ................................................................................................................................ 176 

I. L’EDA ET SES DIFFERENTES ETAPES ................................................................................................. 177 

1. L’extraction des composés : Vers une prise en compte de la bioaccessibilité ? ................................. 177 

2. Le fractionnement .............................................................................................................................. 179 

3. Les bioessais : Limites et avantages .................................................................................................. 179 

4. L’identification de composés : une analyse complexe ....................................................................... 180 

5. Confirmation : L’étape limitante de l’analyse dirigée par les effets .................................................. 186 

6. Conclusion sur l’EDA .......................................................................................................................... 189 

II. DISCUSSION SUR LES COMPOSES ANALYSES ET PERSPECTIVES D’ETUDES SCIENTIFIQUES ............................. 189 

CONCLUSION GENERALE .............................................................................................................................. 190 

RÉFÉRENCE ................................................................................................................................................... 192 

ANNEXES ...................................................................................................................................................... 212 

ANNEXE 1 : PROFIL DE FRACTIONNEMENT PAR NP-HPLC ........................................................................... 213 

ANNEXE 2 : COMPOSES TESTES POUR LEUR ACTIVITE AHR........................................................................... 214 

ANNEXE 3 : COURBES DOSE-REPONSE DES COMPOSES ACTIFS ...................................................................... 216 

ANNEXE 4 : PRIX DES COMPOSES ............................................................................................................ 225 

ANNEXE 5 : COMPOSES IDENTIFIES ET DOSES PAR GC/MS .......................................................................... 226 



10 

 

Glossaire



11 

 

ACN : Acétonitrile 
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MS : Mass spectrometry 
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MSD : Mass Selective Detector 
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Avec le développement industriel du XXème siècle, de l’agriculture intensive et 

l’augmentation de la population, la production de substances chimiques a augmenté 

exponentiellement depuis le siècle dernier. De nos jours, ce n’est pas moins de 100 000 

substances chimiques qui sont utilisées dans notre vie quotidienne. Elles sont au centre de 

notre économie et jouent un rôle important que ce soit au niveau de l’emploi, du commerce ou 

de l’économie internationale. Cependant, nombre de ces substances peuvent avoir un impact 

sur nos écosystèmes et affecter durablement notre environnement. La prise de conscience de 

cette pression anthropique d’origine chimique sur les écosystèmes est marquée en 1972 par la 

déclaration de Stockholm où pour la première fois, les questions écologiques sont placées au 

plan international. Dès lors, la « révolution environnementale » est en marche. D’autres 

conventions et protocoles internationaux suivront dans cette voie tels que la convention de 

Vienne (1982) et le protocole de Montréal (1987) sur la protection de la couche d’ozone, la 

convention de Bâle (1989) afin de réduire les mouvements transfrontaliers des déchets 

dangereux, le sommet de Rio (1992) et la convention de Rotterdam (1998). 

Suite à ces accords internationaux, des réglementations nationales visant à assurer un 

haut niveau de protection de la santé humaine et environnementale ont aussi été instituées par 

les trois principaux producteurs, exportateurs et utilisateurs de substances chimiques. Ces 

textes tendent à limiter ou interdire la commercialisation de substances chimiques 

dangereuses. Ces programmes sont le ‘Toxic Substances Control Act’ (TSCA) mis en place 

aux Etats-Unis en 1976, le ‘Canadian Environmental Protection Act’ (CEPA) créé en 1999 et 

l’instauration du règlement de ‘Registration, Evaluation, Authorization and restriction of 

CHemicals’ (REACH) dans l’Union Européen en 2007. Malgré tout cela, l’emploi de 

substances chimiques augmente continuellement ; ainsi le Programme des Nations Unies pour 

l’Environnement (PNUE) prévoit une augmentation  globale de 3% des ventes de produits 

chimiques par an jusqu’à l’horizon de 2050. Il en résulte une dispersion d’un large spectre de 

molécules dans l’environnement qui peuvent avoir un impact plus ou moins important sur la 

santé humaine ou les écosystèmes. 

Les mélanges complexes présents dans l’environnement pouvant avoir un large spectre 

d’impacts, il est de ce fait compliqué d’identifier quels contaminants sont à l’origine de la 

toxicité du milieu et de conclure sur le risque environnemental. Malgré tout, à l’heure 

actuelle, les analyses ciblées restent prédominantes pour l’évaluation de ce risque. Cette 

approche non exhaustive est problématique si les contaminants en cause sont inconnus. C’est 

pourquoi développer des analyses non ciblées couplant des bioessais in vitro et des analyses 

chimiques afin d’effectuer des diagnostics environnementaux semble être une solution 

acceptable. Elles permettraient d’identifier les molécules responsables d’effets délétères et 

ainsi améliorer l’évaluation du risque. Une de ces approches de bioanalyse a été développée 

par des chercheurs dans les années 80. Elle est appelée ‘analyse dirigée par l’effet’ (EDA) et 

semble prometteuse dans l’identification de contaminants responsables d’effets biologiques. 

En combinant une simplification de l’échantillon par un fractionnement physicochimique, des 

analyses biologiques et chimiques, elle permet d’identifier les polluants et de quantifier leurs 

contributions aux les effets toxiques d’un mélange (Brack, 2003). 

 Du fait de la réglementation (directive cadre sur l’eau et directive air), les milieux 

aquatiques et atmosphériques font l’objet de nombreuses études, suivis et leur contamination 

est de fait bien documentée. Contrairement à cela, la contamination des sols ne fait pas l’objet 

d’une réglementation spécifique. Il en découle que cette matrice est moins étudée et moins 

protégé des dégradations anthropiques quelles soient chimiques ou physiques. En France, le 

seul texte réglementant la contamination des sols est le code de l’environnement où il est 

explicitement demandé aux industriels propriétaires d’installations classées pour la protection 
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de l’environnement (ICPE) de décontaminer les sols et les remettre dans l’état d’origine 

antérieure à l’exploitation. Cependant le flou persiste quant à la désignation « état originel » et 

les performances de dépollution sont non spécifiées. De même, un vide réglémentaire existe 

au niveau européen en ce qui concerne la protection des sols. Seule une proposition de 

directive cadre pour les sols a été effectuée en 2006 mais son application est toujours en 

attente. Pourtant le sol est un patrimoine non renouvelable et d’une importance primordiale 

pour notre environnement et notre économie qui demanderait, tout comme l’air et l’eau, une 

protection chimique, physique et biologique importantes. 

La prise de conscience écologique, l’évolution du cadre réglementaire en cours ainsi 

que le projet de directive cadre sur les sols laisse envisager une accentuation de l’intérêt pour 

l’étude des sols et pour leur préservation. C’est pourquoi il est important de mettre en place de 

nouvelles techniques afin de mieux évaluer la toxicité des sols, le risque qui leur est associé 

pour la santé humaine ou environnementale et ainsi permettre un traitement adéquat de ceux-

ci. 

Dans ce contexte, il est important que les industriels développent des méthodes afin de 

mieux identifier les polluants responsables de la toxicité des sols de leurs sites et ainsi 

améliorer la caractérisation du risque lié à la pollution. Avec une amélioration du diagnostic, 

il sera possible en fonction des pollutants identifier de choisir la technologie la plus adaptée 

pour la rémédiation des sols et permettre une meilleure réhabilitation des sites pollués. C’est 

ici que le développement d’une démarche EDA porte tout son intérêt. Elle permettrait 

d’identifier et d’évaluer la contribution des polluants responsables de la toxicité des sols 

industriels et ainsi améliorer le diagnostic environnemental. Cette démarche appliquée à 

différentes étapes de la rémédiation des sols pollués serait aussi un outil utile afin de vérifier 

que les techniques de dépollution employées ne sont pas à l’origine d’une modification de la 

toxicité des sols due à la transformation des contaminants originels en produits de dégradation 

plus toxiques. L’application de cette démarche permettrait d’améliorer la performance du 

diagnostic des sols pollués, de leur rémédiation et ainsi etre à l’origine d’un gain de temps, 

d’argent et de performance dans la gestion de ces sites pollués. 

L’objectif principal de cette thèse est donc de développer une démarche EDA dans un 

contexte industriel afin d’identifier les polluants responsables de la toxicité de sols industriels 

pollués. 

Ce manuscrit s’organise en trois grandes parties : 

 En premier lieu, il présente une synthèse bibliographie afin de replacer le sujet dans 

son contexte scientifique et réglementaire. Seront abordés les caractéristiques des sols, 

les polluants organiques repertoriés dans le cadre de la pollution industrielle ainsi que 

les approches d’identification de la pollution. 

 La deuxième partie traite des méthodes utilisées et de l’approche scientifique pour 

mener à bien ce projet. 

 La troisième partie est une revue des résultats obtenus lors de ces trois ans de travail et 

la discussion s’y rapportant. 
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I. Introduction 

Contrairement à l'air ou l'eau dont la détérioration est visuelle, le sol a été considéré pendant 

des années comme une "boîte noire" inerte. Par conséquent, sa détérioration a été ignorée 

pendant de nombreuses années. 

Ces dernières années, la conscience de l'importance écologique du sol est de plus en plus 

reconnue. Le sol est maintenant considéré comme un écosystème remplissant de nombreuses 

fonctions écologiques essentielles pour les milieux aquatiques ou atmosphériques. 

L'une des menaces anthropiques affectant les sols est la contamination chimique. Elle est le 

résultat de nos activités et peut être la source de sites contaminés qui présentent un risque 

pour la santé humaine ou environnementale. La gestion de ces sites pollués ne fait pas encore 

l'objet de règlementations harmonisées au niveau européen. Il en résulte des lacunes que ce 

soit dans leur identification ou leur réhabilitation. Pour améliorer la gestion de ces sites 

contaminés, il est nécessaire de travailler en amont de leur gestion en mettant au point un 

diagnostic chimique pertinent et de se concentrer sur les molécules qui peuvent être à 

l’origine d’effets biologiques délétères. Une approche relativement nouvelle pour relier la 

contamination chimique et l'impact biologique est la bioanalyse. Déjà utilisée pour les 

environnements aquatiques et atmosphères, son utilisation pourrait être très intéressante dans 

le cas des sols contaminés. 

Après une brève présentation du sol et de ses fonctions, cette synthèse bibliographique 

présente les différentes menaces qui pèsent sur le sol. Elle se concentre ensuite sur le 

problème des sols contaminés ainsi que sur le diagnostic de cette contamination. 

II. Le sol et son importance 

Le sol est la couche supérieure friable de la croûte terrestre continentale située entre le 

substratum rocheux et l'atmosphère. Son épaisseur est de quelques centimètres à quelques 

mètres. La nature et la formation des sols résultent de cinq facteurs: le climat, le substratum 

rocheux, la biocénose, le relief et le temps (figure 1). Des milliers, voir des millions d'années 

sont nécessaires pour obtenir un sol mature, ce qui en fait une ressource non renouvelable et 

rare (Duchaufour, 1984; Haygarth & Ritz, 2009). 

Cette ressource posséde de nombreuses fonctions écologiques. Le sol intervient par exemple, 

dans de nombreux cycles biogéochimiques essentiels aux écosystèmes tels que celui de l’eau 

ou des nutriments (azote, carbone, phosphore, potassium et soufre). Ces fonctions font que le 

sol fournit un ensemble de bénéfices à nos sociétés également connus sous le nom de services 

écosystémiques (Daily, 1997 ; MEA, 2005 ; Boyd et Banzhaf, 2007). Ils sont classés selon 

quatre catégories (Figure 2).  

- Les services de supports : ils permettent au sol de se renouveler et d'assurer son bon 

fonctionnement. Ils comprennent la production primaire issue des plantes terrestres, la 

formation du sol, le maintien de la biodiversité du sol que ce soit au niveau des végétaux ou 

de la faune et les cycles des éléments nutritifs en ce qui concerne leur stockage ou leur 

transformation. 

- Les services d'approvisionnement correspondent à ce que le sol fournit. Cela comprend des 

habitats pour le biote, le soutien à la construction de nos infrastructures, l'eau de stockage 
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(eaux souterraines), la fourniture de nourriture, de biomatériaux (bois), des matières premières 

(sable, minéraux ...) et des ressources biologiques (matériel biologique). 

- Les services de régulation comme celle de l'eau que ce soit pour sa qualité (filtration par les 

sols) ou sa quantité (régulation du débit de l'eau), des gaz et du climat (intervention dans le 

cycle et le stockage du carbone). 

- Les services culturels pour notre société tel la conservation de notre héritage historique 

(conservation archéologique), les services de loisirs (activités sportives) et les services 

cognitifs (spirituelle, scientifique ...). 

 
Figure 1 : Les différentes étapes de la formation du sol. Source : 

http://sjsearthscience.blogspot.fr 

Costanza et al. (1997) ont évalué financièrement ce que les services écosystémiques 

fournissent à nos sociétés par an. À l'échelle mondiale, les services fournis par les biomes 

terrestres impliquant les sols ont une valeur moyenne de 12 319 milliards de dollars par an. 

Les sols ont donc un intérêt économique et écologique important. Toutefois, l'activité 

humaine affecte leurs bons fonctionnements et leur qualité, empêchant les sols d’assurer leurs 

fonctions écologiques et les services écosystémiques qui en découlent. 

http://sjsearthscience.blogspot.fr/
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III.  Les menaces affectant les sols 

En dépit de la fragilité et de l’utilité des sols, l'Union Européenne a identifié plusieurs 

menaces anthropiques responsables de la dégradation des sols (Figure 3). Ces menaces 

affectent 52 millions d'hectares européens représentant plus de 16% de la superficie totale du 

territoire (http://eusoils.jrc.ec.europa.eu). 

1. La perte de matière organique 

La matière organique provient principalement de la transformation de débris végétaux et des 

restes d’animaux par des organismes vivant dans le sol. La matière organique est impliquée 

dans plusieurs processus servant au stockage des nutriments et de l'eau indispensable à la 

fertilité des sols. Elle constitue également un stock de carbone organique qui représente 

jusqu'à 50% de sa masse. Elle joue donc un rôle important dans la séquestration du carbone et 

le changement climatique (Dobbie et al., 2011). La matière organique est également 

impliquée dans la structuration et l'aération du sol limitant le compactage. Cependant, ces 

dernières années, une diminution de la teneur en matière organique du sol a été observée 

induisant une modification de la structure des sols, une réduction de la fertilité et une 

dégradation accrue. La diminution en teneur organique des sols d’origines anthropiques est 

principalement due à des changements dans les utilisations agricoles, urbaines ou forestières 

des sols (Foley et al., 2005). Les sols avec moins de 1,7% de matière organique sont 

considérés dans un état de pré-désertification (http://eusoils.jrc.ec.europa.eu). La carte 

européenne de la teneur des sols en matière organique montre une disparité dans les différents 

pays dans un axe nord-sud où les sols des pays d'Europe du Sud ont des teneurs en matières 

organiques entre 1-2% (Figure 4) qui sont donc considérés en pré-desertification. 

 

Figure 2 : Les différents types de services écosystémiques fournis par le sol (Haygarth & 

Ritz, 2009) 
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Figure 3 : Les différentes menaces affectant les sols. Source : 

http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/projects/soil_atlas/pages/109.html 

 

Figure 4 : La teneur en matière organique des sols européens. Source : 

http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/projects/soil_atlas/pages/112.html 

http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/projects/soil_atlas/pages/109.html
http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/projects/soil_atlas/pages/112.html
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2. L’imperméabilisation des sols 

L'imperméabilisation du sol correspond au fait de le recouvrir par un matériau imperméable. 

Cette menace provient principalement du développement urbain et la construction 

d'infrastructures (bâtiments, routes ...). Elle touche particulièrement les zones urbaines et péri-

urbaines. Les sols imperméables sont impropres à l'agriculture ou à la sylviculture et ne 

peuvent plus remplir leurs fonctions écologiques. En 2006, la superficie totale des sols scellés 

a été estimée à environ un million de kilometres carrés ce qui correspond à 2,3% du territoire 

de l'UE et à une moyenne de 200 m
2
 de sol imperméabilisé par habitant (Commission 

européenne, 2012). 

3. La salinisation 

La salinisation correspond à l'accumulation de sels (potassium, magnésium, calcium, chlorure, 

sulfate, carbonate, bicarbonate ou sodium) dans le sol. Elle peut être naturelle ou d'origine 

anthropique. L'augmentation de la teneur en sel dans les sols est principalement due à une 

pratique agricole où l'irrigation se fait avec de l'eau riche en sels ou à l'utilisation intensive 

d'engrais. Cette salinité est principalement observée dans la région de faible pluviométrie où 

l'évapotranspiration est importante et où le lessivage du sol est faible. Elle inhibe le 

développement des plantes et affecte le métabolisme des organismes du sol en réduisant la 

quantité d'eau et de nutriments assimilables. En outre, les sels deviennent toxiques à des 

concentrations élevées. 

En Europe, 1 à 3 millions d'hectares sont touchés par la salinisation. Les principaux pays 

concernés sont la Roumanie, la Hongrie, la Grèce, l'Italie et l'Espagne (Communauté 

européenne, 2009). 

4. L'érosion des sols et les glissements de terrain 

L’érosion (et les glissements de terrain) est un processus naturel se produisant sur des échelles 

de temps géologiques. Elle est à l'origine de la formation du sol et du façonnage du paysage 

que nous voyons aujourd'hui. 

La préoccupation actuelle est l'observation de l'érosion accélérée des sols provoquant sa 

disparition et laissant apparaître le substratum rocheux. Les origines de cette érosion accélérée 

sont les pratiques agricoles inappropriées, le surpâturage, la déforestation et les activités de 

construction qui laissent le sol à nu le rendant sensible à l'érosion éolienne et/ou pluviale. Le 

sol se forme lentement, les pertes de sol de plus de 2t/ha/an sont actuellement considérées 

comme irréversible dans un intervalle de 50 à 100 ans (Grimm et al, 2002;. Nunes, 2011). 

Cependant des études ont montré que les tempêtes peuvent causer la perte de sol allant de 20 à 

40 t/ha (avec des extrêmes à 100 t/ha). Ces tempêtes se produisant en moyenne une fois tous 

les deux ou trois ans en Europe (Morgan, 1992), il en résulte une perte de sol bien au-dessus 

du taux des pertes considérées comme irréversibles dans certaines zones du territoire 

européen. 

5. Le compactage du sol 

Le compactage du sol est le résultat d’une distorsion du sol qui modifie sa structure et conduit 

à une réduction de sa porosité, de sa perméabilité et de l'activité biologique. En raison de la 

réduction de la porosité, l'eau ne pénètre plus et ruisselle à la surface du sol, ce qui augmente 

le risque d'érosion. Le processus de compactage peut être initié par des roues, des pistes, des 

rouleaux ou par des passages d’animaux. 



27 

 

6. Le changement ou la diminution de biodiversité 

Le changement de la biodiversité est surtout une conséquence de la dégradation des sols 

conduisant à une destruction de l'habitat du biote et donc à une perte de la biodiversité. Les 

organismes du sol sont impliqués dans de nombreuses fonctions écologiques du sol (par 

exemple, des cycles des éléments nutritifs). Un changement dans les populations d'organismes 

du sol peut de ce fait affecter ces fonctions. 

7. La contamination des sols 

Le sol agit comme un puit pour l’ensemble des substances rejetées dans l'environnement lors 

des activités humaines. Par conséquent, de nombreux polluants s’accumulent dans le sol du 

fait des propriétés spécifiques de filtration et de tampon du sol. La contamination est effective 

lorsque la concentration de ces substances est supérieure à une valeur de fond (présence 

naturelle) définie ou suffisamment élevée pour provoquer un risque potentiel pour la santé 

humaine, les plantes, les animaux, les écosystèmes ou les autres mileux environnementaux 

(par exemple: les eaux souterraines). Si tel est le cas, ces substances sont alors considérées 

comme des polluants. 

Il existe deux types de pollution des sols:  

- La pollution ponctuelle due au dépôt ou à la pulvérisation de mélanges ou de 

substances dans une zone limitée et où il est possible d'identifier la source. 

- La pollution diffuse due à une dispersion sur de grandes surfaces des contaminants et 

dont la source est difficile à identifier. 

Les deux types de pollution peuvent à la source d’une: 

- pollution accidentelle caractérisée par son imprévisibilité qui dépend du moment, des 

circonstances, du lieu et des conséquences de l'accident ainsi que du type et la quantité de 

polluant(s) déversée. Des exemples de pollution accidentelle sont les épaves de l'Amoco 

Cadiz en 1978 et de l'Erika en 1999. 

- pollution chronique où un approvisionnement en continu du polluant du à des fuites ou du 

lessivage. Le polluant peut s’accumuler au fil du temps et alors provoquer des effets plus 

importants que lors d’une pollution accidentelle. 

La contamination locale est principalement due à l'utilisation intensive de certaines molécules 

lors des activités industrielles/commerciale ou à l'accumulation de déchets. Celle-ci est la 

source de sites contaminés pour lesquels la pollution observable peut être due à des activités 

passées ou actuelles. Les origines de la pollution des sols (et des eaux souterraines) sont 

variées. Elle peut être causée par des pertes lors de la production, des accidents industriels ou 

au lessivage des substances dangereuses dans les sites d'élimination des déchets. 

Ces sites peuvent présenter un danger pour l'environnement en raison de l'émission de 

polluants ; ils sont suivis en Europe et leurs caractéristiques sont fournies. 

IV. Caractéristiques des sites contaminés en Europe 

L'Agence européenne pour l'environnement (AEE) dont 33 pays sont membres, est 

responsable de la préservation et de la surveillance de l'environnement européen. L'une de ses 
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activités est de suivre tous les sites contaminés européens. Deux appellations existent pour 

qualifier les sites contaminés: 

- Le terme «site contaminé» (SC) fait référence à une zone définie, où la 

contamination du sol a été identifiée et qui présente un risque potentiel pour les 

humains, l'eau et d'autres écosystèmes. 

- Un site potentiellement contaminé (SPC) correspond à un site avec une 

contamination suspectée mais non vérifiée. Ces sites nécessitent des enquêtes plus 

approfondies  afin de se prononcer sur le risque qu'ils représentent pour la santé 

humaine et l'environnement. 

Une étude a été menée dans 39 pays européens afin d'avoir une vue d'ensemble sur les 

contaminations locales. Toutes les informations concernant ces sites et sols pollués ont été 

examinées par Panagos et al. en 2013 et ont fait l'objet d'un rapport de l'AEE en 2014 (Van 

Liedekerke et al. 2014). Les informations clés à retenir sur les sites et sols pollués européens 

sont citées ci-dessous. 

1. Comptabilisation des sites et sols pollués ou potentiellement contaminés en 
Europe. 

L'Agence européenne pour l'environnement estime que plus de 2,5 millions de sites 

potentiellement contaminés (SPC) existent partout en Europe, bien que seulement 1,2 millions 

d'entre eux ont déjà été identifiés. Le nombre estimé de sites pour lesquels la contamination a 

été avérée (SC) est de 342 000 ; seulement 127 380 ont été identifiés et 58 340 ont été 

réhabilités (Figure 5). 

La moyenne européenne estimée de SPC est de 41,7 pour mille habitants et de 5,7 pour les 

SC. Les pays avec le nombre le plus important de sites estimés contaminés sont la Belgique et 

la Finlande (tableau 1). 

 

Figure 5: Nombre estimé de sites potentiellement contaminés et contaminés en Europe. 

L'estimation est faite pour 39 pays (sources: AEE) 
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Tableau 1: Nombre de sites contaminés et potentiellement contaminés dans différents pays 

européens. N.D : Non déterminé. 

Pays 
Nombre estimés de SPC/1000 

habitants 

Nombre estimés de SC/1000 

habitants 

Moyenne 41.7 5.7 

Belgique (Flandres) 137.95 20.8 

Finlande 35.53 19.9 

Lithuanie 27.32 9.1 

Malte 13.1 1.1 

Suisse 12.71 4.3 

Autriche 10.88 0.7 

Slovaquie 1.9 1.7 

Hongrie 1.03 0.9 

Estonie N.D 0.7 

Ex-République 

yougoslave de 

Macédoine 

N.D 0.3 

Serbie N.D 0.1 

Royaume-Uni 47.8 N.D 

France 46.15 N.D 

Lettonie 29.84 N.D 

Chypre 1.42 N.D 

En général, les zones densément peuplées et industrialisées sont les plus susceptibles d'abriter 

des sites contaminés. Ceci suggère que les zones potentiellement les plus touchées en Europe 

sont les zones industrielles du Rhône et du Nord-Pas de Calais en France, le Rhin-Ruhr et de 

la Sarre en Allemagne, les villes du Royaume-Uni, la Belgique, les Pays-Bas et le nord de 

l'Italie (Basol, Novembre 2013) 

2. Les sources de contamination des sites et sols pollués 

Les sources de contamination des sols sont variables. Cependant, certains secteurs et 

domaines d'activité sont plus polluants que d'autres. Les secteurs primaire et secondaire sont 

les sources majoritaires de pollution et sont responsables de 66% des sites contaminés 

existants. Le reste est réparti entre le secteur tertiaire (33%) et le secteur minier (7%) (voir 

figure 6A). L'industrie pétrolière et la sidérurgie font partie du secteur primaire et sont 

connues pour être les principales sources de pollution. Ceci explique pourquoi ce secteur est 

la cause de la majorité des sites et sols pollués. En ce qui concerne les services, les 

contributeurs majoritaires sont les stations-service (Piedrafita Carnicer, 2007). 

Les domaines d'activités polluantes sont principalement les activités commerciales et 

industrielles (36%) ainsi que la gestion et le traitement des déchets municipaux (20%) et 

industriels (15%) (voir la figure 6B). 
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Figure 6 : Secteurs et sources d'activité à l’origine de sites contaminés en Europe. Les données sont 

exprimées en pourcentage. Source: AEE. 

 

3. La gestion et les coûts des sites contaminés ou potentiellement contaminés 

La gestion a pour but de nettoyer le sol des sites contaminés afin de minimiser les risques 

potentiels pour la santé humaine ou l'environnement. Il est organisé en trois étapes. La 

première consiste à diagnostiquer l'état de la contamination par l'identification et la 

quantification des composés chimiques anormalement présents dans les sols du site. La 

seconde appelée assainissement vise à nettoyer les contaminants du sol en abaissant la teneur 

du sol pollué, voire à éliminer complètement la molécule(s) exogène. Il existe de nombreuses 

méthodes pour l'assainissement des sols en Europe, cependant, les plus utilisés sont 

l'excavation et l'enfouissement (30%), l'excavation et le traitement biologique ex situ des sols 

(19%) ainsi que les traitements physiques et chimiques directement sur le site (17% ) (voir 

figure 7). Enfin des mesures post-traitement peuvent être mises en place pour veiller à ce que 

le site ne présente plus de risques et puisse soutenir une nouvelle activité. 

A B 
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Figure 7 : Méthodes d'assainissement des sites pollués utilisées en Europe. Les données sont exprimées 

en pourcentage. Source: AEE 

Tout cela a un coût. Pour la plupart des sites en combinant les coûts de diagnostic et de 

réduction des risques (d'assainissement), il se situe entre 55.000 et 550.000€. 

L’assainissement reste l'étape la plus coûteuse de gestion des sites avec des dépenses entre 

50.000 et 500.000 € pour 40% des sites et compte pour 81% des montants impliqués, le prix 

du diagnostic est égal à 15% de la gestion des dépenses avec une gamme de prix allant de 

5000 à 50.000 €. La différence du coût de la gestion des sites dépend du niveau de 

contamination du site mais également de sa sa superficie. 
 

 

Figure 8 : Répartition des coûts moyens pour la gestion d'un site contaminé. Les données 

sont exprimées en pourcentage. Source: AEE 

En ce qui concerne l’origine des fonds de gestion, deux types existent. En règle générale, le 

principe du «pollueur-payeur» s’applique, ce qui implique que le pollueur prend à sa charge 
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les coûts liés à l'assainissement du site. Mais certains sites sont orphelins, pollués par des 

personnes physiques ou morales sans liquidités ou qui ne peuvent pas être tenues pour 

responsables. Dans ce cas, l'assainissement est financé par des fonds publics. Notez que cela 

dépend également du pays. En effet, un écart important existe en Europe où certains pays sont 

responsables de l'assainissement des sites orphelins, tandis que d'autres ne supportent pas du 

tout leur réhabilitation. 

En général, les fonds pour la gestion des sites contaminés sont à hauteur de 58% des fonds 

privés (figure 9).  

Cependant, la contamination des sols a un coût important pour les Etats européens qui gèrent 

ces sites à hauteur de 42%. Si l’on ramene ceci au coût par habitant et par an, la commision 

européen a estimé qu’il était de 11 € en 2011, mais avec une disparité importante entre les 

pays faisant parti de l’étude (Figure 10). 

 

 

Figure 9: Origine des financements utilisés pour la gestion des sites contaminés. Les données sont 

exprimées en pourcentage. Source: AEE 

 

 

Figure 10 : Coût en euros (€) de la gestion des sites contaminés par habitant et par an dans les 

différents pays européens. Source: AEE 
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4. Les contaminants issus des sites et sols pollués 

Le diagnostic des sols et des eaux souterraines des sites contaminés en Europe a permis 

d'identifier les principales familles de polluants présents. Pour les deux compartiments, la 

distribution des contaminants est similaire avec une prédominance des métaux lourds qui sont 

les principaux contaminants dans 35% des cas où les sols sont contaminés et 31% des cas où 

la contamination est identifiée au niveau des eaux souterraines. Ils sont suivis par les alcanes 

(C15-C40) appelés aussi huile minérale (24%), les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(11%), les hydrocarbures aromatiques (10%), les hydrocarbures chlorés (8%), les phénols 

(1%), le cyanure (1%) et d'autres composés dans 11% des cas (Figure 11A et 11B). 

4.1. La contamination inorganique: les métaux lourds 

La désignation «métaux lourds» bien qu’elle soit souvent utilisée dans la littérature n'a pas de 

sens et ne repose sur aucune base scientifique. En outre, les éléments inclus dans cette 

définition varient en fonction des auteurs (Duffus, 2002). Cette classification est d'autant plus 

contradictoire que dans les métaux qui sont considérés comme des «métaux lourds», certains 

sont essentiels pour les processus biologiques des organismes vivants tels que le cuivre (Cu), 

le chrome (Cr), le manganèse (Mn) ou encore le zinc (Zn) mais peuvent présenter une toxicité 

à forte concentration ou sous certaines formes de spéciation. A l'inverse, certains métaux 

lourds sont toxiques quelle que soit leur concentration tels que le cadmium (Cd), le mercure 

(Hg) et le plomb (Pb) (Rzymski et al, 2015). 

Les sources anthropiques de contamination des sols par les métaux lourds sont variées. Ils 

peuvent provenir de l'industrie (par exemple, le métallurgie ou l’industrie énergétique), les 

transports, les activités minières actuelles et anciennes, la gestion des déchets municipaux, les 

déchets des décharges ou les engrais et déchets utilisés pour fertiliser le sol (Szyczewski et al, 

2009; Yao et al, 2012; Guvenc et al, 2003). 

Bien que les métaux lourds soient des éléments naturellement présents dans la croûte terrestre, 

des concentrations élevées dans l’environnement sont principalement dues à des perturbations 

d'origine anthropique de leur cycle géochimique naturel. Cette augmentation de leur 

 
 

Figure 11 : Les principaux contaminants présents dans le sol (A) et les eaux souterraines (B) des sites 

contaminés. Source: AEE 

A B 
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concentration peut entraîner de graves effets sur la santé humaine et environnementale. Les 

métaux lourds ne sont pas biodégradables et ont la capacité de se bioaccumuler (Newman, 

2009) dans les organismes. Ils peuvent être à l'origine de perturbations altérant les fonctions 

biologiques de divers organes tels que le cerveau, les poumons, les reins, le foie ou le sang et 

peuvent causer des maladies dégénératives de types physiques, musculaires ou neurologiques 

(Jaishankar et al, 2014). 

4.2. La contamination organique 

Pour 65% des cas de contamination des sols, celle-ci est organique. Il convient de noter que la 

majorité des contaminants identifiés dans les sites et sols pollués ou potentiellement pollués 

sont issus d’energies fossiles tels que le charbon ou le pétrole. Voici quelques caractéristiques 

de ces composés. 

4.2.1. Les huiles minérales 

Les huiles minérales représentent un mélange obtenu par la distillation de combustibles 

fossiles (charbon, pétrole et schistes bitumineux). Elles sont principalement utilisées comme 

lubrifiants mécaniques et carburant (diesel). Les alcanes sont les principaux composés de ces 

huiles. Ces hydrocarbures saturés sont constitués uniquement d'atomes de carbone et 

d'hydrogène liés les uns aux autres par des liaisons simples qui peuvent être ramifiées ou non. 

Les alcanes des huiles minérales contiennent typiquement entre 15 et 40 atomes de carbone. 

En raison de leurs caractéristiques physico-chimiques, les alcanes sont très peu réactifs et 

insolubles dans l'eau. En général, ils ont une faible toxicité et n’ont pas de propriétés 

cancérigènes, mutagènes ou tératogènes. Une fois dans les organismes, ils sont métabolisés 

soit en alcools, soit en acides gras pour les rendre plus hydrophiles et peuvent ensuite être 

utilisés comme source d'énergie et de carbone principalement pour les bactéries (Beilen et al., 

1994;. Schaeffer et coll, 1979; Poole, 1996). Parmi les alcanes les plus étudiés, le n-hexane 

(C6) qui est connu pour induire une neuropathie chez l'être humain (Wang et al., 1986). Sa 

toxicité est due principalement à son oxydation en 2,5-hexadione, qui est connu pour être un 

agent neurotoxique (INCHEM 1991). 

4.2.2. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (ou HAP) 

Les HAP représentent une sous-famille d'hydrocarbures composés exclusivement de carbone 

et d'hydrogène. Ils sont formés par la fusion de plusieurs cycles aromatiques, essentiellement 

benzéniques. Le naphtalène est la configuration la plus simple avec une combinaison de deux 

cycles. Les HAP peuvent avoir deux origines. Ils sont naturellement présents dans les produits 

pétroliers, ils sont alors dits HAP d'origine pétrogénique et sont souvent ramifiés avec des 

groupes alkyles. Les HAP peuvent également être formés par la combustion incomplète ou 

pyrolyse de la matière organique (incinération des déchets, la combustion du bois et du 

charbon, le fonctionnement des moteurs à essence ou diesel ...), ils sont alors d'origine 

pyrogénique et sont généralement non ramifiés. 

Les propriétés des HAP dépendent de leur taille et leur structure. Cependant, ils sont tous 

hydrophobes et hautement lipophiles. Ils ont donc la capacité à se concentrer dans les 

organismes, les sols et les sédiments. Bien entendu, plus le poids moléculaire augmente, plus 

ces caractéristiques sont marquées. 

Leurs voies d’assimilations sont cutanée, respiratoire ou orale. Le principal risque pour la 

santé associé aux HAP est leurs effets génotoxiques. Ils peuvent aussi avoir des effets négatifs 
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sur l'homéostasie globale des organismes après exposition à court ou à long terme (Unwin et 

al., 2006; ATSDR, 1995). Il est intéressant de noter que les HAP ont principalement leurs 

effets cancérigènes chez les mammifères après métabolisation oxydative générant des 

époxydes qui peuvent alors se lier aux protéines cellulaires et créer des adduits à l'ADN 

(Armstrong et al., 2004; Bach et al., 2003; Kim et al, 2013) . 

Du fait de leurs effets cancérigène, mutagène et reprotoxique (CMR) et leur omniprésence 

dans l'environnement, l’agence de protection environmentale des États-Unis (US-EPA) a 

inclus 16 d'entre eux dans la liste des polluants prioritaires depuis 1976 (figure 12). Par 

conséquent, ils sont régulièrement contrôlés dans les évaluations environnementales. 
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Figure 12 : Représentation des 16 HAP prioritaires de la liste US-EPA. Les HAP reconnus 

comme cancérogènes sont identifiés par un astérisque. 
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4.2.3. Les hydrocarbures aromatiques (BTEX) 

Les hydrocarbures aromatiques font référence à des composés chimiques avec des structures 

mono-aromatiques composées d'un noyau benzènique substitué ou non. Parmi ces 

hydrocarbures aromatiques, 4 sont particulièrement suivis. Ce sont le benzène, le toluène, 

l'éthylbenzène et le (para, méta et ortho) xylène (figure 13). 

Ces quatre composés chimiques sont principalement utilisés dans l'industrie pétrochimique 

qui les transforme pour faire d'autres composés synthétiques. Ils sont ainsi présents dans de 

nombreux produits tels que les vernis, les solvants, les plastiques, le cuir, le caoutchouc, les 

laques, les cires, et les encres. Êtant naturellement présents dans le petrole, les principales 

sources d'émission de BTEX sont donc les échappements automobiles, le raffinage du pétrole, 

l'évaporation de l’essence pendant le stockage, le transport et la distribution. 

Les effets de BTEX sur la santé sont nombreux et parfois très graves. Une exposition aiguë 

aux BTEX peut causer des irritations nasales, cutanées et occulaires, des maladies nerveuses 

et respiratoires (Wilbur et Bosch, 2004) alors que l'exposition chronique provoque des 

dommages aux reins, au foie et à la circulation sanguine (Agence pour les substances toxiques 

et les maladies, 1997, 2000, 2007a, b). En outre le benzène est classé comme cancérigène 

pour l'homme par l'Organisation mondiale de la santé (OMS). 

Benzène Toluène Ethylbenzène Xylène 

 
   

Figure 13 : Représentation des 4 BTEX 

4.2.4. Les hydrocarbures chlorés 

Les hydrocarbures chlorés comprennent des molécules ayant des propriétés et des utilisations 

différentes. Ici, deux familles de composés seront présentées: 

- les solvants chlorés 

- Les molécules aromatiques chlorées: polychlorobiphényle (PCB), les dioxines et les 

furanes. 

Les solvants chlorés (hydrocarbures chlorés aliphatiques) 

Les solvants chlorés correspondent à des chaînes aliphatiques, dont certains atomes 

d'hydrogène ont été remplacés par des atomes de chlore. Les plus courants sont le 

trichloroéthylène, le dichlorométhane et le tétrachloroéthylène. Ils sont très utilisés soit 

comme détergents (dégraissage, nettoyage à sec) ou comme solvants dans la production 

chimique (par exemple, les peintures, les adhésifs, le chlorure de polyvinyle ...) (ATSDR, 

1997a, b, 2000). Les effets biologiques de ces solvants sont proches de ceux des BTEX bien 

que la neurotoxicité soit leur principal effet sur la santé (Bale et al., 2011). 

Les molécules chlorées aromatiques: les polychlorobiphényles (PCB), les dibenzodioxines 

polychlorés (PCDD) et les dibenzofuranes polychlorés (PCDF) 
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Ces molécules sont chimiquement très semblables et sont uniquement d’origine anthropique 

pour les PCB et d’origine anthropique ou naturelle pour les PCDD et PCDF. En ce qui 

concerne les composés d’origine anthropique, les PCB sont des produits de synthèse 

industrielle alors que les PCDD et les PCDF sont des impuretés générées pendant le processus 

de fabrication des PCB. Les PCDD et les PCDF peuvent également être générés lors de la 

combustion incomplète de la matière organique (par exemple de l'incinération des déchets). 

Les PCB sont constitués d'un noyau biphényle ayant jusqu'à 5 atomes de chlore par cycle 

(voir la figure 14). Il y a 209 congénéres différents. Ils sont classés selon deux catégories, les 

PCB de type « dioxin like » ayant les mêmes propriétés que les PCDD et les PCB « non-

dioxin like ». 12 sont considérés comme plus toxiques pour la santé (4 sont ortho : 77, 81, 126 

et 169, et 8 sont non ortho : 105, 114, 118, 123, 156, 157, 167 et 189). Cependant, leur 

abondance est peu importante dans les mélanges industriels ou dans des matrices 

environnementales. Parmi les PCB, sept sont plus abondants que les autres, et représentent 

80% des PCB totaux. Ces PCB sont considérés comme des «indicateurs» et sont ceux suivis 

dans le diagnostic de l'environnement. Il s’agit des PCB avec les numéros suivant : 28, 52, 

101, 118, 138, 153 et du 180. 

PCB PCDD PCDF 

   

Figure 14 : Structures génériques des PCB, des PCDD et des PCDF 

Les PCB ont longtemps été utilisés comme isolant thermique dans les équipements électriques 

(transformateurs, condensateurs). Cependant, en raison de leurs effets biologiques et de leur 

stabilité thermique et chimique, ils ont été rapidement considérés comme des polluants 

organiques persistants (POP). Cela a conduit à la mise en place de réglementations au niveau 

national, européen et mondial pour limiter ou même interdire leur commercialisation et leur 

utilisation. 

Que se soit les PCB, les dioxines ou les furannes, ils présentent une grande stabilité dans 

l'environnement. Ils sont bioaccumulables et sources de cancers ; Ils sont suppresseurs du 

système immunitaire, perturbateurs endocriniens et entrainent des troubles de la reproduction 

et du développement. 

5. L'évaluation des risques environnementaux des sols contaminés 

5.1. La réglementation 

L’une des difficultés liée à l’étude et la gestion des sites et des sols contaminés est qu'il n'y a 

actuellement pas de règlementation harmonisée au niveau européen. En effet, une directive-

cadre sur le sol a été proposée en 2006 pour protéger le sol contre les huit menaces qui 

l’affectent et qui comprennent la contamination chimique. Cependant, cette directive n’est 

toujours pas entrée en vigueur (stratégie thématique pour la protection des sols, 2006). Il en 

résulte une disparité dans la gestion des sites contaminés entre les pays de l’union 

européennes ainsi que ceux faisant parti du reste de l’Europe. Par exemple, le recensement 

des sites pollués peut être un inventaire national dans certains pays, tandis que dans d'autres 
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pays, la gestion des sites contaminés se fait au niveau régional. Notez que certains pays ne 

communiquent pas sur leurs inventaires des sites contaminés à l'agence européenne pour 

l'environnement (tableau 2). 

Tableau 2 : Méthode d’inventaire des sites et des sols contaminés dans différents pays 

européens (sources de l'EEE de données) 

 Nombre de 

pays 

Pays 

Inventaire central et 

national 
23 

Irlande, Espagne, France, Suisse, Luxembourg, 

Pays-Bas, Danemark, Norvège, Finlande, Estonie, 

Lithuanie, Lethonie, Autriche, République 

Tchèque, Slovaquie, Hongrie, Croatie, Romanie, 

Bulgarie, Serbie, Macedoine, Albanie et 

Montenegro 

Inventaire 

décentralisé 
5 Italie, Allemagne, Belgique, Malte et Suède 

Pas d’information 8 
Portugal, Royaume-Uni, Islande, Grèce, Pologne, 

Slovénie, Chypre, Bosnie-Herzegovine 

Il en est le même pour la gestion des sites orphelins ou à responsabilité défectueuse. Certains 

états mettent en place des fonds pour permettre la remise en état de ces sites tandis que dans 

d'autres pays, la réhabilitation n’est pas financée, soulevant des questions sur le risque 

environnemental associé à ces sites contaminés (tableau 3). 

Tableau 3 : Méthode de financement pour les sites contaminés orphelins dans différents pays 

européens (sources de l'EEA de données) 

 
Nombre de 

pays 
Pays 

Mécanismes de 

financement 

disponible 

17 

Irlande, Royaume-Uni, France, Pays-Bas, Danemark, 

Norvège, Suède, Finlande, Estonie, Suisse, Italie, 

Hongrie, Austriche, République Tchèque, Slovaquie, 

Croatie et Chypre 

Mécanismes de 

financement au 

niveau régional 

2 Belgique et Allemagne 

Pas de 

méchanisme de 

financement 

7 
Espagne, Macedoine, Montenegro, Lithuanie, Malte, 

Luxembourg et Lethonie, 

Pas d’information 10 
Islande, Portugal, Pologne, Romanie, Bulgarie, Serbie, 

Albanie, Grèce, Slovenie, Bosnie-Herzegovine 

Cette disparité affecte également les investigations pour identifier les sites contaminés. Elles 

sont généralement basées sur des analyses chimiques limitées à certaines molécules. 

Cependant, la liste des molécules et des concentrations limites prises en compte pour se 

prononcer sur la contamination d'un site peuvent être différentes. Par conséquent, un site 

considéré comme contaminé dans un pays ne le sera pas nécessairement dans un autre. 

Par exemple, en France, il n'y a pas de réglementation spécifique sur le sol. Les propriétaires 

de sites contaminés se réfèrent au code de l'environnement et en particulier à la 
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réglementation des installations classées pour la protection de l'environnement (ICPE) pour la 

gestion de leurs sites (Code de l'environnement de la République française). Ce règlement 

exige que les propriétaires de sites contaminés les réhabilitent de sorte que les sites soient sans 

danger pour les activités futures. Toutefois, ce règlement ne fixe pas de teneurs maximales à 

respecter en termes de contaminants. Par conséquent, pour savoir si leurs sites sont conformes 

à la législation, les propriétaires se réfèrent par défaut à la législation sur les déchets et en 

particulier à un décret qui fixe des teneurs maximales pour certains contaminants dans le sol 

pour qu'ils soient admissibles dans les décharges pour déchets inertes (Ordre du 12 Décembre 

2014, Journal officiel de la République française). Les molécules suivies dans les sols des 

sites contaminés sont ceux indiqués dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Composés suivis dans les sols contaminés français. Source: Décret du 12 

Décembre 2014, Journal officiel de la République française. 

Composé 

Valeur limite à respecter 

(En mg / kg de matière 

sèche) 

Analyse 

Arsenic 0,5 

Test de lixiviation selon le 

standard NF EN 12457-2 

Baryum 20 

Cadmium 0,04 

Total Chrome 0,5 

Cuivre 2 

Mercure 0,01 

Molybdenum 0,5 

Nickel 0,4 

Plomb 0,5 

Antimone 0,06 

Selenium 0,1 

Zinc 4 

Chlorure 800 

Fluorure 10 

Sulfate 1000 

Indice de Phénol 1 

BTEX 6 

contenu total du sol 

PCB (7 congénères : 118, 

138, 153, 180, 28, 52, 101) 
1 

Hydrocarbures (C10 à C40) 500 

HAP (16 HAP de la liste de 

l’US EPA) 
50 

Il est intéressant de noter que dans les autres pays européens, le diagnostic environnemental 

des sols contaminés peut varier malgré des bases communes. Par exemple, l'Allemagne et la 

Suisse ont des diagnostics qui diffèrent de celui de la France. La contamination du sol en 

Allemagne est régie par la loi fédérale de protection des sols et une ordonnance associée qui 

fixe des teneurs maximales pour certains contaminants dans les sols et les eaux souterraines 

des sites contaminés (Loi sur la protection des sols fédéral, 1998; la protection des sols fédéral 

et des sites contaminés Ordonnance 1999). Cependant les contaminants surveillés ne sont pas 

les mêmes que ceux suivis en France et les concentrations acceptables dépendent des activités 

humaines soutenues par ces sites (voir les tableaux 5 et 6). 
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Tableau 5 : Somme des équivalents toxiques avec comme molécule de référence la 2,3,7,8-

Tetrachlorodibenzodioxine- impliquant une action de décontamination. Les facteurs 

équivalents toxiques proviennent de l'OTAN/CCMS. Source: Protection fédérale des sols 

contaminés et ordonnance sur les sites (Allemagne). 

 Valeurs maximales autorisées (ng- TCDD EQ / kg de poids sec) 

Composés Aires de 

jeux 

Zones 

résidentielles 

Parcs et installations 

récréatives 

Zones Industrielles et 

commerciales 

Dioxines/Furanes  

(PCDD/F) 

100 1000 1000 10000 

Tableau 6 : Valeurs de référence nécessitant une action de décontamination selon le droit 

allemand. Source: Protection fédérale des sols contaminés et ordonnance sur les sites. 

 Valeurs maximales autorisées (mg/kg de poids sec) 

Composé Aires de jeux Zones 

résidentielles 

Parcs et 

installations 

récréatives 

Zones industrielles 

et commerciales 

Arsenic 25 50 125 140 

Plomb 200 400 1000 2000 

Cadmium 10 20 50 60 

Cyanure 50 50 50 100 

Chrome 200 400 1000 1000 

Nickel 70 140 350 900 

Mercure 10 20 50 80 

Aldrin 2 4 10 -- 

Benzo(a)pyrene 2 4 10 12 

DDT 40 80 200 -- 

Hexachlorobenzene 4 8 20 200 

Hexachlorocyclohexane 

(HCH-mix or β-HCH) 

5 10 25 400 

Pentachlorophenol 50 100 250 250 

PCB (28, 52, 101, 138, 

153 et 180) 

0,4 0,8 2 40 

Le système suisse est similaire au système allemand où les concentrations exigeant des 

valeurs d'assainissement, dépendent également de l'activité future du site. La gestion des sites 

contaminés est dans l'ordonnance du 26 Août 1998 relative à l'assainissement des sites 

pollués. La Suisse suit, pour ses sites pollués, la teneur en composés dans l'eau (essai de 

lixiviation), dans l'air interstitiel et le sol lui-même. Les molécules suivies ne sont pas 

nécessairement les mêmes selon le compartiment et l'autorité suisse peut, dans des cas 

individuels, établir des valeurs de référence pour les molécules ne faisant pas partie de la liste 

prédéfinie. Les composés suivis en permanence sont présentés dans le tableau 7. 
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Tableau 7 : Valeurs de référence dans le sol nécessitant une action de décontamination selon 

le droit Suisse. Source: Ordonnance sur l'assainissement des sites pollués. 

 Valeurs maximales autorisées dans les sols (mg/kg de 

poids sec) 

Composé utiliser à des fins 

agricoles ou horticoles 

Aires de jeux, zones résidentielles,  

parcs et installations récréatives 

Composés inorganiques   

Antimone -- 50 

Arsenic -- 50 

Plomb 2000 1000 

Cadmium 30 20 

Chrome -- 100 

Cuivre 1000 1000 

Nickel -- 1000 

Mercure -- 2 

Argent -- 500 

Zinc 2000 2000 

Composés organiques   

hydrocarbures chlorés 

volatils (7 congénères) 

-- 1 

PCB (28, 52, 101, 138, 153 

and 180) 

3 1 

Hydrocarbures C5 à C10 -- 5 

Hydrocarbures C11 à C40 -- 500 

BTEX -- 500 

Benzène -- 1 

HAP (16 HAPde la liste de 

l’US EPA) 

100 100 

Benzo(a)pyrene 10 10 

Comme indiqué dans ces trois exemples, le diagnostic des sols contaminés est très hétérogène 

entre les différents pays européens. Les pays membres de l'Union européenne ont également 

des lois différentes. Cela remet en question la désignation des sites potentiellement 

contaminés et contaminés donnée par l'agence européenne pour l'environnement. 

L'harmonisation des règlements serait une première étape vers l'amélioration de l'analyse 

environnementale des sols contaminés. Cependant, il ne s’agit pas là de la seule limite dans 

les investigations de la contamination des sols et sites contaminés. 

5.2. Complexité de la contamination chimique 

Comme cela a été vu ci-dessus, les diagnostics sur l'état de contamination des sites pollués 

sont basés sur une courte liste de composés (voir les exemples de la France, l'Allemagne et la 

Suisse). Mais ces sites sont généralement contaminés par des mélanges complexes, tels que 

des produits pétroliers ou issus du charbon qui peuvent contenir des centaines voire des 

milliers de composés. Un exemple est la créosote, qui est un produit de distillation du goudron 

utilisé comme biocide et conservateur du bois extérieur. Il est principalement composé de 

HAP qui peuvent représenter 80% de sa masse. Toutefois, ce type de mélange peut contenir 

jusqu'à 10.000 composés différents (Sundstrom et al., 1986). La toxicité d'une contamination 

n’est pas nécessairement due aux composés les plus abondants, mais dépend aussi des 

propriétés intrinsèques de chaque molécule. Ainsi, un composé très peu concentré dans le 

mélange de départ peut présenter un risque environnemental important en raison de sa 
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toxicité. La créosote est un exemple parfait pour illustrer la contamination complexe. Hartnik 

et al. (2007) ont étudié les eaux souterraines contaminées avec ce mélange. Leur étude a porté 

sur l'effet toxique en utilisant le Microtox® (un essai de toxicité aiguë sur la bactérie marine 

Vibrio Fisherii). Leur étude a montré grâce à un fractionnement que les HAP et les composés 

aromatiques polycycliques possédant du soufre et de l’oxygène, bien qu’étant les composés 

majoritaires de la créosote étaient seulement responsables de 13% de la toxicité observée. Les 

effets biologiques observés lors de cette étude étaient dus à d'autres composés tels que des 

phénols ou des composés aromatiques polycycliques (PAC), tels que des quinoléines. L'autre 

difficulté dans le diagnostic d'une contamination par des mélanges organiques est la possible 

évolution des composés du mélange d'origine. En effet, une fois que le contaminant se 

retrouve dans le sol et de manière générale dans l'environnement, il entre en interaction avec 

les éléments abiotiques et biotiques. Cela se traduit par une évolution possible de celui-ci telle 

que la formation de nouvelles molécules et des réactions chimiques conduisant à la formation 

de produits de dégradation possédant des propriétés chimiques et/ou biologiques radicalement 

différentes. Encore une fois les HAP sont un bon exemple de l'évolution des composés 

organiques dans le sol. Ils ont la possibilité de se transformer en oxy-HAP par le biais des 

oxydations biologiques ou chimiques (Cerniglia 1992; Kochany et Maguire, 1994; Yu, 2002). 

Les Oxy-HAP sont des HAP sur lesquels sont greffées une ou plusieurs cétones ou des 

groupements alcool. Par conséquent, les Oxy-HAP peuvent se former naturellement dans le 

sol ou lors des étapes d’assainissement du sol si une oxydation incomplète des HAP se 

produit (Lundstedt, et al., 2006). En raison de leur oxydation et donc de leur plus grande 

polarité, ces molécules sont potentielllement plus mobiles que les HAP et ont la possibilité de 

migrer vers d'autres compartiments de l'environnement (Wischmann et Steinhart, 1997 ; 

Meyer et al, 1999 ; Yu, 2002). Ces produits de dégradation ont également montré leur 

capacité à induire des effets mutagènes et génotoxiques (Pitt et al., 1982 ; Alsberg et al, 1985 ; 

Moller et al, 1985; Fernandez et al., 1992) et à affecter divers organismes dans 

l'environnement (Lundstedt et al., 2007). 

Par conséquent, ces diagnostics limités sont de plus en plus remis en question. Achten et 

Andersson (2015) ont récemment écrit un article expliquant pourquoi la liste des 16 HAP de 

la liste US EPA est obsolète. Il faut comprendre que les listes de molécules suivies ont été 

créées au cours du siècle dernier (1976 pour 16 HAP de la liste EPA des États-Unis; 1982 

pour les 7 PCB de référence sélectionné par le Bureau communautaire de référence de la 

Commission européenne). Mais les techniques d'analyse et la connaissance de la toxicologie 

ont évolué, il serait intéressant de mettre à jour les listes des molécules suivies par la prise en 

compte des contaminants «inconnus» présents dans les mélanges initiaux et des produits de 

dégradation des molécules parentes. Cela permettrait d'améliorer le diagnostic des sols 

contaminés et d'améliorer ainsi la gestion de ces sites à risque pour la santé humaine et 

l'environnement afin d'assurer un niveau optimal de protection. 

Cependant, une question demeure. Comment trouver des molécules d'intérêt à intégrer dans 

les diagnostics environnementaux? Comme mentionné ci-dessus, la contamination des sols est 

le résultat de mélanges complexes qui peuvent évoluer. Il est donc nécessaire de développer 

des méthodes pour simplifier ces mélanges et pour identifier des molécules présentant des 

effets biologiques. Une solution est l'utilisation de la bio-analyse et plus particulièrement de 

l'analyse dirigée par l’effet (EDA : Effect Directed Analysis). 

V. La Bio-analyse: lien entre les contaminants et les effets biologiques 

La bioanalyse correspond à un sous-champ de la chimie analytique qui associe une activité 

biologique à un composé ou un groupe de composés spécifiques. Elle vise à fournir des 
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mesures quantitatives de la toxicocinétique, la pharmacocinétique, la bioéquivalence et/ou la 

dose-réponse d'un composé (Booth, 2009; Hill, 2009). En ce qui concerne l'étude des 

contaminants, la bioanalyse a pour but de découvrir si ce contaminant est responsable des 

effets toxiques dans un compartiment écologique. 

 

Figure 15 : Illustration de l'analyse dirigée par l’effet. Inspiré de Brack. 2003. 

Une approche impliquant de la bioanalyse et permettant de faire le lien entre un composé et 

des effets biologiques dans un environnement naturel est l’analyse dirigée par l’effet (ou 

effect directed analysis en anglais, EDA). Cette approche a été très bien expliquée par Brack 

(2003). Elle consiste à identifier des molécules organiques responsables d’effets biologiques 

dans les matrices environnementales (par exemple: perturbation du système endocrinien) en 

associant du fractionnement physico-chimique, des biotests et de la chimie analytique (Figure 

15). L'approche consiste, après l'extraction des composés de la matrice, à effectuer des essais 

biologiques sur l'extrait environnemental afin d’identifier une réponse biologique qui peut 

impliquer soit des récepteurs spécifiques (ER, AhR, AR) ou des organismes entiers pour les 

tests de toxicité aiguë (Microtox ...). Toutefois, l'analyse de l'extrait en soi ne permet pas 

l'identification de molécules, en particulier si la contamination est complexe. Par conséquent, 

l’EDA comprend une étape de fractionnement pour simplifier l’extrait en séparant les 

composés les uns des autres en fonction de leurs propriétés physico-chimiques (par exemple 

la polarité). Une fois cette séparation effectuée, les différentes fractions sont analysées avec 

les mêmes bioessais ayant répondu précédemment pour l'extrait brut afin de trouver celles qui 

contiennent les composés actifs. Les fractions répondant positivement aux tests biologiques 

contiennent des molécules ayant les activités biologiques observées, ces fractions sont ainsi 

analysées chimiquement en vu d'identifier les molécules responsables des effets mesurés. En 

dépit de la simplification de l'échantillon, une fraction peut contenir plusieurs molécules. Il est 

donc important de vérifier que les composés analysés sont responsables de l'activité observée. 

Pour cela, après identification, il est nécessaire de passer par une étape de confirmation finale 

en testant la molécule seule pour vérifier sa réponse biologique et de l’analyser chimiquement 

afin de s’assurer qu'aucune erreur n’a eu lieu lors de l'identification chimique. 

L'EDA a été appliquée à plusieurs reprises sur les matrices des milieux aquatiques pour 

identifier des composés biologiquement actifs. Le tableau 8 comprend un ensemble d'études 

EDA ainsi que des composés et/ou familles de composés identifiés dans ces analyses. 

Tableau 8 : Différentes études avec l'approche EDA. Les colonnes présentent la matrice 

étudiée, la méthode d'extraction des contaminants, le fractionnement et le type d'analyses 

biologiques.
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Matrice Méthode d’extraction Méthode de 
fractionnement 

Bioessais Lignée cellulaire/ 
Organisme 

Methode 
d'indentification 

chimique 

Polluants mis en 
présence 

Source 

Sédiment Ultrason (DCM puis 
méthanol) 

microcolonne 
NP-HPLC (Hex/DCM) 

Ames Salmonella 
typhimurium 

GC/MS HAP Marvin et al. 
1994 

Sédiment Ultrason (DCM puis 
méthanol) 

NP-HPLC (n-hexane, 
DCM et ACN) 
RP-HPLC(1 : 
eau/ACN ; 2 
ACN/DCM) 

Ames Salmonella 
typhimurium 

GC/MS HAP Marvin et al. 
1999 

Eau SPE RP-HPLC Microtox Vibrio fisheri GC-MS benzothiazoles et des 
composés 

organiques polaires 

Reemtsma et 
al. 1999 

Sédiment Soxhlet (DCM puis 
méthanol) 

NP-HPLC  
(Hex/DCM/ACN) 

Ames S Typhimurium Non déterminé HAP Marvin et al. 
2000 

Eau SPE RP-HPLC (C18) 
µL-HPLC 

Microtox Vibrio fisheri GC/MS Pesticides et 
composés 

pharmaceutiques 

Reineke et al. 
2002 

Sédiment ASE (DCM:Acetone ; 
3:1) 

RP-HPLC et NP-
HPLC 

ER et DR-
Calux 

H4IIE 
T47D 

GC-ITD 
GC-MSD 

GCxGC-ToF-MS 

HAP Houtman et al. 
2006 

Eau SPE RP-HPLC (C18) 
methanol: Water 

EROD 
Induction de 
la production 

de 
vitéllogenine 

hépatocytes de 
truite arc-en-ciel 

GC/MS 
LC-MS/MS 

17B-estradiol, Estriol, 
alkylphenols, 

benzophenone et 
methylparabene 

HAP, HAP alkylés , 
Nitro-CAP, 
carbazoles 

Grung et al. 
2007 

Eaux souterraines Extraction liquide NP-HPLC Microtox Vibrio fisheri GC/MS Quinoline, phenols Hartnik et al. 
2007 

Sédiment ASE NP-HPLC EROD 
MTT 

H4IIE GC/MS (Targeted 
analysis) 

HAP et HAP alkylés Kaisarevic et 
al. 2009 
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Eau Extraction liquide 
(DCM avec diffèrents 

niveaux d’acidité) 

Extraction liquide 
séquentielle, acide-

basique + gel de silice 

ER MCF7-BUS GC-MS Composés 
phénoliques 

Oh et al. 2009 

Eau SPE RP-HPLC Phytotoxicité S. vacuolatus GC/MS Produits de 
dégradation du 

diclofenac 

Schulze et al. 
2010 

Matière en 
suspension 

Soxhlet (DCM) Microcolonne 
NP-HPLC 

EROD RTL-W1 GC/MS HAP Wölz et al. 
2010 

Sédiment ASE 
(DCM:ACN ; 3:1) 

NP-HPLC Test de 
contact 

AR-Calux 
ER Luc 

P. antipodarum GC/MS ND Schmitt et al. 
2011 

Sédiment ASE 
(MeOH :DCM ;1 :1) 

SPE et RP-HPLC ER 
PXR 

MELN 
 

GC/MS di-iso-octylphthalate 
2,4-di-tert-
butylphenol 

2,6-di-tert-butyl-α-
methoxy-p-cresol 

Creusot et al. 
2013 

Sédiment ASE 
Extraction séquentielle 

: 
- 3% d’acetone dans 

de l’hexane 
- 0,02% de TFA dans 
de l’acetone avec un 

pH=2 
-Methanol 

ASE et NP-HPLC MTT 
EROD 

PLHC-1 GC/MS HAP 
Anti-inflammatoires 

non stéroïdien 
musc polycyclique 

fragrances 
Pesticides 

Regueiro et al. 
2013 

Sédiment ASE  
Acetone/DCM (35/65; 

V/V) 
10g (5 fois) 

NP-HPLC (n-hexane, 
DCM et ACN) 

tg(cyp19a1b-
GFP) 

Poisson zèbre GC/MS xenoeostrogenes 
alkylphenols 

estrone 

Fetter et al. 
2014 

Eau Pocis (Oasis HLB) 
DCM/Hex/EtAc 1:1:1 

v/v) + Methanol 
(100%) 

RP-HPLC Activité anti-
androgènique 

Levures GC/MS 
LC-Q/ToF/MS 

Fongicides, 
germaticides, 

retardateurs de 
flammes et des 

composés 
pharmaceutiques 

Liscio et al. 
2014 
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Bien que cette approche ait révélé son utilité dans l'analyse des composés ayant des effets 

biologiques dans des matrices aquatiques, elle n’est pas ou peu appliquée sur les sols. 

Actuellement, seules deux études portent sur l'utilisation de cette approche pour l'analyse de la 

contamination des sols: 

- Legler et al (2011) ont appliqué une approche EDA à un sol d'une ancienne décharge 

municipale. Les contaminants ont été extraits par une extraction liquide sous pression en 

utilisant du dichlorométhane et de l'acétonitrile (v: v, 50: 50). Les contaminants ont ensuite 

été séparés par chromatographie en phase liquide à haute performance en mode inverse (C18) 

et les fractions testées pour leur embryotoxicité en utilisant le poisson zèbre comme modèle. 

Les fractions positives ont ensuite été analysées par GC-MS. Leur étude a permis d’identifier 

de nouveaux composés toxiques pour le développement du poisson zèbre comme le 11H-

benzo[b]fluorène, la 9-méthylacridine, le 4 et 2-azapyrène phénylquinoléine. Ces molécules 

ne sont actuellement pas incluses dans les diagnostics environnementaux. 

- La deuxième étude a été menée par Wincent et al (2015) sur une usine à gaz, un 

ancien site préservant de bois et un four à coke. L'extraction a été réalisée par extraction 

liquide sous pression à l'aide d'hexane et d'acétone (v: v, 50: 50). Trois fractions ont été 

effectuées en utilisant une colonne de gel de silice. Les fractions contenaient des chaînes 

aliphatiques (première fraction), des HAP (seconde fraction) et des Oxy-HAP (troisième 

fraction). Les extraits et les fractions ont été testés pour leur activation de la voie Aryl 

hydrocarbure (Ah) et leur toxicité sur le développement du poisson zèbre. Tous les extraits 

ont montré leur capacité à induire la production ARNm régulés par le récepteur Ah ainsi que 

des difformités et une augmentation de la mortalité des poissons. Cette étude a démontré que 

les Oxy-HAP tout comme les HAP sont capables d'induire une réponse activatrice du 

recepteur Ah et une toxicité pour le développement chez le poisson zébre. 

Toutes ces études démontrent la puissance du processus EDA pour hiérarchiser les polluants 

émergents qui ne sont pas encore inclus dans les diagnostics environnementaux.   

VI. Conclusion 

Les sols sont d'une importance capitale pour notre société. Cependant, ils subissent de 

nombreuses pressions qui affectent leur fonctionnement. L'une d'elles est la contamination 

chimique due à l'activité anthropique. À l'heure actuelle, il n'y a pas de législation européenne 

spécifique sur la contamination des sols contrairement à l'eau (directive cadre sur l'eau). Par 

conséquent, les industriels propriétaires de sites contaminés doivent se référer à des 

règlements qui peuvent être très variables selon les pays. Cela se traduit par un échec dans 

l'évaluation des risques environnementaux des sols contaminés par des mélanges complexes 

en raison de la faible proportion de molécules considérées. Ces molécules ne sont pas 

nécessairement les plus pertinentes pour expliquer la toxicité de ces sols. Voilà pourquoi il est 

nécessaire de développer de nouvelles approches permettant de mieux identifier les molécules 

ayant des effets toxiques dans le sol et d’améliorer le diagnostic environnemental de ces sols. 

La bioanalyse et plus particulièrement l'analyse dirigée par l’effet ont montré leur potentiel 

pour identifier les polluants émergents qui ont un impact dans le milieu aquatique. Toutefois, 

cette approche est peu utilisée pour l'identification des polluants dans les sols. Par conséquent, 

le développement de ce type d'analyses pour étudier les sols contaminés est intéressant car 

cela permettrait de mieux comprendre la contamination des sites industriels et une meilleure 

gestion des risques environnementaux liés à ces sites. 
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C’est dans ce contexte que s’inscrivent ces travaux de thèses qui consistent à développer une 

approche d’analyse dirigée par l’effet sur les matrices « solides » afin de permettre 

l’identification de molécules organiques retrouvées au sein de mélanges complexes et 

présentant des effets biologiques. Au final, le but de ce travail est d’améliorer l’évaluation du 

risque lié à la contamination de composés organiques des sols. 

Cette demarche doit respecter certains critères pour son application : 

- La méthode doit être généralisable. Son application doit pouvoir fonctionner quel que 

soit le type de sol ou de boue étudiés. 

- Les résultats doivent être robustes. Ceci implique que les méthodes de traitement des 

échantillons, de fractionnement et de bioessais doivent permettre d’obtenir des 

résultats peu variables. 

- Les méthodes doivent également être simples, facilement applicables et rapides afin 

d’identifier au mieux les contaminants inconnus et les incorporer dans les diagnostics 

pré-existants. 

- Le coût a aussi son importance. Cependant il reste très difficile à évaluer et est très 

dépendant de l’étude. En effet, comme cela a été vu dans la synthèse bibliographique, 

le coût d’évaluation de contamination environnemental d’un site industriel peut être 

très variable avec une fourchette de prix comprise entre 5000-50 000€. 

Cette étude comprend le développement d’une démarche d’analyse dirigée par l’effet. 

Cependant, il serait peu intéressant d’appliquer celle-ci à l’ensemble des sols d’un site 

industriel. La première raison est que dans la majorité des cas, les sols d’un même site sont 

contaminés par le même mélange. La différence de toxicité entre les sols d’un site est due à 

une concentration plus ou moins importante des contaminants dans les sols. En effet, les 

contaminations du sol sont généralement le résultat de sources ponctuelles (cuve qui fuit, zone 

d’imprégnation…) entrainant une diminution de la contamination lors de l’éloignement de la 

source. L’application de la démarche EDA entrainerait une redondance dans les résultats. 

C’est pourquoi, l’un des objectifs de ce travail consiste également à effectuer un criblage sur 

l’ensemble des sols échantillonnés d’un site afin d’identifier le ou les sol(s) les plus pertinents 

pour la mise en place de l’analyse dirigée par l’effet. 
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II. Méthodologie 
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I. Les sites d’étude et l’échantillonnage 

Afin de réaliser l’étude « EDA », deux sites ateliers ont été fournis par les membres de la 

fondation Innovasol. Ces sites ont été selectionné du fait de leur contamination par des 

mélanges organiques complexes. De même, une boue de station d’épuration urbaine a été 

utilisée car elles peuvent etre utilisées comme amendement pour les sols industriels ou 

agricoles et etre à l’origine d’une contamination organique de ces sols. 

En ce qui concerne les sites industriels, leurs caractéristiques sont recensées sur la base de 

données BASOL qui est gérée par le Ministère de l'Écologie, du Développement Durable et 

de l'Énergie (MEDDE) (http://basol.developpement-durable.gouv.fr). Elle permet d’identifier 

les sites et sols pollués (ou potentiellement pollués) pouvant nécessiter des actions préventives 

ou curatives des pouvoirs publics. Il est également possible de consulter la base de données 

BASIAS qui recense les anciens sites industriels par communes (http://basias.brgm.fr). 

Il existe également une base de données gouvernementale qui recense les stations 

d’épurations et informe sur leurs caractéristiques. De plus, le devenir des boues d’épuration y 

est également renseigné (http://assainissement.developpement-durable.gouv.fr). 

Les caractéristiques des sites ateliers et de la station d’épuration dont est issue la boue utilisée 

pour développer la méthode sont développés ci-dessous. 

Remarque : Dans un souci de confidentialité, la localisation GPS des sites industriels n’est 

pas précisée.  

1. Premier site d’étude : Centrale de traitement de bois par la créosote 

1.1. Rappels sur la créosote de goudron de houille 

La créosote est un liquide noir ou ambré, malodorant, épais et huileux qui a été découvert 

dans les années 30 par le chimiste allemand Karl Von Reichenbach. Il s’agit d’un mélange 

complexe issu de la distillation dans des fours à coke de goudron de houille.  

Elle a été longtemps utilisée comme biocide et conservateur du bois, principalement pour les 

poteaux téléphoniques, les traverses de chemin de fer ou les bois immergés. Ce produit tire 

ses propriétés des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) dont il est principalement 

composé. En effet, il s’agit d’un mélange organique complexe pouvant contenir plus 10 000 

composés mais dont les HAP représentent 80% de sa masse (Sundström et al., 1986). Les 

principaux constituants de la créosote sont le phénanthrène (21%), le fluoranthène (10%), le 

fluorène (10%), l’acénaphthène (9%), le pyrène (8.5%), le dibenzofurane (5%), les 

naphthalènes (le composé parent et ses derivés méthylés: 5%), le chrysène (3%) et le 

carbazole (2%). Cependant d’autres familles de composés sont très bien représentées dans ce 

mélange comme les phenols (10%) et les composés aromatiques polycycliques (CAP) 

contenant des N-, S-, O-hétérocycles (3-13%) (Sundström et al., 1986 ; Dyreborg et al., 1997). 

Du fait de ses effets cancérigènes, mutagènes et reprotoxiques (CMR ; ATSDR, 2002), son 

utilisation s’est considérablement réduite. Ainsi, l'Union européenne a mis en place deux 

directives afin d’interdire la vente de bois traités à la créosote (Directive 2001/90/CE de la 

commission du 26 octobre 2001) et de réduire la vente de créosote qu’à certains utilisateurs 

professionnels (Directive 76/769/CEE du 27 juillet 1976). Ainsi l’utilisation professionnelle 

de la créosote est de nos jours très règlementée, elle peut être utilisée pour le traitement du 

http://basias.brgm.fr/
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bois uniquement si la concentration de benzo[a]pyrène est inférieure à 0,005 % en poids et si 

la concentration de phénols extractibles par l'eau est inférieure à 3 % en poids. De plus, le 

bois traité ne peut être utilisé que dans des cas très spécifiques (Figure 16). 

  

 

 

Figure 16 : La créosote de goudron de houille est utilisée pour traiter des bois extérieurs aux 

usages variables. Les bois traités par ce produit sont les traverses de chemin de fer, les bois 

des installations portuaires ou des voies fluviales, les poteaux électriques ou téléphoniques 

ainsi que les bois utilisés dans l’agriculture comme ceux des clôtures ou les échalas. 

1.2. Informations sur le site d’après la base de données gouvernementale Basol 

Le site d’étude est un établissement de traitement de traverses de chemin de fer par créosotage 

sous vide, créé au début des années 1900 dans l'enceinte d’une gare et qui est toujours en 

activité. Trois zones distinctes ont été répertoriées : 

- Une zone de stockage et d'emploi de créosote, de stockage de produits (traverses) ou 

déchets créosotés (8 sources potentielles). 

- Une station-service et huilerie (2 sources potentielles). 

- Une zone de stockage de fuel lourd (1 source potentielle). 

Le site se situe au-dessus d’une nappe d’eau souterraine en contact avec les sols du site et 

ayant différents usages tels que l’alimentation en eaux potable (AEP) des populations 

avoisinantes et l’utilisation pour des usages industriels ou domestiques (ex : arrosage de 

jardins). Deux rivières ont leurs cours à proximité en relation avec la nappe d’eau souterraine. 

Ces rivières présentent des usages ludiques (pêche et activité de loisir) et agricoles 

(irrigation). 

Du fait de son activité et de sa localisation ce site présente un risque potentiel pour la 

population et l’environnement. C’est pourquoi une étude de contamination du site a été 

réalisée par l’exploitant à la demande de la Direction Régionale de l'Industrie de la Recherche 

et de l'Environnement (DRIRE) en 2002. Cette étude a permis de mettre en avant la présence, 

dans les sols et la nappe sous-jacente du site, de HAP et d’hydrocarbures résultant de 

l’activité actuelle du site. Cependant la contamination des eaux ne dépassant pas les valeurs 
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de constat d’impact (VCI) dans la nappe, ce site doit seulement faire l’objet d’une 

surveillance semestrielle des eaux souterraines sur les hydrocarbures totaux, les HAP et 

l’indice phénol. 

Les suivis environnementaux au cours du temps ont montré une amélioration générale du 

niveau de contamination avec une diminution de la teneur des composés suivis dans la nappe 

d’eau souterraine. 

1.3. Plan du site et échantillonnage 

Un plan de prélèvement a été élaboré par la fondation Innovasol après une étude 

documentaire (Interprétation de l’Etat des Milieux - Rapport BG, janvier 2010) et une visite 

préparatoire sur site (25 mai 2012). Les prélèvements ont été réalisés le 25 juin 2012 en 

différents points du site dont la localisation est présentée en Figure 17. 

L’échantillonnage a été réalisé comme suit : 

• 13 prélèvements selon une ligne brisée allant de la sortie d’imprégnation à l’entrée 1 

du site pour couvrir des concentrations décroissantes en créosote, 

• 1 prélèvement sur des zones de stockage récent (après 1996) de traverses 

imprégnées, 

• 3 prélèvements sur des zones de stockage des traverses non traitées, 

• 2 prélèvements localisés sur des endroits qui n’ont pas eu de contact direct avec la 

créosote mais sont constitués d’importants et anciens remblais de mâchefers, 

• 2 prélèvements témoins considérés comme non contaminés en bordure extérieure du 

site, 

Les principales caractéristiques des points de prélèvements sont données dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Nom des échantillons de sols avec leur localisation et les premières observations 

de terrain 

Sols Localisation Contamination estimée Végétation observée 

P7, P9 
zone d’égouttage entre 

les rails 
Très chargé en créosote Non 

P6, P14 
à proximité des 

traverses a égoutter 
Tache récentes de 

créosote 
Non 

P3 
à proximité des 

traverses a égoutter, 
entre les rails 

Créosote récente Non 

P2, P4 
à proximité des 

traverses a égoutter, 
entre les voies 

Niveau de contamination 
incertain 

Quelques plantes 

P8, P10, P10bis 
P11, P12 

à coté des voies 
Niveau de contamination 

supposé faible 
Quelques plantes 

P15, P16, P15bis 
stockage du bois non 

traité 
Niveau de contamination 

supposé faible 
Quelques plantes 

P17, P18 
zone sans activité 

récente 
Pas de créosote mais 

remblais de mâchefers 
Rare 

P13 friche en sortie du site Témoin non contaminé Abondante 
P20 Prairie proche du site Témoin non contaminé Abondante 
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Pour chaque point, une trentaine de kilos de sol ont été prélevés à la pelle, tamisés sur place à 

1 cm puis conditionnés en bidon de transport. Le lendemain, ils ont été étalés en extérieur et 

séchés pendant 3 jours. Après réception au laboratoire, ils ont été broyés et tamisés à 2mm, ils 

ont ensuite été stockés dans des pots ambrés dans le noir à température ambiante jusqu’à leur 

utilisation. 

 
Figure 17 : Plan du site avec identification des différentes zones d’activités et localisation des 

points de prélèvement. 
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2.  Deuxième site d’étude : Usine de traitement de gaz 

2.1. Informations sur le site d’après la base de données gouvernementale Basol 

Il s’agit d’une plate-forme industrielle d’une surface de 220 hectares environ qui traite et 

transforme le gaz de gisements avoisinants.  Il se situe le long d’une rivière à une vingtaine de 

kilomètres d’une ville de taille moyenne (80 000 habitants). L’activité industrielle a démarré 

en 1957, après la découverte de pétrole puis de gaz en 1949/1951. 

Il est encadré au Nord par une voie ferrée et une route et au Sud, par une voie privée et la 

rivière citée plus haut. Cette rivière est localisée à 250 m de l’extrémité Sud du site. Bien que 

la rivière soit proche, le site est considéré en zone non inondable. Ce site est isolé de la 

population, les zones d’habitation les plus proches sont situés à 500m.  

Les activités exercées sur ce site ayant pu être à l'origine de pollution potentielle du sol et du 

sous-sol, un diagnostic initial et une évaluation simplifiée des risques du site ont été réalisés 

en 1998. Ces études ont indiqué que des investigations complémentaires étaient nécessaires 

pour les eaux souterraines et superficielles en ce qui concerne les polluants traceurs 

(hydrocarbures et benzène). 

En ce qui concerne les polluants inorganique présents (Plomb, Nickel et Soufre), leur impact 

est constaté sur la nappe, sur le site et à l'aval du site, ainsi que sur les eaux superficielles. 

En 2008 et 2010, des diagnostics ont été de nouveau effectués, ils ont montré : 

- la présence de deux zones impactées par des hydrocarbures (max 46 000 mg/kg), 

avec présence de Benzène (max 380 mg/kg) 

- un spot contaminé aux HAP (5180 mg/kg) 

- une zone impactée par des métaux lixiviables : Zinc (max 38 mg/kg), Pomb (max 

1000 mg/kg) et Cuivre (max 530 mg/kg) 

- un spot de Mercure stable, non volatil (max 58 mg/kg) 

Les zones présentant des valeurs anormales touchent 4 secteurs distincts qui ont fait l'objet de 

travaux de dépollution en avril et mai 2010. Ces travaux ont été menés suivants 3 étapes : 

- extraction des terres polluées 

- réalisation d'analyses libératoires 

- remblaiement des fouilles. 

Ainsi, 3 780 tonne de terres polluées ont été extraites puis, pour partie traitées sur place par 

SECHE ECO-SERVICES (1 200 tonnes) et pour le reste (2 580 tonnes) évacuées hors site 

vers un centre de stockage de déchets dangereux (classe 1). Les zones excavées ont été 

remblayées par couches successives avec des matériaux biodégradés provenant des biotertres 

(terres excavées qui ont été dépolluées par biodégradation), des galets de refus au crible et 

autres matériaux propres. 

2.2. Plan du site et échantillonnage 

Deux zones ont été échantillonnées le 5 Août 2014 par la fondation Innovasol : Une zone sur 

le site de l’usine en cours de réhabilitation et une zone extérieure à poximité du site (milieu 

naturel) afin d’étudier l’impact possible du site sur l’environnement adjacent. Tout comme 

pour l’échantillonnage des sols du premier site, les sols ont été prélevés avec des outils 

manuels (pioche, pelle, râteau) sur les 25 premiers centimètres (sauf mention contraire) et 

tamisés sur place à 1 cm. Conditionnés en bidon de transport ils ont ensuite été séchés à l’air 
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libre avant expérimentation. Une fois au laboratoire, ils ont été broyés et tamisés à 2 mm 

avant d’être stockés à température ambiante dans des flacons en verre ambrés. 

Au total, 11 points ont été échantillonnés : 6 dans le site, 4 dans le milieu naturel et 1 témoin 

négatif situé à six kilomètres du site (Figure 18). 

 

Figure 18 : Vu d’ensemble des zones d’échantillonnage du site d’étude 

Les sols du milieu naturel : 

Ce milieu correspond à une zone alluviale de forêt et de prairie en bordure de la rivière qui 

supporte l’exploitation des canaux de rejets transportant les effluents aqueux issus du site vers 

la rivière après traitement par la station d’épuration. Cinq points ont été présélectionnés en 

fonction de la synthèse écotoxicologique réalisée par l’URS (avril 2014) et d’une étude de la 

némaToFaune effectuée par l’entreprise Elisol (mars2014) sur le site. 

Du fait de la pousse de ronciers entre le plan d’échantillonnage et les prélévements, 

l’emplacement exact des points repérés et les prélèvements n’ont pu être atteints. Les 

prévélements ont donc été réalisés en bordure de chemins d’accès ou en sous-bois. Un point 

témoin a été prélevé sur une zone naturelle très semblable distante d’environ 6km. 

Une description des différents points est donnée dans le Tableau 10. 
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Tableau 10 : Description des points de prélèvement des sols du milieu naturel situés à 

proximité du site industriel d’étude 

Points Description 

S1 
Lisière de bois en contrebas intérieur du talus. 5-20cm sous la litière et 

quelques orties et autres herbacées 

S2 
Bordure du chemin d’accès. Zone superficielle 5-10 cm au-dessus d’un 
remblai très compact. Echantillonnage moyen sur 3 points distants de 

quelques mètres 

S3 
Sous-bois en bordure et léger contrebas du chemin d’accès au piézomètre 

K3A. 
5-20 cm sous la litière. Mélange de sol de forêt et de galets 

S4 
Bordure de prairie régulièrement débroussaillé et de roncier mélangé à 

d’autres espèces herbacées ou arbustives. 

TSA (Artix) 
Entre sous-bois et chemin d’accès remblayé mais couvert de végétation. 5-15 

cm. 

Les sols du site industriel : 

Du fait que le site soit encore en activité et de la politique de sécurité appliquée, seul un lot du 

site a pu être échantillonné, 12 points ont été présélectionnés en fonction des concentrations 

en métaux, hydrocarbures, HAP, BTEX que ces sols pouvaient contenir d’après des analyses 

chimiques précédentes. L’usine étant en réhabilitation, ce lot est constitué, en surface, de 

remblais datant de plusieurs années. La nature de ce substratum et le temps imparti n’ont 

permis de prélever que 6 points choisis en fonction de la diversité des contaminations 

supposées, de la répartition sur le site et de l’aspect du « sol ». 

Le Tableau 11 en donne un rapide descriptif. 

Tableau 11 : Caractéristiques des points de prélèvement de sol sur le site industriel étudié 

Points Description Type de contamination 

146 
Zone de remblais fortement compactés sans 

végétation. 
0-10/15 cm. 

HAP 

148 
Zone très faiblement végétalisée. 

Remblai compact 0-20cm 
Faible contamination (témoin 

pour site ?) 

168 
Zone comportant quelques herbacées. 0-20 

cm 
Chrome et Zinc 

171 Zone comportant quelques herbacées 0-20 cm Arsenic 

4 Zone comportant quelques herbacées 0-20 cm 
Contamination moyenne en 

hydrocarbures 

70 
Remblais gravillonnés sans végétation 0-20 

cm 
BTEX 
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1.  Troisième cas d’étude : Une boue de station d’épuration urbaine, amendement 

possible pour la réhabilitation des sols industriels pollués ? 

Les boues de station d’épuration correspondent aux déchets générés lors du traitement des 

eaux usées. Elles sont constituées de matière organique et de matière minérale. Elles peuvent 

être plus ou moins liquides et organiques. Il existe plusieurs types de boues en fonction de la 

façon dont elles sont générées : 

- Les boues primaires qui correspondent aux dépôts récupérés par une simple 

décantation des eaux usées. Elles présentent des concentrations élevées en matières 

minérale mais aussi en matière organique pouvant évoluer. 

- Les boues physico-chimiques, elles ressemblent aux boues primaires sauf que durant 

le traitement de l’eau usée, il a été rajouté un réactif (sels de fer, d’aluminium, et 

autres agents floculant) pour agglomérer les fines particules et améliorer la 

décantation. 

- Les boues biologiques, appelées également boues secondaires, elles proviennent d’une 

épuration biologique des eaux. Ces boues sont très organiques car elles sont 

principalement constituées de corps bactériens et de leurs sécrétions. 

La production de boues des eaux usées domestiques en France est importante. En 2008, la 

quantité totale de boues issues du traitement des eaux usées domestiques était estimée à 

1 180 000 tonne de matière sèche (MEEDDA, 2009). 

Une fois générée, ces boues subissent différents traitements afin de réduire leur quantité d’eau 

présente (augmentation de la siccité) et éliminer les organismes pathogènes (hygiénisation). 

Elles peuvent alors être éliminées ou valorisées (MEEDDA, 2009 ; AMORCE, 2012): 

- Mise en centre d’enfouissement technique de stockage de déchets non dangereux, les 

boues doivent respecter des normes comme une siccité minimale de 30%. 

- L’incinération spécifique ou la co-incinération avec des ordures ménagères (et 

valorisation énergétique). 

- L’épandage en agriculture (réalisé en routine), sur parcelles forestières et à la 

revégétalisation. 

- Le compostage (Syndicat Mixte Recyclage Agricole du Haut-Rhin, 2001) 

En France, la majorité des boues de station d’épuration sont valorisées de nos jours. En 2010, 

43% des boues produites en France ont été épandues, 33% compostées (destiné à l’agriculture 

et l’horticulture), 18% incinérées et 4% placées en centre d’enfouissement (AMORCE, 2012). 

Cependant, du fait de leur toxicité potentielle l’élimination des boues et leur valorisation est 

encore taboue dans notre société. C’est pourquoi celle-ci sont très réglementées. Leur statut 

dépend de deux textes réglementaires que sont le code de l’environnement (articles R211-25 à 

R211-47) où elles sont considérées comme « les sédiments résiduaires des installations de 

traitement ou de prétraitements biologique, physique ou physico-chimique des eaux usées » et 

le code rural où elles sont considérées comme des matières fertilisantes (articles L255-1 à 

L255-11). Pour l’épandage et le compostage, les boues ne peuvent être utilisées que si et 

seulement si elles présentent un intérêt pour l’alimentation des cultures. De plus, ces 

épandages nécessitent un plan d’épandage ainsi que la tenue à jour d’un registre d’épandage. 

Pour les stations d’épuration de plus de 2000 d’équivalents habitants, un programme 

d’épandage prévisionnel annuel et un bilan annuel d’épandage sont à réaliser en plus. Les 

contaminants suivis permettant un épandage des boues de station d’épuration sur les sols 
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concernent seulement 7 ETM, 7 PCB et 3 HAP (voir Tableau 12). Ce suivi est réalisé sur les 

boues et pour les ETM sur le sol agricole où la boue est épandue. 

Tableau 12 : Teneur limite réglementaire des polluants suivis dans les boues pour qu’elles 

soient utilisables en épandage selon la réglementation française (mg/kg de matière sèche). 

Source : MEEDDA, 2009. 
 

 Teneur limite (ETM) 

Cadmium (Cd) 10 

Chrome (Cr) 1000 

Cuivre (Cu) 1000 

Mercure (Hg) 10 

Nickel (Ni) 200 

Plomb (Pb) 800 

Zinc (Zn) 3000 

Cr+Cu+Ni+Zn 4000 

 
Teneur limite 

(micorpolluants 
organiques) 

Total des 7 PCB principaux 
(28, 52, 101, 118, 138, 153, 

180) 

0,8 

Fluoranthène 5 

Benzo(b)fluoranthène 2,5 

Benzo(a)pyrène 2 
 

Les sols des sites industriels sont des sols souvent « traumatisés » ayant subi du compactage, 

des contaminations chimiques ainsi que d’autres effets délétères affectant leur fonctionnement 

naturel (voir la synthèse bibliographique). Un moyen de leur permettre de retrouver un 

couvert végétal (revégétalisation) est d’utiliser les boues d’épuration comme amendement afin 

d’apporter de la matière organique et des fertilisants. Ceci permet de recréer un 

environnement favorable à la faune et la flore ainsi qu’à une microfaune (bactéries…) 

biodégradant les contaminants organiques des sols. Cependant, comme cela a été vu plus haut, 

la réglementation d’épandage des sols ne suit qu’une liste restreinte de molécules (7 ETM, 7 

PCB et 3 HAP). Or les stations d’épuration urbaines sont le réceptacle de l’ensemble des 

contaminants urbains tels que des pesticides, des médicaments… (Díaz-Cruz et al., 2009 ; 

Nieto et al., 2010 ; Tadeo et al., 2012). Ces boues peuvent être une source de contamination 

supplémentaire au niveau des sols industriels si elles sont utilisées comme amendement et 

augmenter le risque environnemental lié aux sols amendés. C’est pourquoi une approche EDA 

est intéressante à appliquer à ce type de matrice. Elle permet de vérifier si les boues 

d’épuration ne contiennent pas des contaminants organiques non ciblés par les analyses 

réglementaires et biologiquement actifs. De plus il s’agit de matrices solides très organiques. 

L’utilisation de l’approche sur les boues de station d’épuration permet également de voir si 

elle est applicable aux matrices solides très organiques. 

La boue utilisée pour l’étude vient d’une station d’épuration urbaine de l’agglomération de 

Bordeaux, nommée Louis Fargues. 

2. Caractéristiques de la station d’épuration Louis fargues 

Cette station d’épuration urbaine située au nord de la ville de Bordeaux a été mise en service 

en 1974 (Figure 19). Elle possède une capacité nominale de 300 000 équivalents habitant et 

un débit de référence de 135 000 m
3
/j. Cette installation est conforme aux normes françaises 

(http://assainissement.developpement-durable.gouv.fr/). 
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Figure 19 : Localisation de la station d’épuration Louis Fargues (point bleu) et du point de 

rejet des eaux usées dans l’environnement (marqueur rouge). 

Les Figures 20A et 20B présentent l’évolution entre 2008 et 2013 des principales 

caractéristiques de cette station ainsi que de la quantité des boues produites et de leur devenir. 

 

A 
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Figure 20 : Caractéristiques annuelles de la station d’épuration Louis Fargues (A) et devenir 

des boues générées par an (B) 

La quantité de boues produites par cette station d’épuration reste stable avec une production 

d’environ 3 000 tonnes de matière sèche par an. Ces boues peuvent présenter une manne pour 

la réhabilitation des sols. Il est à noter que la plupart de ces boues sont déjà valorisées en 

compostage et/ou épandage (Figure 24B). 

Après échantillonnage, tout comme les sols des deux sites d’étude, la boue a été séchée, 

broyée et tamisée à 2 mm avant d’être stockées à température ambiante dans des flacons en 

verre ambrés. 

II. La démarche d’étude d’un site 

Le mode opératoire suit une démarche d’analyse dirigée par l’effet. Cependant il est peu 

pertinent de réaliser ce type d’analyse sur l’ensemble des sols échantillonnés d’un site. Les 

résultats montreraient de la redondance du fait de l’origine souvent commune de la 

contamination. C’est pourquoi une étude préliminaire est réalisée sur l’ensemble des sols d’un 

site pour sélectionner le(s) meilleur(s) candidat(s) pour l’approche EDA. Cette étude 

préliminaire comprend : 

- Des tests biologiques (Test des perturbateurs endocriniens, test de toxicité aiguë et 

test AhR) pour voir à quels tests les sols répondent et les hiérarchiser les uns par 

rapport aux autres en fonction de leur activité. 

- Des analyses ciblées sur les polluants prioritaires (HAP et PCB essentiellement).  

- Une analyse en GC-MS en mode balayage : Ceci permet d’obtenir l’empreinte 

chromatographique des sols. Cette analyse n’a pas pour but d’identifier des 

composés en soi mais permet de voir si des sols se démarquent les uns par rapport 

aux autres ou s’ils présentent tous un même profil chromatographique. 

Au final la démarche EDA a été adoptée comme suit : 

B 
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Figure 21 : Schéma du mode opératoire de l’analyse d’un site d’étude 

Les différentes étapes de l’analyse sont expliquées en détail dans la suite du document. Des 

recherches bibliographiques sont également présentées afin d’expliquer le choix de certaines 

techniques pour effectuer ce travail.  

III. Méthode d’extraction des contaminants 

L’extraction est l’étape qui consiste à séparer les contaminants de la matrice afin de pouvoir 

les analyser chimiquement et biologiquement. Il existe différentes méthodes d’extraction 

possédant des avantages et des inconvénients qui leur sont propres. Le choix de la méthode 

d’extraction est très important dans une démarche d’analyse non ciblée telle que l’analyse 

dirigée par l’effet. En effet, la recherche d’inconnus nécessite l’utilisation de méthodes 

permettant l’extraction d’un large spectre de molécules aux caractéristiques physico-

chimiques variables. Cependant, cette méthode doit aussi être rapide, automatisable et être 

réalisable à haut débit pour réduire le temps d’étude appliqué à un site. De plus, elle doit 

assurer un niveau d’extraction acceptable des contaminants pour être représentative du niveau 

de contamination de la matrice, robuste et limiter les étapes de traitement des échantillons qui 

peuvent être à l’origine de perte de composés.  

Il est à noter que la perte de composés lors du processus de préparation de l’échantillon reste 

la principale contrainte de l’analyse dirigée par l’effet. Effectivement, l’utilisation d’étalons 

internes est à proscrire du fait de leur réponse biologique possible et leur impact sur les 

bioessais. Cependant, il existe des moyens permettant d’évaluer la perte de composés lors de 

l’analyse dirigée par l’effet. Ils seront présentés par la suite dans ce document (voir la partie 

IX : La démarche qualité appliquée lors des expériences).  
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1. Les différentes méthodes d’extraction appliquées aux matrices solides 

Il existe six méthodes d’extraction de contaminants à partir des matrices solides qui sont très 

bien présentées dans un article de Lau et al. (2010) : 

- Le soxhlet qui permet une extraction par le reflux d’un solvant chauffé. 

Techniquement, le solvant placé dans un ballon est porté à ébullition permettant 

aux vapeurs de passer à travers un bras de dérivation dans un condenseur, où elles 

se condensent et coulent à nouveau sur  un niveau où l’échantillon est contenu 

dans une cartouche. En s’accumulant, le solvant atteint le haut du bras d’un siphon, 

le solvant et l'extrait sont alors siphonnés dans le ballon inférieur, et le cycle est 

répété jusqu'à ce que tout l'échantillon soit complètement extrait dans le ballon 

plus bas. 

- L’extraction par agitation où l’échantillon est mélangé à un solvant et laissé sous 

agitation pendant un temps donné. Après filtration, l’extrait contenant les 

composés est récupéré. 

- L’extraction par ultrason qui fonctionne comme la précédente sauf que la 

technique fait intervenir l'énergie acoustique d’ondes ultrasonores avec une 

fréquence minimale de 16 kHz dans un liquide. Ceci provoque une compression 

rapide et une raréfaction de circulation du fluide se traduisant par un phénomène 

de cavitation. Cette agitation est réalisée en plaçant l'échantillon dans un mélange 

de solvants plongés directement dans un bain à ultrasons. 

- L’extraction accélérée par solvant (accelerated solvant extraction : 

ASE)/L’extraction par fluide pressurisé (pressured fluid extraction : PFE) qui 

consiste à exposer l’échantillon à un solvant sous forme liquide au-dessus de son 

point d’ébullition grâce à une élévation de la pression. Ceci permet d’exposer 

davantage de l'échantillon au solvant d'extraction en diminuant sa viscosité, en 

augmentant sa température et en conférant une meilleure solubilité des 

contaminants. 

- L’extraction par micro-ondes où l’échantillon est placé avec un solvant dans un 

flacon hermétique au sein un four à micro-ondes. Les composés sont extraits grâce 

à un chauffage au sein de la matière par des longueurs d’ondes électromagnétiques 

comprises entre 1mm et 1m et possédant des fréquences de 300 MHz à 300 GHz. 

Ce procedé d’extration est très similaire à une extraction accélérée par solvant. 

- Extraction par un fluide supercritique. Les fluides supercritiques correspondent à 

de la matière exposée à des conditions particulières de températures et de pressions 

permettant à ces fluides de posséder à la fois les caractérisques d’un liquide et d’un 

gaz. Ceci confère la capacité à ces fluides de pénétrer facilement la matrice et de 

dissoudre facilement les composés présents dans l’échantillon. 

Le Tableau 13 regroupe les caractéristiques de l’ensemble des techniques d’extraction ainsi 

que leurs avantages et leurs inconvénients. 
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Tableau 13: Avantages et inconvénients de l’ensemble des méthodes d’extraction des 

matrices solides 

Méthode d’extraction Avantages Inconvénients 

Soxhlet 
- Très fiable avec peu de 

variation d’extraction 
- Technique d’extraction de 

référence 

- Quantité de solvant à utiliser 
(>150 mL de solvant) 

- Sa longueur (>24h) 
- Matériel encombrant et 

difficulté de faire des 
extractions à haut débit 

- Extraction importante de la 
matière organique 

Agitation 
- Peu chère 
- Peu de matériel 

- Faible niveau d’extraction 
- Extraction variable 
- Extraction longue pour 

obtenir des résultats fiables 
et peu variables 

- Nécessite une centrifugation 
ou une filtration de l’extrait 

Ultrasons 
- Peu chère 
- Peu de matériel 
- Résultats d’extraction 

comparables au Soxhlet 

- Dégradation des 
contaminants 

- Nécessite une centrifugation 
ou une filtration de l’extrait 

- Déstructuration de la matrice 
entrainant une possible 
diminution d’efficacité 
d’extraction 

ASE/PFE 
- Bon rendement d’extraction 
- Peu de variations dans les 

rendements 
- Consommation faible de 

solvants 
- Rapidité d’extraction 
- Automatisation et haut débit 
- Purification inclue dans le 

processus d’extraction 

- Matériel couteux 
- Extraction importante de la 

matière organique 

micro-ondes 
- Rapidité d’extraction 
- Automatisation et haut débit 
- Reproductibilité 
- Consommation faible de 

solvant et d’énergie 

- Matériel couteux 
- Nécessite une centrifugation 

ou une filtration de l’extrait 

Fluide supercritique 
- Bon rendement d’extraction 
- Peu de variations dans les 

rendements 
- Faible extraction de la matière 

organique 

- Difficulté d’optimisation 
- Matériel très complexe 

pouvant entrainer des 
résultats incohérents 

- Matériel couteux 

Plusieurs analyses dirigées par l’effet impliquent des matrices environnementales solides 

issues du milieu aquatique (sédiments, matière en suspension) ou atmosphèrique (particules). 

Les méthodes d’extraction les plus utilisées restent le soxhlet, l’ASE et les ultrasons (Tableau 

14).  
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Tableau 14 : Méthodes d’extraction utilisées sur les matrices solides lors de l’approche EDA 

trouvées dans la littérature (DCM : Dichlorométhane ; N.D : Non déterminé) 

Méthode 
d'extraction 

Matrice Solvants 
utlisés 

Molécules/familles de 
composés identifiées 

Source 

ASE 

Sédiment DCM: Acétone 
(3:1) 

HAP, 17β-Estradiol et ses 
métabolites 

Houtman et 
al. 2006 

Sédiment Hexane : 
Acétone (1 :1) 

HAP et HAP alkylés Kaisarevic et 
al. 2009 

Sol DCM: Acétone 
(3:1) 

11H-benzo[b]fluorène, 9-
méthylacridine, 4-et 2-
azapyrène et phénylquinoline 

Legler et al. 
2011 

Sédiment DCM: Acétone 
(3:1) 

Bisphenol A Schmitt et al. 
2011 

Sédiment DCM: Acétone 
(?) 

Nitro-HAP, azarènes, cétones, 
quinones, composés hydroxylés, 
lactones et acides carboxyliques 

Varel et al. 
2012 

Sédiment Extraction 
séquentielle : 
- 3% acétone 
dans hexane 
- 0,02% TFA 
dans acétone 

pH=2 
-Méthanol 

HAP,  anti-inflammatoires non-
stéroïdiens, muscs 
polycycliques, fragrances et 
pesticides 

Regueiro et al. 
2013 

Sédiment DCM: Acétone 
(3:1) 

Xenoeostrogènes, alkylphénols 
et estrone 

Fetter et al. 
2014 

Sol Hexane : 
Acetone (1 :1) 

HAP et oxy-HAP Wincent et al. 
2015  

Soxhlet 

Particules 
atmosphériques 

méthylène 
chloride et 
méthanol 

(Séquentielle) 

N.D (mutagènes) Nishioska et 
al. 1985 

Particules 
atmosphériques 

DCM Nitro-HAP Arey et al. 
1992 

Particules 
atmosphériques 

DCM et Acétone 
(séquentielle) 

HAP, nitro-HAP et 
hydroxynitro-HAP 

Greenberg et 
al. 1992 

Sédiments DCM et 
méthanol 

(séquentielle) 

HAP Marvin et al. 
2000 

Matières en 
suspension 

DCM HAP Wölz et al. 
2010 

Ultrasons 

Sédiments DCM et 
méthanol 

(séquentielle) 

HAP Marvin et al. 
1994 

Particules 
atmosphériques 

DCM Cétones aromatiques, quinones 
et aldéhydes 

Casellas et al. 
1994 

Sédiments DCM et 
méthanol 

(séquentielle) 

HAP Marvin et al. 
1999 

Matières 
particulaires 
d'échappement 
de diesel 

DCM N.D Oh et al. 2006 
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2. Choix de l’extraction accélérée par solvant et la méthode employée 

La méthode d’extraction choisie pour les échantillons a été l’extraction par ASE qui présente 

comme l’a montré le Tableau 13 de nombreux avantages. Elle permet une extraction 

automatisable à haut debit, autorise l’utilisation de mélanges de solvants et ne nécessite pas 

d’étape de filtration. Son utilisation importante dans les approches d’analyse dirigée par 

l’effet en fait une méthode d’extraction de choix (Tableau 14). De plus, Creusot (2011) a testé 

durant sa thèse différentes méthodes d’extraction par ASE afin d’être le plus exhaustif quant 

au panel de contaminants extraits. Son étude a mis en avant que l’utilisation d’un mélange de 

dichlorométhane et de méthanol dans des proportions égales (50:50 ; v:v) permet l’extraction 

d’une large gamme de composés possédant des propriétés physico-chimiques différentes, ce 

qui est nécessaire pour l’approche EDA qui cible des composés inconnus. Toutes les 

extractions ont donc été effectuées grâce à des extractions ASE que ce soit pour les analyses 

ciblées (dosage des HAP et des PCB) ou l’analyse dirigée par l’effet (Figure 22). 

  

Figure 22 : Photographie d’un ASE 200
©

 et de son principe de fonctionnement 

Les paramètres utilisés pour les extractions ont été les suivants : 

- Extraction pour l’analyse dirigée par l’effet 

L’extraction est réalisée sur une quantité de sol pouvant être comprise entre 0,1-1 gramme de 

sol (0,1g pour un sol très contaminé et 1g pour un sol d’un milieu naturel). Au-delà de ces 

quantités, la matière organique naturellement présente dans les sols poserait des problèmes 

dans la suite de l’analyse lors de la concentration de l’extrait du fait de sa précipitation. Après 

extraction, les échantillons sont évaporés sous flux d’azote à 45°C jusqu’à obtenir un volume 

de 1,8 mL (contrôle gravimétrique) d’un mélange méthanol : dichlorométhane (1 :1). Ils sont 

ensuite conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

Tableau 15 : Paramètres de la méthode d’extraction par ASE pour l’analyse dirigée par l’effet 

(MeOH : méthanol ; DCM : dichloromethane) 

Heat : 5 minutes Cycles : 4 

Static : 5 minutes Pression : 100 bars 

Flush : 60% Température : 75 °C 

Purge : 60 secondes Solvants : MeOH/DCM (1 :1 ; v :v) 

- Extraction pour le test de fractionnement grâce à une extraction séquentielle (test 

d’additivité des fractions) 
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Cette méthode d’extraction a pour but de simplifier l’approche EDA en permettant un 

préfractionnement de l’échantillon directement lors de l’extraction grâce à une extraction 

séquentielle avec un gradient de polarité. Elle permet également de vérifier si la théorie 

d’additivité des effets fonctionne (voir la section IV. 4. Equilibre des masses : Lien entre les 

analyses chimiques et biologiques). Tout comme les extraits réalisés pour l’analyse dirigée 

par l’effet, les échantillons sont concentrés jusqu’à obtenir un volume de 1,8 mL environ dans 

le solvant ou le mélange de solvant qui a permis sont extraction (exception faite pour les 

extraits contenant de l’eau qui sont repris uniquement dans du méthanol). Ils ont ensuite été 

conservés à -20°C jusqu’à leur utilisation. 

Cette expérience a été réalisée sur deux sols du site A. Après l’extraction, 100µl de chaque 

fraction ont été prélevés, évaporés et transférés dans 100µL de DMSO pour les bioessais. 

Pour le test d’additivité, les 5 fractions ont été regroupées selon les 26 combinaisons possibles 

(voir Figure 23). Pour cela, 50µL des fractions impliquées dans les regroupements ont été 

prélevés et mélangés avant d’être repris dans 50µL de DMSO. Enfin, les activités biologiques 

expérimentales ont été comparées aux activités biologiques théoriques obtenues par la théorie 

additive. 

Tableau 16 : Paramètres de la méthode d’extraction par ASE pour un fractionnement lié à 

une extraction séquentielle (MeOH : méthanol ; DCM : dichlorométhane) 

Extraction Solvants Cycles Chauffage statique Rinçage Purge 
Pression 

(bar) 

Temp 

(°C) 

1 cellule 

ASE 

Eau 2 5 min 5 min 60 60 100 75 

Eau/MeOH 

(1 :1 ; v : v) 
2 5 min 5 min 60 60 100 75 

MeOH 2 5 min 5 min 60 60 100 75 

MeOH/DCM 

(1 : 1 ; v : v) 
2 5 min 5 min 60 60 100 75 

DCM 2 5 min 5 min 60 60 100 75 
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             Fraction  
 
 
Regroupement 

1  
Eau 

2 
Eau/Methanol 

(1 :1) 

3 
MeOH 

4 
MeOH/DCM 

(1 :1) 

5 
DCM 

 

1 √ √    

2 √  √   

3 √   √  

4 √    √ 

5  √ √   

6  √  √  

7  √   √ 

8   √ √  

9   √  √ 

10    √ √ 

11 √ √ √   

12 √ √  √  

13 √ √   √ 

14  √ √ √  

15  √ √  √ 

16   √ √ √ 

17 √  √ √  

18 √  √  √ 

19 √   √ √ 

20  √  √ √ 

21 √ √ √ √  

22 √ √ √  √ 

23 √ √  √ √ 

24 √  √ √ √ 

25  √ √ √ √ 

26 √ √ √ √ √ 

Figure 23 : Schéma et Tableau explicatifs du protocole expérimental pour l’extaction 

séquentielle et le test d’additivité des fractions. L’ensemble des 26 regroupements réalisés ont été 

testés biologiquement et le resultat comparé à celui de l’activité biologique théorique en 

addictionnant l’activité des fractions testées séparement. DCM : dichloromethane ; MeOH : 

methanol ; √ : Fraction présente dans le regroupement. 

- Paramètres d’extraction pour les analyses ciblée sur les PCB (Tableau 17) 

Tableau 17 

Heat : 5 minutes Cycles : 1 

Static : 10 minutes Pression : 100 bars 

Flush : 60% Température : 100 °C 

Purge : 60 secondes Solvants : DCM 

- Paramètres d’extraction pour les analyses ciblées sur les HAP (Tableau 18)  
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Tableau 18 

Heat : 5 minutes Cycles : 2 

Static : 8 minutes Pression : 100 bars 

Flush : 60% Température : 100 °C 

Purge : 120 secondes Solvants : DCM 

IV. Le screening préliminaire des sols d’un site pour choisir les 

meilleurs candidats à fractionner 

Ce criblage a pour but, comme cela a été vu plus haut, de sélectionner le(s) sol(s) le(s) plus 

pertinent(s) à fractionner. Il permet également d’identifier les points chauds de contamination 

en hiérarchisant les sols en fonction des résultats des bioessais et des analyses ciblées. Ainsi 

cette première approche fournit pour un site les informations importantes sur les zones à 

risque et à dépolluer en premier. Cette approche doit bien entendu être accompagnée d’autres 

analyses telles que celle des éléments traces métalliques non-prises en compte dans ce travail.  

1. Analyses chimiques 

Les analyses chimiques sont primordiales. Elles donnent une première idée du niveau et du 

type de contamination des sols étudiés. De plus, en utilisant les facteurs d’équivalent toxique 

(TEF ; voir la section IV. 4. Equilibre des masses : Lien entre les analyses chimiques et 

biologiques), il est possible de savoir grâce à elles si l’ensemble des contaminants dosés lors 

des analyses ciblées expliquent les réponses biologiques observées. Ainsi, elles permettent de 

mesurer l’importance d’utiliser l’analyse dirigée par l’effet sur un site, et d’arrêter le 

processus si cette dernière n’est pas utile. 

1.1. Analyses ciblées 

Ces analyses consistent à doser une liste restreinte de molécules pouvant être présentes dans 

les sols. Du fait de l’activité des sites et de la réglementation, elles ont été orientées 

principalement sur les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et les 

polychlorobiphényles (PCB). Les alcanes n’ont pas été recherchés car ils présentent en 

général une toxicité moindre ainsi qu’une biodégradation rapide par les bactéries des sols en 

acide gras et/ou en alcool (voir la synthèse bibliographique). De même, les hydrocarbures 

chlorés qui sont des polluants souvent présents au niveau des sites industriels sont utilisés lors 

des analyses de laboratoire (ex : DCM), ils ne peuvent donc pas être étudiés du fait de leur 

perte lors de certains processus de traitement des échantillons (ex : évaporation au flux 

d’azote). 

1.1.1. Quantification des composés et dosage interne 

Le dosage des composés dans les échantillons a été réalisé par étalonnage interne. En 

chromatographie, l’aire du pic chromatographique obtenu pour chaque molécule lors de 

l’analyse est proportionnelle à la quantité massique des composés présents. Cette relation 

amène ainsi aux équations suivantes : 

Équation 2, Ai = ki.mi 

Équation 3,  Ae = ke.me 

Avec, Ai = l’aire du composé i, 
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Ae = l’aire de l’étalon interne de quantification e, 

mi = la masse du composé i, 

me = la masse de l’étalon interne de quantification  e, 

ki = le facteur de réponse du composé i, 

ke = le facteur de réponse de l’étalon interne de quantification e. 

Ce qui conduit au rapport, 

𝐴𝑒

𝐴𝑖
=

𝑘𝑒. 𝑚𝑒

𝑘𝑖. 𝑚𝑖
 

Soit, 

Équation 4,  𝐾𝑖 =
𝑘𝑒

𝑘𝑖
=

𝐴𝑒.𝑚𝑖

𝐴𝑖.𝑚𝑒
 

Où Ki représente le coefficient de réponse du composé i par rapport à son étalon interne. 

Le coefficient de réponse est déterminé par l'injection d'une solution étalon constituée de 

l'ensemble des composés et des étalons internes en concentration connue. Il sera égal à 1 

lorsque l’analyte possède son analogue marqué en étalon interne. La masse du composé i dans 

l’échantillon est déterminée d’après la formule suivante : 

Équation 5,  𝑚𝑖 =
𝐾𝑖.𝐴𝑖.𝑚𝑒

𝐴𝑒
 

1.1.2. Analyse des PCB 

Afin d’analyser les PCB, il est nécessaire avant tout de les purifier. Pour cela, après 

extraction, les échantillons sont purifiés sur silice acide (Müller et al., 2001; Tapie et al., 

2008). Ils sont ensuite analysés par chromatographie gazeuse couplée à un détecteur à capture 

d’électrons (GC-ECD ; Agilent technologies, série G 1530 N pour la GC, série G 2397 A pour 

le détecteur). 

L’analyse des PCB a porté sur un ensemble de 26 PCB : 8, 18, 28, 29, 44, 50, 52, 66, 77, 87, 

101, 104, 105, 118, 126, 128, 138, 153, 170, 180, 187, 188, 195, 201, 206 et 209. 

Remarque : Les pesticides organochlorés comme le DDT ou la dieldrine font également partie 

de cette analyse. Cependant aucun pesticide de ce type n’a été détecté dans les sols étudiés. 

Tableau 19 : Paramètres d’injection en GC-ECD pour l’analyse des PCB présents dans les 

sols. 

Eléments Paramètres 

Colonne HP5-MS (Agilent technologies, Massy, France) 
5 % Phényle- 95 % Méthyl siloxane (60 m x 250 μm x 0,25 μm) 

Mode d’injection/Température/ 
débit de purge 

Sans division pulsé (25 psi) / 280°C /60 mL.min-1 pendant 2 
min 

Volume d’injection 1 μL (Isooctane) 
Gaz vecteur Hélium (99.9996%) 
Débit 1,3 mL.min-1 
Gradient de température Température initiale : 80°C pendant 2 min puis 2°C.min-1 

jusqu’à 280°C 
Température du détecteur 300°C 
Temps d’acquisition 102 min 
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Tableau 20 : Molécules chlorées analysées dans les sols par GC-ECD. L’étalon interne de 

rendement utilisé est l’octachloronaphthalene (OCN). PCB, polychlorobiphényle ; DDE , 

dichlorodiphényldichloroéthylène ; DDD, dichlorodiphényldichloroéthane ; DDT, 

dichlorodiphényltrichloroéthane ; PBDE, polybromodiphényléther ; LQ, limite de 

quantification instrumentale (Rapport signal/bruit = 9). 

Famille Composés Étalons internes de quantification LQ1 (pg injecté) 

P
o

ly
ch

lo
ro

b
ip

h
é

n
yl

e
 

PCB8 PCB30 0.46 

PCB18 PCB30 0.32 

PCB29 PCB30 0.18 

PCB50 PCB30 0.19 

PCB28 PCB30 0.20 

PCB52 PCB30 0.22 

PCB104 PCB103 0,19 

PCB44 PCB30 0,17 

PCB66 PCB30 0,19 

PCB101 PCB103 0,16 

PCB87 PCB103 0.13 

PCB77 PCB103 0.38 

PCB154 (+2,4'DDD) PCB155 0.19 

PCB118 PCB103 0.17 

PCB188 PCB198 0.16 

PCB153 PCB155 0.16 

PCB105 PCB103 0.13 

PCB138 PCB155 0.12 

PCB126 PCB155 0,28 

PCB187 PCB198 0,13 

PCB128 PCB155 0,11 

PCB201 PCB198 0,13 

PCB180 PCB198 0,11 

PCB170 PCB155 0,10 

PCB195 PCB198 0,10 

PCB206 PCB198 0,10 

PCB209 PCB198 0,12 

P
e

st
ic

id
e

s 
o

rg
an

o
ch

lo
ré

s 

Hexachlorobenzène 4,4'-DDT-d8 0.07 

Lindane 4,4'-DDT-d8 0.07 

Heptachlor 4,4'-DDT-d8 0,09 

Aldrin 4,4'-DDT-d8 0.10 

Heptachlore-époxyde 4,4'-DDT-d8 0,09 

2,4'-DDE 4,4'-DDT-d8 0.13 

Cis-α-chlordane 4,4'-DDT-d8 0,09 

Trans-γ-chlordane 4,4'-DDT-d8 0,09 

Dieldrin 4,4'-DDT-d8 0.11 

4,4'DDE 4,4'-DDT-d8 0.10 

2,4'-DDD (+PCB154) 4,4'-DDT-d8 0.19 

Mirex 4,4'-DDT-d8 0.12 

2,4'-DDT 4,4'-DDT-d8 0,20 

4,4'-DDT 4,4'-DDT-d8 0,20 

1.1.3. Analyse des HAP 

Les analyses ont porté sur les 16 HAP de la liste US-EPA ainsi que sur 2 autres HAP (le 

Benzo[e]pyrène et le Pérylène) et 2 CAP soufrés (le Dibenzothiophène et le 

Benzo[b]naphto[2,1-d]thiophène). Tout comme pour l’analyse des PCB, les extraits ont été 

purifiés (Baumard et al., 1996 ; Baumard et al., 1997) avant d’être analysés par 

chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS : GC série 

6890 et détecteur, série 5973, Agilent technologies, Germany). 
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Tableau 21 : Paramètres d’analyse par GC-MS pour l’analyse des HAP présents dans les sols. 

Eléments Paramètres 

Colonne HP5-MS (Agilent technologies, Massy, France) 
5 % Phényle- 95 % Méthyl siloxane (30 m x 250 μm x 0,25 μm) 

Source / énergie Impact électronique / 70 ev 
Mode d’injection/Température/ 
débit de purge 

Sans division pulsée (25 psi) / 280°C /60 mL.min-1 pendant 1,5 
min 

Volume d’injection 1 μL (Isooctane ou Dichloromethane) 
Gaz vecteur Hélium (99.9996%) 
Débit 1,3 mL.min-1 
Gradient de température 50 C pendant 2 min , 10°C.min-1 jusqu’à 250 C, 2°C.min-1 

jusqu’à 280°C, puis 10°C.min-1 jusqu’à 310 C maintenu durant 
10 min 

Temps d’acquisition 52 min 

Tableau 22 : HAP analysés lors du dosage par GC-MS. Les étalons internes de rendement 

utilisés sont le Pyrene-d10 et le Benzo(b)fluoranthène-d12. LQ : limite de quantification 

instrumentale extrapolée (Rapport signal/bruit = 9, n=3). 

Composés Étalons internes de 
quantification 

Ion de 
quantification 

(m/z) 

LQ (pg injecté) 

naphtalène naphtalène-d8 128 0,57 
acénaphtylène phénanthrène-d10 152 1,00 
acénaphtène phénanthrène-d10 154 1,42 
fluorène phénanthrène-d10 166 0,68 
dibenzothiophène dibenzothiophène-d8 184 0.21 
phénanthrène phénanthrène-d10 178 0,74 
anthracène anthracène-d10 178 1,14 
fluoranthène fluoranthène-d10 202 0,61 
pyrène fluoranthène-d10 202 0,68 
benzo[a]anthracène chrysène-d12 228 0,90 
triphenylène + chrysène chrysène-d12 228 0,63 
benzo[b,j,k]fluoranthène benzo[e]pyrène-d12 252 1,55 
benzo[e]pyrène benzo[e]pyrène-d12 252 1,22 
benzo[a]pyrène benzo[a]pyrène-d12 252 2,44 
pérylène benzo[e]pyrène-d12 252 3,41 
indeno(1,2,3-cd)pyrène benzo[g,h,i]pérylène-d12 276 3,41 
dibenzo[a,h]anthracène benzo[g,h,i]pérylène-d12 276 1,55 
benzo[g,h,i]pérylène benzo[g,h,i]pérylène-d12 278 3,41 

2. Analyses non ciblées : la notion d’empreinte chromatographique 

Cette analyse consiste à analyser l’échantillon en GC-MS en mode balayage (full-scan) 

contrairement aux analyses ciblées où la détection est en mode SIM (Selected ion 

monitoring). Dans ce type d’analyse, une gamme de masses est suivie (m/z) afin de détecter 

les fragments des composés présents dans l’extrait dans cette fourchette de masses pendant 

une période de temps définie. Généralement la gamme de masses est comprise entre 35 et 500 

m/z. Cette analyse en inconnu n’a pas pour but l’identification de composés du fait de la 

complexité de l’extrait comme c’est le cas après fractionnement et analyse en GC-Q/ToF et 

LC-Q/ToF des fractions biologiquement actives (pour plus d’explications, voir VII. Analyse 
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chimiques des fractions positives pour l’identification des composés biologiquement actifs). 

Elle sert essentiellement à comparer les profils chromatographiques de chaque sol afin 

d’observer si les extraits possèdent des caractéristiques communes ou radicalement 

différentes. Cette analyse couplée aux bioessais et aux analyses chimiques ciblées sur l’extrait 

« brut » permet de confirmer le choix du sol ou des sols qui doivent être fractionnés. 

Tableau 23 : Paramètres d’analyse par GC-MS (GC série 6890 et détecteur, série 5973, 

Agilent technologies, Waghaeusel, Germany) pour l’analyse en mode « inconnu » des 

échantillons et une comparaison d’empreintes chromatographiques. 

Eléments Paramètres 

Colonne HP5-MS (Agilent technologies, Massy, France) 
5 % Phényle- 95 % Méthyl siloxane (30 m x 250 μm x 0,25 μm) 

Source / énergie Impact électronique / 70 ev 
Mode d’injection/Température/ 
débit de purge 

Sans division pulsé (25 psi) / 280°C /60 mL.min-1 pendant 1,5 
min 

Volume d’injection 1 μL (Isooctane ou Dichloromethane) 
Gaz vecteur Hélium (99.9996%) 
Débit 1,3 mL.min-1 
Gradient de température 50°C pendant 2 min, 5°C.min-1 jusqu’à 310°C maintenu durant 

15 min 
Temps d’acquisition 69 min 
Paramètres de scan Masse minimale : 50 m/z ; Masse maximale : 350 m/z 

3. Analyses biologiques 

Les analyses biologiques permettent de vérifier si la contamination des sols étudiés pourrait 

présenter des effets délétères sur les êtres vivants. Une fois dans l’environnement, un 

contaminant peut pénétrer dans les organismes et entrer en interaction avec les constituants 

cellulaires. Les impacts d’un contaminant au niveau biomoléculaire se traduisent par une 

réponse cellulaire à une petite échelle et dans un court laps de temps, cependant cela peut 

impliquer des milliers de biomolécules (ex : gènes, protéines…). Ceci peut modifier 

l’homéostasie cellulaire et se répercuter à long terme sur les niveaux supérieurs d’organisation 

biologique si les effets du contaminant ne sont pas compensés par des mécanismes de 

protection cellulaires (Figure 24).  
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Figure 24 : Cadre conceptuel de l’écotoxicologie d’un contaminant chimique (d’après 

Schirmer et al., 2010 et Snape et al., 2004) 

Les études ecotoxicologiques impliquent l’utilisation d’outils qui peuvent se situer aux 

différents niveaux écologiques. Il est ainsi possible de distinguer les bioessais in vivo et in 

vitro. 

3.1. Les outils in vivo  

Ces outils consistent à utiliser des êtres vivants entiers afin de mesurer les effets de la 

contamination au niveau des organismes. Les expériences in vivo sont effectuées de deux 

façons :  

- In situ où les effets de la contamination sont mesurés sur des individus présents 

dans le lieu d’études. Il est possible dans ce cas de faire des études du bon état 

écologique d’un écosystème en suivant des espèces bio indicatrices. Il est 

également possible d’étudier des biomarqueurs afin de mesurer l’impact 

observable et/ou mesurable de la contamination au niveau moléculaire, 

biochimique, cellulaire et physiologique  (Lagadic et al., 1997). 

- Ex situ où les effets de la contamination sur les individus sont étudiés dans des 

conditions contrôlées en laboratoire. 

Une majorité de bioessais en écologie terrestre impliquent l’utilisation de la matrice et non 

d’extraits pour l’étude de la contamination des sols (Thibaut, 1998). De ce fait, ces bioessais 

ne sont pas compatibles avec une analyse dirigée par l’effet qui implique l’utilisation 

d’extraits de sol. Ils possèdent cependant certains avantages et inconvénients dont il faut avoir 

conscience. Avec les bioessais in vivo, il est possible d’étudier l’effet d’un contaminant à 

l’échelle d’un organisme mais aussi de s’intéresser aux niveaux écologiques se situant en 

dessous de l’organisme, ils présentent l’avantage d’être intégratifs. Par contre, ils demandent 

l’utilisation d’animaux entiers ce qui est, d’un point de vue éthique de moins en moins 
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accepté par notre société (règle des 3R) et de plus en plus limité par la règlementation (ex : 

Règlement (CE) N° 1223/2009 du parlement européen et du conseil du 30 novembre 2009 

relatif aux produits cosmétiques qui interdit depuis 2013 la vente de cosmétiques qui ont fait 

l’objet d’expériences animales). De plus, ils nécessitent l’entretien d’êtres vivants ce qui 

implique des contraintes logistiques (encagement, soin des animaux…) ainsi que l’utilisation 

d’une quantité plus importante d’échantillon (matrice ou extraits) influençant le criblage et 

limitant son haut débit. Enfin, il est difficile dans une approche d’identification de composés 

actifs de trouver le contaminant responsable de l’impact biologique d’un mélange du fait 

d’actions multiples et non spécifiques. 

3.2. Les outils in vitro 

Les tests in vitro sont basés sur l’utilisation d’une composante d’un organisme isolée de son 

contexte biologique naturel. Ces bioessais emploient généralement des cellules isolées à partir 

d’un organe sain (i.e. culture primaire) ou de tumeurs et immortalisées par l’ajout d’un 

oncogène ou par une mutation d’un gène impliqué dans le cycle cellulaire (i.e. lignées 

cellulaires). Ces tests consistent à exposer des cellules de culture primaire ou de lignées au(x) 

contaminant(s) qui va/vont pouvoir agir sur des mécanismes d’action qui lui/leur sont 

spécifiques. Ils sont ainsi utiles pour étudier le mécanisme d’action des effets d’un 

contaminant, évaluer les effets de mélange et mettre en évidence des interactions potentielles 

entre certaines voies de signalisation. Toutefois, il faut garder à l’esprit qu’il s’agit de 

systèmes simplifiés ne reflétant pas forcement l’effet possible d’un contaminant à l’échelle 

globale de l’individu. 

Ces outils in vitro sont souvent utilisés en EDA du fait de leur rapidité, de leur sensibilité et 

de la possibilité de travailler en petits volumes.  

3.2.1. Les outils in vitro impliquant les récepteurs nucléaires 

Les bioessais in vitro utilisés en EDA impliquent majoritairement la superfamille des 

récepteurs nucléaires qui se lient aux xénobiotiques. Cette famille de récepteurs est appelée 

ainsi du fait d’un mode d'action commun. Après la liaison d'un ligand spécifique, leur 

conformation structurelle est modifiée et le récepteur (souvent après dimérisation avec un 

modulateur) est transféré dans le noyau, se lie à l'élément de réponse correspondant à l'ADN 

et déclenche l'expression du gène (Janosek et al., 2006). Il existe actuellement 48 récepteurs 

nucléaires connus qui sont regroupés en trois classes en fonction des ligands s’y fixant 

(Jacobs et al.,2003) :  

- Type I  qui lient les hormones stéroïdiennes : les récepteurs de la progestérone 

(PR), des œstrogènes (ER), des androgènes (AR), des glucocorticoïdes (GR) et 

minéralocorticoïdes (MR), 

- Les récepteurs de Type II : les récepteurs des hormones thyroïdiennes (TR), de la 

vitamine D (VDR), des rétinoïdes en général (RXR) et de l'acide all-trans-

rétinoïque (RAR) et des proliférateurs activés des peroxysomes (PPAR) 

- Les récepteurs de Type III  appelés récepteurs orphelins dont aucun ligand n'a pas 

été à ce jour identifié, ou qui potentiellement ne possèdent pas de ligands naturels 

ou encore dont la fonction n'a pas été élucidée tels que le pregnane-X-récepteur 

(PXR) ou le récepteur constitutif des androstanes (CAR). 

Du fait de la simplicité d’associer une structure à la réponse biologique observée lors des 

bioessais impliquant les récepteurs nucléaires, ceux-ci sont très utilisés en EDA. En mettant 

un gène rapporteur sous contrôle du promoteur possédant les éléments de réponses 
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spécifiques au récepteur nucléaire, il est possible de mesurer l’activité du contaminant et sa 

liaison au récepteur nucléaire. Lors de la fixation du contaminant au récepteur, ceci va 

entrainer une cascade de signalisation et permettre la transcription du gène rapporteur qui 

produit une protéine possédant une caractéristique observable en laboratoire (fluorescence, 

activité enzymatique détectable ; Figure 25). La réponse observable est alors dépendante de 

l’affinité du ligand avec le récepteur ainsi que de la concentration des molécules inductrices. 

Il est également possible d’utiliser un gène endogène aux cellules témoignant de la présence 

du contaminant. Il ne doit cependant pas être transcrit constitutivement (être inductible par 

une molécule endogène ; Eggen and Segner, 2003).  

 

Figure 25 : Principe de 

l’utilisation d’un gène rapporteur. 

Le contaminant se fixe à un 

récepteur cellulaire, ce qui 

entraîne une cascade de 

signalisation et la production 

d’une protéine qui est mesurable. 

Ces récepteurs sont étudiés lors des analyses biologiques car ils correspondent au premier 

niveau d’action des contaminants sur les organismes, sont spécifiques et permettent une 

identification plus simplifiée des ligands interagissant via ces récepteurs. L’ineris a écrit un 

rapport en 2009 (Aït-Aïssa, 2009) qui résume très bien le type de contaminants qui peuvent 

être détectés grâce aux différents récepteurs nucléaires (Tableau 24). Il est à noter que le 

récepteur des hydrocarbures (AhR) présent dans le Tableau 24 ne fait pas partie des 

récepteurs nucléaires mais appartient à la famille des facteurs de transcription de base hélice-

boucle-hélice (structure tridimentionnelle de la protéine). Cependant son fonctionnement est 

similaire et il peut tout comme les récepteurs nucléaires lier des xénobiotiques permettant 

ainsi l’identification de composés biologiquement actifs.  

Bien qu’il soit intéressant de réaliser différents bioessais afin de pouvoir identifier un 

maximum de contaminants biologiquement actifs, un choix a dû être réalisé lors de ce travail 

car il est impossible de multiplier leur nombre du fait du temps nécessaire et de 

l’investissement financier que demande la réalisation d’un panel de bioessais. Un choix a 

donc été effectué afin d’en sélectionner certains à appliquer dans cette étude, il a été motivé 

par l’historique de contamination des sites étudiés et des recherches bibliographiques des 

études environnementales impliquant une approche EDA. Le choix s’est porté sur l’activité 

AhR et ER du fait de leur utilisation régulière en EDA (Brack et al. 2005 ; Houtman et al. 

2006 ; Grung et al. 2007 ; Oh et al. 2009 ; Wölz et al. 2010 ; Schmitt et al. 2011 ; Regueiro et 

al. 2013). Le test impliquant l’activité AhR reste la plus intéressante du fait de l’historique de 

contamination des sites d’étude (contamination avec la présence de composés aromatiques 

polycycliques). 
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Tableau 24 : Exemple de récepteurs cibles et de ligands naturels, synthétiques et 

xénobiotiques (Issu d’ Aït-Aïssa, 2009) 

Récepteur Ligands naturels ou 
synthétiques 

Polluants  d’origine industrielle, 
urbaine ou agricole (exemples) 

Récepteur des 
oestrogènes (ER) 

17b-estradiol, estrone, 
phyto-oestrogènes, 
mycooestrogènes, 

17a-ethynylestradiol 

Pesticides organochlorés, 
alkylphénols, bisphénol A, 

phtalates, parabènes, 
benzophénones (filtres anti- 

UV), hydroxy-PCB, … 
Récepteur des 

hydrocarbures (AhR) 
HAPs, amines aromatiques Dioxines, furanes, PCB 

plans, HAPs, imidazoles… 
Récepteur des 

androgènes (AR) 
Testostérone, 5- 

dihydroxytestostérone 
Pesticides : vinclozoline, DDT 
et métabolites, alkylphénols, 

benzophénones, bisphénolA… 
Récepteur des 

pregnanes (PXR) 
Pregnénolone, RU486, 

stéroïdes 
Pesticides, PCB 
hyperchlorés, 

carbamazepine, PBDE, 
pharmaceutiques… 

Récepteur des 
Glucocorticoïdes (GR) 

Cortisole, dexamethasone, 
pharmaceutiques 

Inconnu 

Récepteurs des 
activateurs de 

prolifération des 
peroxysomes (PPARs) 

Acides gras Perfluorés, Phtalates, 
phényls étain, PBDE 

3.2.2. Les outils in vitro impliquant les récepteurs nucléaires utilisés dans cette 

étude : Choix des lignées, entretien et déroulement des bioessais 

Les bioessais employés ont servi à tester les extraits bruts lors de l’analyse préliminaire. Les 

démarches des bioessais présentées ici sont les mêmes que ce soit pour tester un extrait, une 

fraction ou un composé pur. 

3.2.2.1. L’activité AhR 

a) Généralités 

Le récepteur des hydrocarbures (AhR ou récepteur Ah) est une protéine qui chez l'homme est 

codée par le gène AhR. Ce récepteur est un facteur de transcription activé par un ligand 

impliqué dans la régulation des réponses biologiques à des hydrocarbures aromatiques 

planaires (Dioxine, PCB, furane et HAP ; Figure 26). Il régule les enzymes métabolisant les 

xénobiotiques, tels que le cytochrome P450. Son action se situe donc essentiellement au 

niveau du foie mais aussi au niveau de l’intestin, des reins et des branchies chez le poisson 

(Whyte and Tillitt. 2001). 

 
(A) 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine 

 
(B) 2,3,7,8-tetrachlorodibenzofurane 
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(C) 3,3',4,4',5-Pentachlorobiphényle (PCB 126) 

 
(D) Benzo(a)pyrène 

Figure 26 : Ligands représentatifs du récepteur Ah. Les molécules montrent la structure 

générale de composés dans les classes suivantes: (A) dibenzo-p-dioxines (PCDD), (B) 

polychlorodibenzofuranes (PCDF), (C) biphényles polychlorés (PCB) et (D) hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP). 

Comme précisé avant dans ce document, il fait partie de la famille des facteurs de 

transcription de base hélice-boucle-hélice. Le récepteur Ah lie plusieurs ligands exogènes tels 

que les flavonoïdes naturels de plantes, les polyphénols et les indoles, ainsi que des 

hydrocarbures aromatiques polycycliques et les composés synthétiques de type dioxine. Le 

récepteur Ah est un facteur de transcription cytosolique qui est inactif en l’absence de ligands 

exogènes et lié à plusieurs co-chaperons tel que Hsp90, XAP2 et P23. Avec fixation du ligand 

tels que la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), les chaperons se dissocient du 

complexe entraînant sa translocation dans le noyau puis la dimérisation du complexe 

AhR/ligand avec la protéine ARNT où ce complexe va pouvoir se fixer à leur élément de 

réponse (ex : DRE, dioxin responsive element) et agir sur la transcription des gènes cibles. Il 

est à noter que sa fonction principale est l’adaptation de l’organisme à l’afflux de 

xénobiotiques puisqu’il est responsable de l’induction de systèmes enzymatiques permettant 

leur élimination (ex : cytochromes) (Hahn, 2002).  

Le bioessai consiste à mesurer l’activité du cytochrome P450 1A1 dont le gène  est 

naturellement présent au sein des cellules et dont la transcription est induite par les ligands 

exogènes (xénobiotiques). Après exposition des cellules pendant un temps donné à l’extrait, la 

fraction ou un composé, elles sont mises en présence de 7-Ethoxyresorufine qui est dégradée 

en resorufine par le cytochrome 1A1 alors produit (activité 7-éthoxyresorufine o-deéthylase) 

et entraine une fluorescence mesurable (Figure 27).  

 

Figure 27 : Voie d’activation du récepteur Ah et de mesure de l’activité EROD (Issu de 

Creusot, 2011) 
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b) Les lignées cellulaires associées à cette activité 

L’activité AhR peut être mesurée en utilisant différentes lignées cellulaires. Les lignées 

proviennent de différents organismes modèles et peuvent présenter une sensibilité variable 

lors des bioessais. Ces lignées doivent donc être testées afin de choisir la plus sensible pour la 

détection des contaminants responsables de l’activité AhR des sols étudiés. 

La sensibilité et la spécificité du bioessai est un élément important à prendre en compte afin 

d’identifier le plus possible de contaminants étant responsables de la réponse biologique. 

Cependant d’autres critères doivent aussi entrer en ligne de compte comme la facilité de 

culture de la lignée cellulaire et sa réponse face à des mélanges complexes. 

Tableau 25 : Listing des lignées cellulaires couramment utilisées pour mesurer l’activité AhR 

Nom de la lignée Organisme d’origine Limite de détection 
pour la TCDD 

Sources 

RTL-W1 Oncorhynchus mykiss 
(truite arc-en-ciel) 

<1 pM Hahn 2002 
Whyte et al. 2004 
Whyte et al. 2001 
Denison et al. 2004 

PLHC-1 Poeciliopsis lucida 0.48 pM Hahn 2002 
Whyte et al. 2004 
Whyte et al. 2001 

H4IIE Rat 0.19-0.68 pM Hahn 2002 
Whyte et al. 2004 
Whyte et al. 2001 

HEPG2 Humain 16 pM Wiebel et al. 1996 
Hahn 2002 
Whyte et al. 2004 
Whyte et al. 2001 

Le Tableau 25 présente les lignées les plus couramment utilisées pour la mesure de l’activité 

AhR. Selon ce Tableau, les lignées les plus intéressantes du point de vu de la sensibilité, pour 

l’identification des polluants sont les lignées RTL-W1, PLHC1 et H4IIE. La lignée HEPG2 

est de loin la moins sensibles elle est donc à écarter pour l’étude environnementale du fait de 

la faible interaction des polluants avec son récepteur Ah. Cette lignée est intéressante si le but 

de l’étude se porte essentiellement sur les risques pour la santé humaine (Wiebel et al. 1996). 

La lignée cellulaire RTL-W1, bien que sa sensibilité soit bonne, peut induire une réponse 

AhR uniquement par un changement de milieu de culture sans ajout de polluant du fait de la 

présence de tryptophane (Segner et al. 2000) et donc être à l’origine de faux positifs. RTL-W1 

ne semble donc pas être la lignée la plus adaptée pour la détection de l’activité dioxin-like des 

mélanges étudiés ici du fait de leur complexité. 

Pour ces raisons, seulement les lignées de poisson PLHC-1 et de rat H4IIE ont été testées pour 

identifier la plus intéressante à utiliser par la suite. En effet les données de la littérature 

indiquent qu’elles ont une sensibilité similaire (limite de détection de la TCDD de 0,48 pM 

pour PLHC-1 et de 0.19-0.68 pM pour H4IIE). Cependant des contradictions existent. 

Villeneuve et al. (2001) ont également testé ces lignées sur des mélanges de polychlorés 

(PCN), de biphényles polychlorés (PCB) et d’hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(HAP) ; ils ont ainsi montré que la lignée H4IIE était plus sensible pour l’étude de mélanges 

complexes que la lignée PLHC-1. 
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c) Entretien de la lignée et déroulement du bioessai 

La lignée choisie pour l’ensemble de l’étude a finalement été la lignée PLHC-1 (voir la partie 

résultats : test des lignées cellulaires). Voici comment cette dernière a été entretenue et 

comment se sont déroulés les bioessais. 

Entretien : Pour la lignée PLHC-1, la culture s’effectue en flasques de 75 cm3 dans du milieu 

de culture minimum (Eagle's minimal essential medium, E-MEM) supplémenté avec 10 % de 

sérum de veau fœtal (SVF) ainsi que 1 % d’acides aminées non essentiels et d’antibiotiques 

(pénicilline et streptomycine). Leur croissance se réalise à 30°C sous atmosphère humide 

possédant 5 % de CO2. Le milieu est changé tous les 2 ou 3 jours. Une fois leur confluence 

arrivée à 80%, les cellules sont détachées afin d’ensemencer une nouvelle flasque de culture 

et des plaques de 96 puits pour les bioessais. Les cellules sont ensemencées dans des plaques 

transparentes (plaque TPP®, D. Dutcher, Brumath, France) afin d’obtenir 50 000 cellules par 

puits. 

Déroulement du bioessai : Dans chaque puit la quantité de solvant (DMSO) ne doit pas 

excéder 0,5 % ; pour cela chaque élément déposé (ex : extrait, fraction, composé) est dilué 

dans du milieu de culture de sorte que le volume final soit de 150µL/puits. Afin d’obtenir une 

courbe dose-réponse, chaque élément est déposé selon une gamme de concentrations pour 

déterminer la concentration efficace à 20% par rapport au témoin positif (témoin TCDD) si 

l’induction est suffisante. Les plaques sont toujours effectuées selon un schéma précis qui 

contient obligatoirement un témoin cellulaire afin de vérifier le niveau basal de l’activité 

observée et selon le temps d’incubation, les témoins positifs suivants : témoins positif à la 

TCDD (à une concentration de 3,22*10
-7

 g/L) et au BaP (à une concentration de 2,52*10
-4

 

g/L) (Figure 28). La lignée PLHC-1 est incubée 4h ou 24h pour mettre en évidence les 

composés persistants (ex : dioxines) et ceux qui sont métabolisables (ex : HAP) (Louiz et al., 

2008; Kinani et al., 2010; Creusot et al., 2013). 

 

Figure 28 : Schéma d’une plaque lors d’un bioessai impliquant la mesure d’une activité 

AhR. Le test s’accompagne toujours des deux témoins négatifs : cellulaire et solvant. Les 

témoins positifs utilisés sont la TCDD (4h et 24h) à une concentration de 3,22*10
-7

 g/L et le 

BaP (4h) à une concentration de 2,52*10
-4

 g/L. Chaque dépôt est réalisé en triplicat et les 

gammes d’échantillons sont composées de 4 à 8 points différents. 
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Afin de mesurer l’activité AhR induite, après 4h ou 24h d’incubation, les plaques sont vidées 

de leur milieu de culture par retournement et 100µL de PBS contenant de la 7-

éthoxyrésorufine (7 μM), sont ensuite ajoutés. L’activité AhR est alors mesurée par un 

spectrofluorimètre (Sinergy 2, Biotek®, Colmar, France) selon les paramètres présentés dans 

le Tableau 26. Le signal obtenu pour les puits du bord de la plaque sert à déterminer le bruit 

de fond de la lecture. 

Tableau 26 : Paramètres de lecture des microplaques lors du bioessai impliquant l’activité 

AhR 

Paramètre Valeur 

Température 30°C 
Temps de mesure 10 minutes (cinétique) 
Longueur d’onde d’excitation 530 ± 25 
Longueur d’onde d’émission 590 ± 35 
Optique Lecture par le dessous avec un gain de 50 
Rapidité de lecture Normale avec un délai de 100 msec 

Les courbes dose-réponses sont modélisées en suivant l’équation de Hill à l’aide du logiciel 

Microsoft Excel® en utilisant la macro REGTOX_EV7.0.5 version 2 disponible librement sur 

le site http://www.normalesup.org/~vindimian/fr_ index.html (Vindimian et al., 1983). Ces 

représentations permettent de déterminer la concentration entraînant 20 % de l’activité par 

rapport au témoin positif de la TCDD (EC 20). 

3.2.2.2. L’activité ER 

a) Généralités 

Les récepteurs des œstrogènes sont des récepteurs exprimés dans des tissus spécifiques et qui 

lient naturellement les œstrogènes qui sont les principales hormones stéroïdes sexuelles 

féminines telles l’oestradiol (E2) ou l’estrone (E1). Elles régulent un ensemble de processus 

reproductifs, développementaux, comportementaux et physiologiques dans l'organisme. 

Il existe plusieurs formes de récepteurs des œstrogènes que sont le ERα et le ERβ agissant 

dans des tissus spécifiques et ayant des rôles physiologiques distincts. Cependant leur 

mécanisme d’action est similaire. Après pénétration du ligand dans la cellule et liaison au 

récepteur, celui-ci s’associe en dimère (homodimère ou hétérodimère) afin de se fixer sur son 

élément de réponse nommée ERE (estrogen reponse element) et induire la transcription des 

gènes sous le contrôle de ce promoteur (Moggs et Orphanides, 2001. Mueller, 2002) (Figure 

29). 

http://www.normalesup.org/~vindimian/fr_%20index.html
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Figure 29 : Mécanisme d’action des récepteurs des œstrogènes (Mueller, 2002)  

Les xénobiotiques en interagissant avec les récepteurs nucléaires stéroïdiens sont considérés 

comme des perturbateurs endocriniens et peuvent causer des anomalies physiologiques et de 

reproduction. C’est pourquoi les bioessais impliquant ce récepteur, sont très utilisés en EDA. 

L’un des plus connus comme oestrogénomimétique est le bisphénol A (Vom Saal et al. 2012). 

Pour la détection des ligands aux récepteurs des œstrogènes, la lignée utilisée est la lignée 

MCF-7 issue de cellules cancéreuses du sein humain ayant été transfectées de manière stable 

avec le gène codant pour la luciférase et sous le contrôle du promoteur liant le récepteur des 

oestrogènes α (Erα ; Balaguer et al. 1999). Ces cellules appelées MELN ont été fournies par 

Patrick Balaguer de l’Inserm de Montpellier. 

b) Entretien de la lignée et déroulement du bioessai 

Entretien : La culture s’effectue en flasques de 75 cm
3
 dans du milieu de culture (Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium, DMEM) supplémenté avec 10 % SVF ainsi que 1 % d’acides 

aminés non essentiels et d’antibiotiques (pénicilline et streptomycine).  Leur croissance se 

réalise à 37°C sous atmosphère humide possédant 5 % de CO2. Le milieu est changé tous les 2 

ou 3 jours. Une fois leur confluence arrivée à 80%, le milieu est remplacé par du DMEM sans 

rouge de phénol contenant 3 % de SVF déstéroïdé et 1 % antibiotiques deux à trois jours 

avant la réalisation des tests afin d’éliminer le rouge de phénol et le SVF qui ont une activité 

hormonale. Après incubation, les cellules sont ensemencées dans des plaques blanches de 96 

puits (CellStar®, Greiner Bio-one, D. Dutcher, Brumath, France) à une densité de 1.10
5
 

cellules par puit. 

Déroulement du bioessai : L’exposition des cellules se déroule de la même manière que pour 

les cellules PLHC-1 si ce n’est que le témoin positif est le 17β-estradiol (E2) à une 

concentration de 3*10
-6

 g/l. La lignée MELN est ensuite incubée pendant 16h avant lecture. 

Afin de mesurer l’activité œstrogénique, après les 16h d’incubation, les plaques sont vidées de 
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leur milieu de culture par retournement et 50µL de PBS contenant de la luciférine (0,3 mM) 

sont ensuite ajoutés. Un complexe luciférase/luciférine se forme alors et catalyse la réaction 

d’oxydation de la luciférine par le dioxygène (O2). Cette dernière devient instable et émet un 

photon. Le signal luminescent est mesuré par un luminomètre (Sinergy 2, Biotek®, Colmar, 

France) selon les paramètres présentés dans le Tableau 27. Le signal obtenu pour les puits du 

bord de la plaque sert à déterminer le bruit de fond de la lecture. 

Tableau 27 : Paramètres de lecture des microplaques lors du bioessai impliquant l’activité 

ER/Luciferase 

Paramètre Valeur 

Température 37°C 
Temps de mesure 2 minutes  
Type de mesure Luminescence 
Optique Lecture par le dessus avec un gain de 135 
Rapidité de lecture Normale avec un délai de 100 msec 

Enfin tout comme l’activité AhR, Les courbes dose-réponse sont modélisées en suivant 

l’équation de Hill et les EC20 déterminées par rapport au témoin positif de l’E2. 

3.2.2.3. Le test du MTT 

Ce test a été effectué sur l’ensemble des extraits bruts testés sur les deux lignées cellulaires. Il 

renseigne, par une mesure de colorimétrie, sur l’activité métabolique des cellules. Dans le 

principe, du bromure tétrazolium de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrasodium 

(MTT) est mis en contact avec les cellules. Chez les cellules vivantes, la succinate 

déshydrogénase présente chez les mitochondries va réduire le MTT en formazan. La réaction 

forme alors des cristaux violets. La coloration est plus ou moins intense suivant la quantité de 

cellules actives. 

Ce test a été effectué en complément des bioessais mesurant l’activité AhR et ER. Le test 

MTT est décrit en détail par Laville et al. (2004). Afin d’effectuer ce test, les cellules ont été 

préalablement déposées sur des plaques 96 puits transparentes (TPP®, D. Dutcher, Brumath, 

France) et exposées durant 24h aux extraits testés. Après incubation, les plaques sont vidées et 

100 µL de MTT dilué dans du milieu de culture sont ajoutés à une concentration de 0,5 

mg.mL-1 dans chaque puit. Les cellules sont laissées à incuber pendant 3h. Après 

l’incubation, les plaques sont délicatement vidées et 100 µL de DMSO est ajouté dans chaque 

puit. Après une agitation de 30 min à 300 rpm, les plaques sont lues par spectrométrie 

(Sinergy 2, Biotek®, Colmar, France) aux longueurs d’onde de 570 nm et 660 nm. La 

viabilité cellulaire est exprimée en pourcentage par rapport à la valeur du contrôle. 

3.3. Les autres tests in vitro utilisés lors de l’étude 

D’autres bioessais in vitro ont été testés afin de vérifier leur compatibilité avec la démarche et 

l’étude de la contamination des sols. Le premier est le test de génotoxicité SOS-Chromotest 

qui a déjà montré son efficacité pour identifier des substances et des extraits 

environnementaux génotoxiques (Quillardet et al. 1985 ; Mamber et al. 1986 ; Hofnung et al. 

1989 ; Dutka et al. 1995 ; Janz et al. 1990 ; Langevin et al. 1992 ; Nylund et al. 1992). Ce 

bioessais a été selectionné du fait de la contamination aux HAP du site A et de la génotoxicité 

potentielle des sols. Les deux autres bioessais sont des tests de toxicité aigüe sur la bactérie 

Vibrio Fischeri (test du Microtox©) et sur la micro algue Pseudokirchneriella subcapitata. Ces 
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deux bioessai sont employés en EDA mais uniquement sur les matrices liquides (Reemtsma et 

al. 1999 ; Reineke et al. 2002 ; Hartnik et al. 2007 ; Schulze et al. 2010).  

Après des essais préliminaires sur les extraits bruts, l’ensemble de ces bioessais n’ont pas été 

retenus pour la suite de la démarche pour différentes raisons qui seront expliquées dans la 

partie résultats. 

3.3.1. Test de génotoxicité : Le SOS-Chromotest 

Ce test implique le système de réparation de l’ADN appelé SOS qui est mis en place lors des 

dommages à l’ADN par des substances génotoxiques. Le SOS Chromotest permet de 

déterminer in vitro la capacité d’un composé ou d’un extrait environnemental à induire 

l’expression des composants du système SOS dans la souche bactérienne génétiquement 

modifiée Escherichia Coli PQ 37 (Quillardet et al., 1982; Quillardet et al., 1985). En cas de 

dommages à l’ADN provoqués par un composé génotoxique, cette bactérie enclenche un 

ensemble de mécanismes permettant de réparer son ADN comme la transcription du gène 

sfiA. Cependant cette bactérie posséde également le gène rapporteur de la β-galactosidase 

sous le contrôle du promoteur du gène sfiA. Plus les dommages sont importants plus le gène 

lacZ (gène de la β-galactosidase) est induit et plus l’activité de l’enzyme β-galactosidase est 

élevée. Une seconde enzyme, la phosphatase alcaline, permet de tenir compte des effets 

cytotoxiques des composés testés. Ces enzymes sont facilement quantifiables en présence de 

réactifs. Leurs activités sont mesurées par colorimétrie (Densité Optique ou DO) à 420 nm. 

Ces mesures permettent de calculer un facteur d’induction (IF) du composé ou de l’extrait 

testé en déterminant le rapport entre la DO obtenue par la β-galactosidase et celle de la 

phosphatase alcaline et en le rapportant à celui du témoin solvant. Pour qu’un extrait soit 

considéré comme génotoxique, il faut que le facteur d’induction soit supérieur à 1,5 ; la DO 

de la β-galactosidase doit augmenter par rapport au témoin ; une relation dose/effet entre le 

facteur d’induction et la concentration doit être observable et les résultats doivent étre 

reproductibles (Le Curieux et al., 1995). 

Certains composés peuvent présenter une génotoxicité après avoir subi une métabolisation 

hépatique. Afin d’observer le potentiel génotoxique de ces composés, ils sont bioactivés grâce 

à une suspension de foie appelé S9 contenant l’ensemble des constituants permettant leur 

biotransformation et l’étude du potentiel génotoxique de ces molécules. 

Ce test a été effectué dans l’entreprise Toxem au Havre (http://www.toxem.com). 

3.3.2. Les tests de toxicité aigüe : Le microtox et l’inhibition de croissance algale de 

Pseudokirschnerilla Subcapitata 

Microtox© : Ce test consiste à utiliser la bactérie marine bioluminescente (Vibrio fischeri) 

comme organisme d'essai. Les bactéries sont exposées à une gamme de concentrations de 

l’extrait qui a été préalablement suspendu dans du dimethylsufoxide (DMSO). La réduction 

de l'intensité de la lumière émise à partir des bactéries est mesurée avec des solutions 

standards et des échantillons de contrôle. La variation de la production de lumière et la 

concentration de l’extrait ou du composé testé permettent d’obtenir une courbe dose/réponse 

et de déterminer une concentration inhibitrice à un pourcentage donné en fonction du témoin 

contrôle (CI). Pour le test réalisé, l’CI20 a été utilisée et obtenue après une exposition de 30 

minutes. Ce test a été réalisé selon la norme européenne NF EN ISO 11348-3. 

Test d’inhibition de la croissance algale de Pseudokirchneriella subcapitata : ce bioessai est 

basé sur l’inhibition de la croissance de la population algale et consiste à effectuer plusieurs 

dilutions de l’extrait (dans le DMSO) afin de mesurer la densité cellulaire après trois jours 
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d’exposition dans des conditions contrôlées. L’essai consiste à déterminer la concentration de 

l’échantillon qui cause une réduction de 20 % de la croissance de la population algale, après 

une période d’exposition de 72 heures (CI20 72h) afin de  déterminer une relation dose-

réponse. L’incubation est effectuée dans un système statique (sans renouvellement) et dans 

des conditions contrôlées de température et de lumière. L’effet d’inhibition est mesuré par la 

détermination de la densité cellulaire. Ce test a été réalisé selon la norme européenne NF EN 

ISO 8692 et la ligne directrice OCDE 201. 

4. Equilibre des masses : Lien entre les analyses chimiques et biologiques 

Afin d’évaluer si l’activité biologique d’un extrait ou d’une fraction peut etre expliquée par 

les composés analysés lors des analyses chimiques, il est nécessaire de vérifier la contribution 

des composés identifiés à l’activité biologique observée. Et ainsi savoir si les investigations 

ont besoin d’être plus poussées ou non dans les extraits ou les fractions répondant aux 

bioessais. 

Pour cela, une étude d’équilibre des masses (MBA) impliquant l’utilisation des facteurs 

d’équivalent toxique (TEF ou REP) et se basant sur un modèle d’additivité des effets a été 

utilisée. Elle permet de convertir la concentration d’un composé en une valeur d’activité 

biologique (Khim et al. 2001 ; Nicolas Creusot 2011 ; Holbrook 2002). 

 

Figure 30 : Représentation des courbes dose-réponse obtenues lors des bioessais pour les 

extraits ou les composés purs.  

Les molécules de références sont pour le bioessai AhR, la TCDD et le BaP pour la lecture à 

4h et uniquement la TCDD pour les lectures à 24h. Pour l’activité œstrogènique, la molécule 

de référence est la 17β-oestradiol (E2).Ces courbes permettent de déterminer les TEQ-bio des 

extraits et fractions ainsi que les facteurs d’équivalent toxique des composés. EC20 : 

Concentration efficace à 20%. 

Principe de la MBA : 

Molécule de référence Extrait ou composé 

EC20 EC20 



84 

 

La vérifiaction de la contribution des composés à l’activité biologie d’un extrait est possible 

en mesurant l’activité biologique de l’extrait environnemental (TEQ-bio) et en la comparant à 

l’activité biologique théorique qui devrait être obtenue pour les polluants identifiés lors de 

l’analyse chimique (TEQ-chim). Si ces deux activités sont identiques ou très proches alors 

l’ensemble des polluants identifiés expliquent l’activité observée lors des bioessais.  

Calcul de la TEQ-bio : La TEQ-bio correspond à l’équivalent toxique biologique d’un 

extrait. Elle est obtenue en déterminant la courbe dose-réponse de l’extrait et en la comparant 

à celle d’un composé de référence (Figure 30). Il est ainsi possible de mesurer l’activité 

biologique d’un extrait, de le normaliser et ainsi de pouvoir comparer les activités des extraits 

les uns par rapport aux autres. 

1 : 𝑇𝐸𝑄 − 𝑏𝑖𝑜 =
ECx composé de référence

𝐸𝐶𝑥 𝑑𝑒 𝑙′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡 𝑒𝑛𝑣𝑖𝑟𝑜𝑛𝑛𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙
 

Où ECx correspond à la concentration pour laquelle x% de l’activité biologique maximale est 

observée. 

Calcul de la TEQ-chim : En parallèle, l’analyse chimique permet d’identifier et de quantifier 

des polluants. Pour chaque polluant, le TEF est déterminé. Ce coefficient correspond au degré 

d’activité biologique d’un composé par rapport à un composé de référence (Figure 30). Celui-

ci est dépendant de l’activité biologique étudiée (ex : activité ER, EROD…).  Dans le cas où 

ce coefficient n’est pas déjà connu, l’activité du composé devra etre étudiée et sa courbe dose-

réponse determinée afin de l’obtenir. 

2 : 𝑇𝐸𝐹𝑖 =
ECx composé de référence

𝐸𝐶𝑥 𝑑𝑢 𝑐𝑜𝑚𝑝𝑜𝑠é 𝑖
 

Avec TEFi le facteur d’équivalent toxique du composé i et ECx la concentration pour laquelle 

x % d’activité est mesuré par rapport au maximum d’activité. 

Une fois les TEF des composés identifiés obtenus, il est possible de déterminer la TEQ-chim 

de ces derniers. La TEQ-chim correspond à la somme des TEF des contaminants multipliés 

par leurs concentrations. Si la TEQ-chim est différente de la TEQ-bio, ceci implique qu’un ou 

des composés non identifiés sont responsables d’une partie de l’activité observée. Dans ce cas 

l’investigation doit être approfondie afin d’identifier ces inducteurs. 

3 ∶  TEQ − chim = ∑ TEFi × Ci

𝑛

𝑖=1

 

Limite de l’approche : 

Il s’agit d’un outil utile mais dont l’approche repose sur un modèle additif et coup par coup 

(Safe, 1998). Comme toute extrapolation, elle se fait sans tenir compte des différences 

d’interaction des composés avec le récepteur, des effets de mélanges ou de la modification de 

concentration des composés lors des bioessais (ex : métabolisation des HAP par les cellules 

PLHC-1). Il est important de garder ces limites à l’esprit lors de l’analyse (Safe, 1998). 

Origine des TEF : 

Les TEF utilisés lors de ce travail proviennent de la thèse de Nicolas Creusot (2011) pour les 

composés oestrogèniques et de l’article de Louiz et al. (2008) pour l’activité AhR des HAP. 
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L’ensemble des autres facteurs d’équivalent toxique des composés identifiés ont été 

déterminés au LPTC. 

V. Fractionnement de l’extrait du sol sélectionné par CLHP 

La séparation des contaminants afin de simplifier l’identification des composés 

biologiquement actifs dans les extraits complexes de la matrice environnementale est une 

étape necessaire dans l’identification de composés biologiquement actifs dans les mélanges 

complexes. L’extraction est déjà considérée en soi comme une étape de séparation des 

composés chimiques des autres composés de la matrice environnementale pouvant interférer 

lors des analyses tels que les minéraux, les sels, les protéines, les acides humiques, les lipides, 

les polysaccarides, etc (Brack et al., 2011). Le fractionnement est basé sur les propriétés 

intrinsèques des composés de l’extrait impliquant soit des interactions non spécifiques telles 

que les liaisons de van der Waals ou des liaisons plus spécifiques telles que les liaisons 

hydrogènes (Brack et al., 2011). Le fractionnement est une étape sensible en EDA qui peut 

être source de contamination ou de perte de composés, ce qui nécessite l’utilisation d’une 

démarche qualité afin de s’assurer de l’exactitude de la démarche globale (Bakker et al. 2007 ; 

voir VIII. La démarche qualité appliquée lors des expériences).  

Il existe de nombreuses procédures de fractionnement qui peuvent être plus ou moins 

complexes. Elles doivent cependant permettre la production de suffisamment d’échantillon 

pour pouvoir réaliser les analyses chimiques et biologiques des fractions créées. La technique 

la plus couramment utilisée pour réaliser le fractionnement est la chromatographie et plus 

spécifiquement la chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP ou plus 

fréquemment connue sous l’abbréviation anglais HPLC : high performance liquid 

chromatography).  

La CLHP, comme l’ensemble des chromatographies permet une séparation rapide des 

composés d’un mélange grâce à la haute pression. Dans le principe, l'échantillon à analyser 

est poussé par un liquide (appelé phase mobile) dans une colonne remplie d'une phase 

stationnaire de fine granulométrie. En entrant en contact avec la phase stationnaire, des 

interactions se créent entre les composés et cette phase entrainant une élution plus ou moins 

rapide des composés en fonction de leurs propriétés physico-chimiques et de leur équilibre de 

partage entre la phase mobile et stationnaire. En général, la composition de la phase mobile 

est modifiée au cours de l'analyse où un gradient de solvant est observable. Ce gradient 

permet modifier les propriétés de la phase mobile et ainsi d’éluer l’ensemble des composés de 

l’extrait environnemental de la phase stationnaire (modification de la force éluante). 

Il existe plusieurs approches en CLHP, cependant deux sont plus associées à l’EDA (Tableau 

8 de la synthèse bibliographique) : La phase inverse (RP-CLHP) et la phase normale (NP-

CLHP). Ces deux approches font intervenir des phases stationnaires permettant une séparation 

des composés en fonction de leur polarité. Il est très important d’avoir en tête les 

caractéristiques du fractionnement car le temps d’élution des composés est intiment lié à leur 

structure et leur composition (Brack et al., 2011).  

Pour ces travaux, le fractionnement et les tests associés ont été réalisés grâce à une chaine 

CLHP (Agilent HPLC system, série 1200) équipée d'un détecteur UV/Visible à barrettes de 

diodes (Agilent série 1200) et d’un collecteur automatique de fractions (Agilent série 1260 

infinity) (Agilent Technologies, Les Ulis, France). Ce matériel est présenté Figure 31.  

https://fr.wikipedia.org/wiki/Colonne_de_biologie_mol%C3%A9culaire
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Figure 31 : Chaine HPLC équipée d'un détecteur UV/Visible à barrettes de diodes et d’un 

collecteur automatique de fractions (Agilent Technologies, Les Ulis, France). 

Les caractéristiques à connaitre de la RP-CLHP et de la NP-CLHP ainsi que les méthodes 

utilisées pour le fractionnement sont détaillées ci-dessous. 

1. La méthode en phase inverse (RP-CLHP) 

Dans la chromatographie de partage en phase inverse, la phase mobile est polaire et la phase 

stationnaire apolaire. La phase stationnaire est un gel de silice gréffé de molécules organiques 

apolaires (Figure 32) tandis que la phase mobile est composée de solvants polaires (eau, 

ACN : acétonitrile, méthanol…). Avec ce type de chromatographie, les composés apolaires 

sont élués en dernier. 

    

Diméthyl-propyl-
silane (C4) 

Diméthyl-octyl-silane 
(C8) 

Diméthyl-octadécyl-
silane (C18) 

Phényle-3-propyl diméthyl-
silane (Phényle) 

Figure 32 : Exemple de greffons utilisés en phase inverse 

Bien qu’il y ait de nombreuses phases sur le marché, le fractionnement pour l’EDA est 

principalement réalisé avec des colonnes composées de phase en C18 (Jopet al., 1991 ; 

Desbrow et al., 1998). C’est pourquoi les tests de développement de méthode ont été réalisés 

avec ce type de phase inverse. 

Fractionnement en phase inverse (RP-CLHP) : Pour les tests et le fractionnement, ces travaux 

sont basés sur ceux de Creusot (2011) et Creusot et al. (2013). L’ensemble des échantillons 

sont injectés de la même façon. Avant injection 250 µL de l’échantillon sont évaporés et 

repris dans 100 μL d’un mélange d’eau ultra-pure et d’acétonitrile (80/20, v:v). L’injection se 

fait sur une colonne de silice greffée avec des chaînes composés de 18 atomes de carbone 

(C18 Spherisorb ODS2, 5 μm, 4,6 x250 mm) (Waters, Milford, USA) avec un gradient d’une 

durée de 120 min débutant par un mélange eau ultra-pure/acétonitrile (80/20, v:v) et se 

terminant à 100 % d’acétonitrile avec un débit fixé à 1 mL.min-1 (Tableau 28). Toutes les 3 

min, une fraction est collectée. Au total, 40 fractions sont obtenues (f1 à f40) et évaporées 

sous flux d’azote à 45°C avant reprise dans 250 µL d’acetonitrile. Ensuite chaque fraction est 

O Si (CH2)3

CH3

CH3

CH3CH3 O Si (CH2)7

CH3

CH3

CH3CH3 O Si (CH2)17

CH3

CH3

CH3CH3 O Si (CH2)3

CH3

CH3

CH3
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divisée en deux, l’une destinée aux analyses chimiques (100µL) et l’autre aux tests 

biologiques (150 µL). Sur le volume de 150 µL destiné aux tests biologiques, 50µL de chaque 

fraction sont récupérés et regroupés en un seul « pool » afin de recréer le mélange originel 

pour le contrôle qualité (voir la partie IX : La démarche qualité appliquée lors des 

expériences). Tout comme les extraits, les fractions sont suivies par la masse et conservées à -

20°C. 

Tableau 28 : Paramètres d’élution utilisés pour le fractionnement en phase inverse 

Temps (min) Débit (mL/min) %ACN %H2O 

0 1 20 80 

10 1 20 80 

60 1 45 55 

100 1 100 0 

120 1 100 0 

120,01 1 20 80 

125 1 20 80 

2. La méthode en phase normale 

La chromatographie de partage en phase normale est composée d’une phase mobile apolaire 

et d’une phase stationnaire polaire. Avec ce type de chromatographie, les composés polaires 

sont élués en dernier. La Figure 33 présente différents types de phases stationnaires qui 

peuvent être trouvées dans le commerce. 

    

Cyano-3-propyl-
diméthyl-silane 

(Cyano) 

Dihydroxy-2,3-
propyloxy-diméthyl-

silane (Diol) 

Amino-3-propyl-
diméthyl-silane 

(Amino) 

Nitro-4-phényle-3-propyl-
diméthyl-silane (Nitro) 

Figure 33 : Exemple de greffons utilisés en phase normale 

Les fractionnements pour les matrices solides à l’approche EDA sont principalement 

effectuées en phase normale (Fetter et al. 2014 ; Regueiro et al. 2013 ; Schmitt et al. 2011 ; 

Kaisarevic et al. 2009 ; Marvin et al. 2000 ; Marvin et al. 1999 ; Marvin et al. 1994). Les  tests 

de développement de méthode ont donc été réalisés également en phase normale avec une 

colonne de type NH2 (Figure 33) et selon la méthode de fractionnement utilisée dans la thèse 

de Gardia-Parege (2015). 

Fractionnement en phase normale : Le fractionnement en phase normale est réalisé sur 250 µL 

d’échantillon préalablement évaporés et repris dans 100 μL d’hexane. La séparation des 

molécules s’effectue sur une colonne de silice greffée avec des amines (Microsorb NH2 100- 

5, 4,6 x 250 mm, Varian®) (Agilent technologies, Les Ulis, France). Le gradient d’élution est 

composé de trois solvants : pentane, dichlorométhane et acétonitrile. Les conditions du 

gradient sont résumées au Tableau 29. Une fraction est collectée toutes les 2 min. Au total, 20 

fractions sont obtenues par NP-HPLC (f1 à f20) et sont évaporées sous flux d’argon à 45°C. 

Chaque fraction est reprise dans 250 µL de dichloromethane, est divisée en deux pour 

O Si
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CH3

(CH2)3OH C N Si

CH3
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effectuer les tests biologiques (150 µL) et en parallèle les analyses chimiques (100 µL). Tout 

comme le fractionnement en RP-HPLC, sur le volume de 150 µL destiné aux tests 

biologiques, 50µL de chaque fraction sont récupérés et regroupés afin de recréer le mélange 

originel pour le contrôle qualité (voir la partie IX : La démarche qualité appliquée lors des 

expériences). Toutes les fractions sont suivies par la masse et conservées à -20°C.  

Tableau 29 : Paramètres d’élution utilisé pour le fractionnement en phase normale. 

Temps (min) Débit (ml/min) Pentane (%) Dichlorométhane (%) Acétonitrile (%) 

0 1 100 0 0 

7 1 100 0 0 

17 1 0 100 0 

22 1 0 100 0 

26 1 0 0 100 

30 1 0 0 100 

35 1 0 100 0 

40 1 100 0 0 

45 1 100 0 0 

3. Sélection du type de fractionnement en HPLC à appliquer sur les sols étudiés 

Afin de sélectionner le type de fractionnement à appliquer sur les échantillons de cette étude, 

une solution de composition connue et respectant le modèle additif a été testée pour ses 

activités ER et AhR à différentes étapes du fractionnement. Des blancs subissant les mêmes 

étapes ont également été réalisés afin de vérifier qu’aucune étape du fractionnement n’est 

responsable de contaminations involontaires.  

Les blancs qui ont été réalisés sont les suivants : 

 Les blancs solvants d’injection en CLHP. Il s’agit de 100 µL d’un mélange d’eau et 

d’acétonitrile (80 :20) pour l’injection en phase inverse (RP-HPLC) et de 100 µL 

d’isooctane ou d’hexane pour l’injection en phase normale (NP-HPLC) : ces blancs 

permettent de vérifier la non-contamination des solvants d’injection. 

 Les blancs d’élution en RP-HPLC et NP-HPLC : Ici, le gradient d’élution est 

reconstitué sans passer dans le système HPLC. Ils permettent de vérifier que l’étape de 

concentration sous flux d’azote post fractionnement n’est pas une source de 

contamination. 

 Les blancs RP-HPLC et NP-HPLC : Ces blancs subissent l’ensemble des traitements 

que subissent les échantillons. Ils permettent en les comparants aux blancs d’élution et 

aux blancs solvants d’injection de vérifier que le système de fractionnement en HPLC 

n’est pas une source de contamination des échantillons.  

 Le blanc DMSO (Dimethyl sulfoxide) : Il s’agit du solvant utilisé lors des biotests, sa 

contamination possible doit également être testée. 

Pour la mesure de l’activité biologique un mélange de composé répondant aux bioessais AhR 

et ER a été réalisé. Il s’agit d’un témoin positif (Tableau 30): 
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Tableau 30 : Composés présents dans la solution testée pour la répétabilité, classés selon leur 

activité biologique. 

Activité Nom 
Concentration en µg/mL 
acétone 

ER 

Oestrone 0,0027 

Oestradiol 0,0008 

Bisphénol A 18,33 

4t-octylphénol 8,23 

o,p-Dichlorodiphényltrichloroéthane 34,57 

AhR  

3,3',4,4',5-Pentachlorobiphényle 0,155 

2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-p-dioxine 0,0179 

Dibenzo[ah]anthracene 0,0819 

Benzo[k]fluoranthène 0,0721 

Les témoins positifs ont été réalisés sous n=6 pour le témoin positif simple, en triplicat pour 

les autres conditions et pour les deux types de chromatographie : 

 Témoin positif simple : le mélange est directement dilué dans du DMSO. Ceci 

permet de vérifier que les réponses obtenues par les bioessais sont peu variables 

 Témoins positifs avec reconstitution du gradient (NP-HPLC et RP-HPLC) : Ceci 

sert à vérifier que la concentration sous flux d’azote n’est pas une source de perte 

de composés et par conséquence d’activité biologique de la solution. 

 Témoin positif passé en NP-HPLC et en RP-HPLC : Ceci permet de vérifier que le 

système de fractionnement en HPLC est intègre et n’entraîne pas des pertes de 

composés et d’activité. 

L’ensemble de ces échantillons ont été testés pour leur activité biologique et comparés 

statistiquement. Le témoin positif simple a été comparé à l’activité biologique théorique par le 

biais d’un test t de student. Quant aux autres témoins, leur activité a été comparée au témoin 

positif simple grâce au test non paramétrique de Mann-Whitney. Les résultats sont présentés 

dans la partie résultats (II.1. Comparaison entre un fractionnement en phase normal et en 

phase inverse)  

VI. Analyse chimiques des fractions positives pour l’identification des 
composés biologiquement actifs 

Une fois le fractionnement réalisé et les fractions positives aux bioessais déterminées. Ces 

dernières sont analysées par chromatographie couplée à la spectrométrie de masse afin 

d’identifier les composés présents. Les approches employées pour l’analyse des fractions sont 

présentées ci-dessous après quelques rappels sur la chromatographie et la spectrométrie de 

masse. 

1. Généralités sur la chromatographie et la spectrométrie de masse 

1.1. La chromatographie 

La chromatographie est un système de séparation des composés chimiques d’un échantillon 

qui repose sur leurs propriétés physico-chimiques. Il est possible de classer les techniques 

chromatographiques selon différents critères. L’un d’eux est la nature de la phase mobile qui 
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permet de distinguer la chromatographie en phase gazeuse (CG ou GC en anglais) et en phase 

liquide (CL ou LC en anglais). 

Afin d’analyser les fractions, un choix a du être effectué entre ces deux méthodes 

chromatographiques. Le choix s’est porté principalement sur la CG qui est préférentiellement 

employée pour les composés apolaires, volatils et thermiquement stables tels que les HAP et 

les PCB. Ce choix a été motivé par le type de molécules qui sont retrouvées au niveau des sols 

industriels et dont l’analyse est réalisée avec ce type de chromatographie. L’ensemble des 

fractions ayant répondu aux bioessais ont été analysées par CG. La CL est utilisée pour la 

séparation des composés polaires, son utilisation a été moins importante pour ce travail 

cependant les fractions les plus polaires ont également été analysés par cette méthode de 

séparation. 

Travaillant en inconnu, il est nécessaire d’avoir une bonne résolution chromatographie qui 

correspond à la capacité d’une colonne à discriminer les composés les uns des autres. Afin 

d’augmenter cette résolution des gradients longs ont été mis en place. En CG, ce gradient 

dépend de l’augmentation de la température du four ; plus la température augmente lentement, 

plus la résolution augmente. Pour la LC, plus le gradient de solvant est long, plus la résolution 

augmente. La contrepartie de l’augmentation de la résolution est une augmentation du temps 

d’acquisition. 

La chromatographie permet de séparer les composés mais pas de les détecter. Pour cela elle 

est couplée à un détecteur qui va pouvoir les identifier. Parmi les différents types de 

détecteurs, il existe la spectrométrie de masse qui est régulièrement utilisée en EDA 

(Leonards et al. 2011). 

1.2. La spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse permet de détecter et d'identifier des molécules d’intérêt par 

mesure de leur masse et ainsi de caractériser leur structure chimique. Dans le principe, les 

molécules sont ionisées et fragmentées. Suite à cela, les ions ainsi formés sont séparés selon 

leur rapport masse (m) sur charge (z) avant d’arriver à un détecteur qui compte et amplifie le 

signal émis par les ions. Ce signal est alors traité informatiquement afin d’obtenir un spectre 

de masse des ions détectés où le rapport m/z correspond aux abscisses et l’abondance relative 

de ces ions aux ordonnées. Le spectre de masse est plus ou moins spécifique d’une molécule 

donnée. La Figure 34 représente le spectre de masse d’une molécule comme exemple. 
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Figure 34 : Spectre de masse de la 1-phényl-2-propanone de masse molaire = 134,18 g/mol. 

Il existe différentes méthodes pour l’obtention d’un spectre de masse qui sont représentées 

Figure 35. 

 

Figure 35 : Présentation des différentes méthodes utilisables en spectrométrie de masse 

La sensibilité, la résolution et les gammes de masses suivies en spectrométrie de masse 

dépendent du type d’analyseur. Les différences entre les analyseurs sont très bien expliquées 

dans l’article de Holcapek et al. 2012. Pour effectuer de l’identification de composés, il est 

nécessaire d’avoir une excatitude sur la masse des ions formés la plus élevée possible afin de 

ne pas se tromper. Les detecteurs à temps de vol ont une exactitude sur la masse comprise 

entre 0,1 et 0,0006 (Δm/z) contrairement aux quadripoles où elle est de 1 à 0,6 (Δm/z). Ceci 

indique que l’analyseur à temps de vol est de 6 à 1600 fois plus précis sur la masse d’un 

composé qu’un quadripôle. Ces detecteurs étant les seuls présents au laboratoire, c’est 

pourquoi le temps de vol a été choisi pour cette étude. Il existe d’autres détecteurs encore plus 

résolutifs sur la masse tels que l’orbitrap ou l’analyseur à résonance cyclotronique (FT-ICR) 

qui peuvent également présenter un grand interet dans l’identification de composés inconnus. 

La spectrométrie de masse peut également être réalisée en tandem (LC-MS/MS ; GC-

MS/MS). Ceci consiste à identifier un ion grâce à un premier analyseur, à le fragmenter (grâce 

à un quadripôle par exemple) puis à detecter par un deuxième analyseur les fragments 

générés. Ceci implique d’avoir au minimum 2 analyseurs en série. C’est ce qu’on appelle une 

MS/MS dans l’espace. Il est aussi possible d’avoir un seul analyseur et d’alterner entre une 

analyse en spectrometrie simple (MS) des ions d’interet et une fragmentation de l’ion avant 

analyse des fragments. Cela s’appelle alors de la MS/MS dans le temps La spectrométrie en 

tamdem permet d’aider à l’elucidation des composés detectés grâce aux fragments créés. 

Les analyses des fractions actives ont été effectuées par chromatographie gazeuse couplé à un 

ToF simple pour la chromatographie gazeuse. En effet, l’utilisation de l’impact electronique 

comme moyen d’ionisation permet de fragmenter dans la source les ions formés et d’aider 

ainsi à l’identification des composés présents. Pour les analyses en LC-Q/ToF, elles ont été 

réalisées en tandem avec comme detecteur le temps de vol et comme moyen de fragmenter, 
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l’utilisation d’un quadripôle (Il s’agit ici de MS/MS dans le temps). Voici les caractéristiques 

des analyses et le mode de traitement des chromatogrammes obtenus.  

2. Les analyses par GC-(Q)/ToF 

Les analyses sont réalisées par chromatographie en phase gazeuse (GC, série 7890 B, Agilent 

technologies, Santa Clara, USA) couplée à un spectromètre de masse hybride Q-ToF (série 

7200, Agilent technologies, Santa Clara, USA) (Figure 36). 

 

Figure 36 : GC-Q/ToF (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 

L’acquisition des données est effectuée en mode balayage et seulement en employant le ToF 

(i.e. mode MS). Une source à impact électronique est utilisée pour former les ions 

radicalaires. Ces derniers, pouvant être instables, peuvent se fragmenter dans la source. Grâce 

à cette interface, l’utilisation du mode MS permet d’obtenir la masse exacte des ions mais 

également des informations sur la fragmentation de la molécule. Les conditions analytiques 

sont présentées Tableau 31. 

Tableau 31 : Paramètres pour l’analyse des fractions par GC-ToF 

Eléments Paramètres 

Colonne HP-5MS (Agilent technologies, Massy, France) 
5 % Phényle- 95 % Méthyle-siloxane 
(30 m x 250 μm x 0,25 μm) 

Source / énergie Impact électronique / 70 ev (avec azote) 
Mode d’injection/Température/ 
débit de purge 

Sans division pulsé / 280°C /60 mL.min-1 pendant 1,5 min 

Volume d’injection 1 μL (Dichlorométhane) 
Gaz vecteur Hélium (99.9990%) 
Débit 1,3 mL.min-1 
Gradient de température 50°C pendant 2 min, 2°C.min-1 jusqu’à 325°C maintenu durant 

0,5 min 
Temps d’acquisition 145 min 
Paramètres de scan Masse minimale : 50 m/z ; Masse maximale : 550 m/z 
Fréquence d’acquisition 2GHz 
Taux d’acquisition 5 spectres/seconde 
Temps d’acquisition 200 ms/spectre 
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Les données chromatographiques sont traitées avec le logiciel MassHunter Qualitative 

(Agilent Technologies). Le traitement est uniquement effectué manuellement. Les pics du 

chromatogramme (TIC : total ion chromatogramme) sont analysés individuellement si la 

hauteur du pic est 10 fois supérieure au bruit de fond. Après obtention du spectre de masse 

d’un pic, le bruit de fond est retiré en utilisant le spectre de masse de la ligne de base du TIC. 

Puis le spectre résultant est comparé à la base de données spectrale NIST11. Si une molécule 

est identifiée une recherche sur les bases de données PubChem et Chemspider est réalisée afin 

d’obtenir ses caractéristiques et vérifier si elle est reconnue pour avoir une activité biologique 

vis-à-vis du bioessai ayant répondu.  

Les molécules identifiées et candidates pour l’analyse biologique étudiée sont alors achetées 

si elles sont disponibles sur le marché afin de confirmer leur identité et leur activité. 

3. Les analyses par LC-Q/ToF 

Les analyses sont réalisées avec une chaine HPLC (série 1209 Infinity, Agilent technologies, 

Santa Clara, USA) couplée à un spectromètre de masse hybride QTOF (série 6540, Agilent 

technologies, Santa Clara, USA) (Figure 37). 

 

Figure 37 : LC-QTOF (Agilent Technologies, Santa Clara, USA). 

Les composés sont séparés sur une colonne de silice greffée avec une chaîne alkyle de 18 

atomes de carbone (Kinetex® C18, 100 x 2,1 mm, 1,7 μm) (Phenomenex, Agilent 

technologies, Les Ulis, France). Les solvants d’élution employés sont l’eau ultra-pure MilliQ 

filtrée sur EDS-PAK et l’acétonitrile. En mode d’ionisation positif, afin d’améliorer la 

séparation chromatographique, la reproductibilité des analyses et surtout l’ionisation des 

molécules, de l’acide formique est ajouté dans chaque solvant au volume de 0,1%. 

L’ensemble des fractions ont été injectées selon les paramètres indiqués Tableau 32.  
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Tableau 32 : Paramètres chromatographiques pour l’analyse par LC-Q/ToF 

Eléments Paramètres 

Volume d’injection 2 μL 

Phase éluante 

A : Eau ultra-pure 
(± 0,1% acide formique) 

B : Acétonitrile 
(± 0,1% acide formique) 

Débit 0,3 mL.min-1 

Gradient Temps (min) % B 
0 10 

45 100 
47 100 
49 10 
53 10 

Temps d’acquisition 53 min 

Les molécules sont ionisées par électro-nébulisation couplée à un système de gaz gainant 

(Agilent Jet Stream ESI) permettant une focalisation du flux d’ions et augmentant ainsi la 

sensibilité analytique. Les paramètres de source ont été déterminés à partir d’une méthode 

analytique optimisée pour l’analyse multi-résidus (n.b. pesticides, hormones et composés 

pharmaceutiques) (Wund, 2013). Les paramètres sont présentés dans le Tableau 33. 

Tableau 33 : Paramètres de la source d’ionisation des molécules en LC-Q/ToF 

Éléments Paramètres en mode 
d’ionisation positif 

Paramètres en mode 
d’ionisation négatif 

Température du gaz de 
désolvatation 

300°C 300°C 

Débit du gaz de désolvatation 8 L.min-1 8 L.min-1 
Pression de nébulisation 40 psi 40 psi 

Température du gaz fourreau 400°C 400°C 
Débit du gaz fourreau 11 L.min-1 11 L.min-1 
Tension du capillaire 3000 V 3000 V 

Tension du « Nozzle » 0 1500V 

La détection des molécules est réalisée en mode donnés-dépendant. Durant une même 

acquisition, les composés sont détectés par le ToF (mode MS simple) permettant de connaître 

avec exactitude (n.b. 4-10 Da) le rapport masse sur charge des ions générés ; les plus intenses 

sont sélectionnés puis fragmentés et analysés en mode MS/MS (Q/ToF) permettant d’obtenir 

ainsi le spectre de fragmentation des ions sélectionnés. Cette méthode d’acquisition permet en 

une injection d’obtenir un maximum d’informations sur les composés présents dans 

l’échantillon. 

Les spectres sont acquis sur une gamme de masse comprise entre 70 m/z et 1700 m/z à une 

fréquence d’acquisition de 2 GHz. Les ions précurseurs sont soumis à trois énergies de 

collision (e.g. 10, 20 et 40 V ou 20, 40 et 60 V) lors de la fragmentation. 

Durant l’acquisition, un composé de référence est continuellement injecté (HP-921 = 

hexakis(1H, 1H, 3H-tétrafluoropropoxy)phosphazine ; 922.009798 m/z [M+H]+, 966.000725 
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m/z [M+HCO2]) afin de s’assurer qu’aucune dérive en masse n’est apparue au cours de 

l’enregistrement des données. 

Les données chromatographiques sont traitées avec le logiciel MassHunter Qualitative 

(Agilent technologies). Á l’issue de l’analyse en mode MS/MS, les ions présents dans 

l’échantillon sont recherchés automatiquement par une fonction du logiciel (Feature by 

Molecular Extraction, MFE) permettant d’extraire les ions par leurs caractéristiques 

moléculaires (i.e. temps de rétention, intensité…) via un algorithme. Tous les ions qui 

possèdent une intensité supérieure à 10 fois le bruit de fond sont recherchés. L’état de charge 

maximum, la formation de molécules protonées ou déprotonées et la présence possible 

d’adduits sont renseignés préalablement avant le lancement de l’algorithme. Les ions 

[M+H]+, [M+NH4]+, [M+Na]+ et [M+K]+ sont rentrés dans les paramètres d’attribution lors 

des analyses en mode d’ionisation positif et [M-H]-, [M+Cl]-et [M+HCOO]- pour le mode 

négatif. Les masses mono-isotopiques des ions détectés sont établies automatiquement. La 

formule brute des composés détectés est ensuite établie automatiquement en se basant sur la 

masse mono-isotopique mesurée et l’amas isotopique obtenu au cours de l’acquisition. La 

formule est déterminée en utilisant les atomes C, H, N, O, S, F, P, Cl et Br. Seule les formules 

possédant un score supérieur à 50 % sont générées. Ce score comprend l’adéquation entre 

masse mesurée et masse théorique obtenue par les atomes constitutifs, l’abondance et 

l’espacement de chaque pic du profil isotopique. La même démarche est effectuée sur les 

échantillons et les blancs protocoles associés. Les listes générées de molécules détectées dans 

les échantillons et dans les blancs sont ensuite comparées via le logiciel MassProfiler (Agilent 

technologies, France). Un exemple de comparaison des données obtenues est montré Figure 

38. 

 

Figure 38 : Illustration d’un graphique obtenu par MassProfiler. En bleu, les composés 

détectés dans l’échantillon et en rouge dans le blanc associé. 

L’utilisation du logiciel MassProfiler permet de visualiser rapidement les molécules présentes 

dans tel ou tel échantillon et/ou présentes dans le blanc de protocole. Ainsi, cette étape permet 

de distinguer les composés présents uniquement dans un échantillon de manière à réduire la 

liste des molécules détectées en se focalisant seulement sur les composés d’intérêt (i.e. non 

détectés dans le blanc, seulement présents dans l’échantillon sélectionné).  
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Les spectres de fragmentation des ions d’intérêt permettent de donner des informations sur la 

structure de la molécule et sur son identité potentielle. Tout d’abord, les spectres de 

fragmentation pour les composés à identifier sont comparés aux spectres de fragmentation 

disponibles dans les banques de données spectrales. Plusieurs librairies pouvant être privées 

ou en libre-service peuvent être interrogées. Trois bases de données disposant de spectres de 

fragmentation ont été employées durant ces travaux : 

- Metlin : banque de données en libre-service pour LC-Q/ToF possédant 62 020 

références (Smith et al., 2005, http://metlin.scripps.edu/index.php). 

- Forensic : banque de données privée pour LC-Q/ToF possédant 7 360 composés. 

- Massbank : banque de données en libre-service et pouvant être continuellement 

alimentée par les laboratoires d’analyse disposant de 30 521 références (tout type 

d’instrument analytique confondu) (Horai et al., 2010, http://www.massbank.jp/, 

http://massbank.ufz.de/MassBank/). 

Lorsque les spectres correspondent, le nom du composé est retenu comme candidat et ses 

caractéristiques recherchées sur les bases de données PubChem et Chemspider. Si aucune 

correspondance n’est obtenue, la formule brute du composé est entrée dans la base de données 

Pubchem afin de savoir si elle est associée à une structure précise. 

Les molécules identifiées et candidates pour l’analyse biologique étudiée sont alors achetées 

afin de confirmer leur identité et leur activité. 

VII. Les approches pour confirmer des molécules identifiées 
potentiellement actives 

Une fois les composés candidats identifiés pour expliquer l’activité biologique observée, il est 

important de confirmer que ces molécules sont bien à l’origine de ces effets. Cette 

confirmation est réalisée si et seulement si les standards de ces molécules sont disponibles 

dans le commerce. Il s’agit d’une des étapes limitantes de l’EDA car les molécules identifiées 

peuvent être des produits de dégradation non commercialisés ou des molécules inédites, peu 

utilisées à l’heure actuelle par les laboratoires ou l’industrie. Elles sont donc soient 

indisponibles sur le marché soient vendues à des prix élevés. Quatre étapes sont réalisées afin 

de confirmer que les molécules identifiées sont celles qui sont actives : 

 La première étape consiste à tester biologiquement la molécule incriminée pour 

l’activité biologique détectée. Si la molécule est inactive, la confirmation s’arrête à ce 

niveau. Par contre, si la molécule entraine une réponse biologique, son facteur 

d’équivalent toxique est alors déterminé et la confirmation continue avec des analyses 

chimiques. 

 La seconde étape consiste à analyser la molécule par CLHP afin de vérifier que son 

temps d’élution correspond au temps de collecte de sa fraction. Si ce n’est pas le cas, 

l’identification n’a pas été correcte. Il est important de noter que certaines molécules 

peuvent se trouver dans plusieurs fractions (2 en général) si leur temps d’élution 

correspond à un changement de fraction. 

 La troisième consiste à vérifier analytiquement que la molécule identifiée lors des 

analyses chimique est la bonne en comparant son temps de rétention avec la molécule 

identifiée lors du criblage ainsi que son spectre de masse. 

 La dernière étape consiste à doser les molécules identifiées afin de quantifier leur part 

de responsabilité dans l’activité biologique observée. Dans cette étude, ce travail s’est 



97 

 

accompagné d’une étape de développement de dosage des molécules par GC-MS et du 

dosage de ces molécules dans les fractions où elles ont été identifiées. 

VIII. La démarche qualité appliquée lors des expériences 

Afin de s’assurer de la pertinence et de l’exactitude des résultats obtenus lors des analyses, 

une démarche qualité a été mise en place. Ceci inclut des contrôles aussi bien au niveau de 

l’analyse globale qu’au niveau des différentes analyses qu’elles soient chimiques ou 

biologiques. 

1. Le processus qualité au cours de l’approche EDA 

L’analyse dirigée par les effets est réalisée pour chaque échantillon en triplicat de l’extraction 

à l’analyse biologique afin de vérifier la robustesse de la méthode et l’exactitude des résultats. 

De plus, un blanc protocole est traité en parallèle de l’échantillon afin d’identifier tout type de 

contaminations involontaires. Les fractions du blanc protocole sont également injectées avant 

les fractions correspondantes de l’échantillon lors des analyses par GC-Q/ToF et LC-Q/ToF 

afin d’être dans les mêmes conditions chromatographiques et ainsi ne pas prendre en compte 

lors de l’analyse, les composées qui se trouvent à la fois dans la fraction du blanc protocole et 

de l’échantillon. 

2. Les biotests et leurs témoins  

Lors des bioessais, en plus des témoins négatifs (solvant et cellulaire) et des témoins positifs 

réalisés sur l’ensemble des plaques, les cellules sont, lors d’une série de lecture exposées aux 

gammes des témoins positifs pour une activité biologique donnée qui servent également de 

molécules de référence. Ceci permet non seulement d’obtenir l’EC20 de ces molécules pour 

déterminer les TEQ-bio des extraits et les TEF des composés analysés mais aussi de réaliser 

un suivi des EC20 afin de vérifier que la réponse biologique des cellules reste stable. 

3. Suivi qualité des analyses chimiques 

3.1. Pour les injections en HPLC en vue d’un fractionnement 

Pour s’assurer de la répétabilité de la procédure de séparation (ex: temps de rétention), une 

solution de contrôle qualité contenant 9 et 16 composés en phase inverse et phase normale, 

respectivement, est injectée avant chaque fractionnement. De façon à vérifier l’absence de 

contamination, un blanc de procédure est réalisé en amont du fractionnement du blanc 

protocole et de l’extrait de l’échantillon. 

3.2. Pour les analyses chimiques  

En ce qui concerne les analyses ciblées : Pour l’ensemble des purifications, un blanc protocole 

est réalisé en même temps que le traitement des échantillons. Lors des injections en 

chromatographie, des étalons internes de rendement sont ajoutés à l’extrait afin de s’assurer 

de l’exactitude de l’analyse et du bon rendement lors de la purification. Plus ce rendement est 

proche de 100%, plus les résultats de l’analyse sont corrects. 

Pour les analyses non ciblées : La résolution et la calibration des spectromètres de masse sont 

vérifiées par l’infusion d’une solution de calibration spécifique à chaque appareil fournie par 

le fabriquant.  
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Pour l’ensemble des analyses : Chaque instrument analytique est vérifié avant chaque 

utilisation et plusieurs éléments sont contrôlés avant et pendant l’acquisition des données. Les 

limites de détection et de quantification des composés recherchés et la répétabilité des 

analyses font l’objet d’un suivi régulier. Pour éviter toute contamination croisée, des blancs 

solvants sont injectés entre chaque injection d’échantillons tout au long de la séquence 

d’acquisition. Pour contrôler l’absence d’une dérive instrumentale, une solution standard, 

contenant les composés à doser et leur étalon interne pour les analyses chimiques ciblées ou 

des molécules connues pour les analyses chimiques non ciblées, est injectée régulièrement 

durant la séquence. Cette solution permet pour les analyses ciblées de déterminer les 

coefficients de réponses (Ki) des différents analytes. 

IX. Résumé de l’approche 

La Figure 39 présente la procédure d’analyse d’un site. Comme l’indique cette Figure la 

démarche est auto-apprenante, c’est-à-dire, que l’identification de nouvelles molécules permet 

leur incorporation dans les analyses chimiques et ainsi leur utilisation lors de la prochaine 

démarche EDA appliquée à un autre site. L’enrichissement de l’outil devrait permettre in fine 

la prise en compte de l’ensemble des molécules à activité biologique au niveau des sites 

d’étude et une amélioration significative du diagnostic de la contamination chimique des sols 

industriels. 
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Figure 39 : Procédure lors de l’analyse d’un site avec les prises de décisions à chaque étape. 
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III. Résultats
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I. Développements méthodologiques 
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I. Résultats des différents bioessais appliqués au site d’étude contaminé 

par la créosote 

Le premier site atelier contaminé par de la créosote (site A) et dont les sols sont riches en 

HAP a été utilisé afin de tester la réponse aux différents bioessais et leur compatibilité avec 

l’approche EDA. Pour cela, 4 sols ont été utilisés : le P13, le P16, le P8 et le P9. Le choix de 

ces sols pour ces essais a été motivé par leur localisation au niveau du site (P13 : Témoin non 

contaminé situé à l’extérieur du site ; P16 : zone de stockage du bois non traité supposé peu 

contaminé ; P8 : situé à côté des voies de traitement, supposé peu contaminés ; P9 : situé dans 

la zone d’égouttage entre les rails supposé très contaminé)  et par les travaux de 

caractérisation basés sur une démarche d’empreinte « écotoxicologique » par la fondation 

innovasol. Les travaux d’innovasol ont été réalisés au préalable et avaient pour but 

d’identifier les zones de contamination au sein du site. Ces bioessais ont été réalisés sur : 

- La biomasse aérienne fraiche, la longueur de racines et la longueur de tiges de six 

espèces végétales (Blé, Sorgho, Cresson, Moutarde, Tomate et Laitue) mises en 

présence des sols, 

- La mortalité et la perte de biomasse du ver de fumier Eisenia fetida, 

- La diminution de luminescence de la bactérie Vibrio Fischeri (Microtox©) 

Les sols ont ensuite été hiérarchisés les uns par rapport aux autres grâce à un système de 

scores qu’est l’indice de réponse biologique du sol (IRBS), un indice utilisé par Jean-François 

Lascourreges. Avec ce système de scores, les bioessais sont considérés comme très 

répondants si l’indice est inférieur à -1, de réponse moyenne si le score est compris entre 0 et 

-1 ; de réponse faible si le score est compris entre 0 et 0,5 et comme non répondants si le 

score est supérieur à 0,5. L’IRBS moyen calculé sur les résultats des trois bioessais a aussi été 

déterminé.  

Les sols ont ensuite été classés selon 4 niveaux d’impacts potentiels : 

 
Figure 40 : Hiérarchisation des sols du site de creosotage (site A), de l’usine à gaz (site B) et 

d’un troisième site non étudié dans cette thèse (site C) selon les résultats de trois bioessais et 

l’indice de réponse biologique du sol (IRBS) 
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- Impact certain lorsque l’IRBS moyen calculé sur les trois bioessais est inférieur -1. 

- Impact probable lorsque l’IRBS moyen est compris entre -1 et 0 et deux des trois 

bioessais ont un IRBS inférieur à 0,25 

- Impact peu probable si l’IRBS moyen est compris entre 0 et 0,5 et l’un des trois 

bioessais a un IRBS inférieur à 0,25 

- Non impacté lorsque l’IRBS moyen est supérieur à 0,5 et si tous les bioessais ont un 

IRBS supérieur à 0,25. 

Les résultats sont présentés Figure 40. Comme indiqué sur cette Figure les quatre sols utilisés 

pour les tests sur les bioessais dans le but de réaliser l’analyse dirigée par les effets font parti 

des 4 niveaux d’impacts (P9 : impact certain ; P8 : impact probable ; P16 : impact peu 

probable et P13 : non impacté certain). Ces quatres sols ont été utilisés pour les tests de 

développement de la démarche EDA afin de choisir les bioessais répondants. 

1. Choix de la lignée pour l’activité AhR 

1.1. Résultats 

 L’activité AhR a été mesurée sur les 4 sols sélectionnés pour l’étude sur les deux lignées 

(PLHC-1 et H4IIE) présélectionnées comme indiqué dans la partie matériel et méthode 

( 3.2.1.1.1.b). Les résultats sont présentés Figures 41a et 41b. Comme montré Figure 45a, 

seule la lignée de poisson PLHC-1 répond après 4h d’exposition avec une activité moyenne 

de 46,4 µg-EQ-TCDD/g de sol pour le P9 et des activités inférieures à 10 µg-EQ-TCDD/g de 

sol pour les trois autres sols P8, P13 et P16. 

 

Figure 41a : 
Activités AhR 
obtenues pour les 
4 sols étudiés. Les 
lectures ont été 
réalisées à 4h pour 
les lignées PLHC-1 
et H4IIE. Elles ont 
été obtenues en 
utilisant les EC20 
des extraits et la 
TCDD comme 
molécule de 
référence. n=3 
pour chaque sol. 
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 En ce qui concerne la lecture à 24h (Figure 41b), l’activité est observable pour l’ensemble 

des deux lignées avec des réponses 100 fois moins importantes par rapport à l’activité 

mesurée après 4h d’exposition (Figure 41a). Comparativement parlant, la hiérarchie de 

réponse des sols reste la même pour les deux temps de lecture avec une activité moyenne de 

0,5 µg-EQ-TCDD/g de sol pour le sol P9 et des activités inférieures à 0,1 µg-EQ-TCDD/g de 

sol pour les trois autres sols P8, P13 et P16. 

1.2. Discussion sur les résultats des tests des lignées cellulaires 

Les études bibliographiques ont montré que les lignées cellulaires PLHC-1 et H4IIE avaient 

la même sensibilité (Whyte et al. 2001 ; Hahn 2002 ; Whyte et al. 2004). Il est vrai que pour 

une exposition de 24h, la réponse biologique est très proche pour ces deux lignées cellulaires 

avec des TEQ-bio similaires. Il en est de même pour les EC20 de la molécule de référence 

(2,3,7,8-Tetrachlorodioxine) qui, après 24h d’exposition sont identiques pour les deux 

lignées. Cependant, pour des durées d’exposition plus courtes telles que 4h ou 6h (résultats 

non présentés), aucune activité AhR n’est observable pour la lignée H4IIE. Ceci est en accord 

avec les résultats de Till et al (1999) qui ont montré que la réponse EROD induite chez des 

hépatocytes de rats mis en culture (cultures primaires) par le benzo(a)pyrène n’était 

observable qu’après une exposition de plus de 8h avec un pic d’activité à 40h. Or une 

diminution de l’activité AhR est observable chez la lignée PLHC-1 entre les lectures de 4h et 

24h du fait de la métabolisation de certains composés tels les HAP inducteurs de cette réponse 

biologique (Louiz et al., 2008; Kinani et al., 2010; Creusot et al., 2013). Il en découle que 

l’utilisation de la lignée H4IIE peut-être à l’origine d’une perte d’informations du fait de la 

métabolisation des molécules présentes dans les extraits avant leur induction de la réponse 

EROD. 

L’activité AhR a été mesurée sur trois extraits indépendants issus du même prélévement de 

sol et ce, pour l’ensemble des 4 sols. Les résultats montrent une variation faible de la réponse 

biologique où la moyenne des ecart types est de 4,7 µg-Eq TCDD/g de sol pour la lecture à 4h 

 

Figure 41b : Activités AhR obtenues pour les 4 sols étudiés. Les lectures ont été réalisées après 

24h d’exposition pour les lignées PLHC-1 et H4IIE. Elles ont été obtenues en utilisant les EC20 

des extraits et la TCDD comme molécule de référence. n=3 pour chaque sol. 
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chez PLHC-1 et de 0,05 pour la lecture à 24h chez les deux lignées démontrant de ce fait une 

bonne répétabilité des réponses observées et l’homogénéité des échantillons de sol.  

Pour les résultats de l’activité biologique des sols, ceux-ci sont en accord avec les résultats 

obtenus pour les bioessais réalisés par Innovasol où une réponse EROD relativement très 

marquée et importante est observée pour le sol P9 comparée aux activités beaucoup plus 

faible pour l’ensemble des trois autres sols (P8, P13 et P16). 

Du fait de sa réponse rapide et de la répétabilité des résultats, la lignée PLHC-1 est plus 

intéressante pour la suite de la démarche cependant la question de sa pertinence biologique 

peut se poser. En effet, l’utilisation d’une lignée d’un animal aquatique tel que le poisson pour 

l’étude d’un compartiment terrestre tel que le sol peut sembler illogique. Cependant l’activité 

EROD fait partie du métabolisme des xénobiotiques dont le rôle est de biotransformer les 

composés exogènes afin de les rendre plus hydrosolubles et de pouvoir les excréter. La 

biotransformation se divise en deux phases dont la première consiste à introduire un 

groupement fonctionnel sur la molécule afin de la rendre plus polaire (Michel, 1993) dans 

laquelle intervient le cytochrome P450 1A1 responsable de l’activité EROD observée et une 

seconde phase dite de conjugaison qui vise à conjuguer les métabolites issus de la première 

phase à des composés hydrosolubles (glutathion, sulfate, acide glucuronique) pour en faciliter 

l’excrétion (Wessel, 2010). Les gènes associés à ce métabolisme font l’objet d’un 

polymorphisme interspécifique et interindividuel entrainant une variation de réponse 

importante entre les espèces (Lewis et al. 1998 ; Hodgson, 2001 ; Oberemm et al. 2005). Cette 

variation interspécifique ne permet donc pas de dire qu’un organisme modèle dont est 

originaire la lignée cellulaire soit plus pertinent qu’un autre. Cela revient à considérer ces 

lignées cellulaires comme des outils de détection plus ou moins performants dans la detection 

de composés en fonction des caractéristiques intrasèques de l’organisme d’origine. 

1.3.  Conclusion sur l’activité AhR 

Ces résultats ont permis de choisir la lignée cellulaire PLHC-1 pour le reste de la démarche 

expérimentale du fait de sa réponse rapide, sa sensibilité et sa répétable face aux contaminants 

et permettant une détection des molécules responsables de cette activité biologique. 

2. Les tests de toxicité aigue 

Les deux tests de toxicité aiguë réalisés sur Pseudokirchneriella subcapitata et Vibrio 

Fischeri   et à l’INERIS ont donnés les résultats décris ci-dessous. 

2.1. Inhibition de croissance de Pseudokirchneriella subcapitata 

Le bioessai montre que les extraits de sols impactent la croissance de colonies algales de 

Pseudokirchneriella subcapitata (Figure 42). Le sol P9 est le plus impactant avec une 

inhibition de croissance de 20% (CI20) de 0,7 mg de sol sec/L de milieu, suivi du sol P8 (37,9 

mg de/L), du P13 (101,8 mg/L) et le P16 (616,8 mg/L) par rapport au témoin négatif seul 

(0,5% de DMSO). 
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Inhibition de la croissance (CI) : 

 

CI50 
mg de sol 
sec/L de 
milieu 

CI20 
mg de sol 
sec/L de 
milieu 

CI10 
mg de sol 
sec/L de 
milieu 

P16 2015,7 616,8 308,5 

P13 952,4 101,8 27,5 

P8 247,8 37,9 12,6 

P9 4,3 0,7 0,2 
 

Figure 42 : Résultats des tests d’inhibition de croissance de l’algue Pseudokirschneriella 

Subcapitata. A gauche : Courbes dose-réponse de l’inhibition de la croissance de la colonie 

algale, n=3. A droite : représentation des données en inhibition de la croissance (CI). 

2.2. Le test sur Vibrio Fischeri : Le Microtox© 

Le microtox© n’a pu être réalisé que sur le sol P9 par manque de temps lors du séjour à 

l’ineris. Une inhibition de la luminescence émise par cette bactérie est observable et une 

exposition à des concentrations croissantes a permis d’obtenir une courbe dose-réponse 

(Figure 43). La CI20 obtenue est de 4,8 mg de sol/L.  

 

Inhibition de la luminescence (CI) : 

 

CI50 
en mg de 
sol/L de 
milieu 

CI20 
en mg de 
sol/L de 
milieu 

CI10 
en mg de 
sol/L de 
milieu 

P9 19, 3 4,8 2,2 
 

Figure 43: Extinction de la luminescence de Vibrio Fischeri après une exposition des 

bactéries à différences concentrations de l’extrait du sol P9 (exposition de 30 minutes) ; n=3. 

2.3. Discussion sur les résultats des deux tests de toxicité aiguë 

 Les deux bioessais de toxicité aiguë ont répondu en présence des extraits de sol. Les 

expériences réalisées en triplicat ont montré peu de variation entre les réplicats indiquant la 

fiabilité de ces bioessais. En comparant ces deux bioessais, le test de croissance algale montre 

une sensibilité légèrement plus importante que le microtox. De plus, les résultats obtenus sur 

les quatre sols lors du test de croissance algale montrent la même hiérarchie de réponse que 

les résultats obtenus avec l’activité AhR confirmant la cohérence des résultats obtenus. 

Cependant ces deux bioessais n’ont pas été gardés pour la suite de la démarche EDA pour 

plusieurs raisons d’ordre technique. La première est due au mode de lecture des bioessais qui, 

contrairement aux tests impliquant l’utilisation de lignées cellulaires, est réalisée alors que 
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l’extrait est encore présent dans le mélange réactionnel. En effet, du fait du travail en inconnu, 

les extraits ne subissent pas d’étapes de purification afin d’éviter toute perte de composés 

entrainant la présence de matière organique qui interfère lors de la lecture de l’absorbance 

pour le test algal et de la lecture de la luminescence pour le Microtox© pour les extraits les 

plus colorés (Figure 44). 

 

Figure 44: Représentation des extraits obtenus pour 

chaque sol et du blanc d’extraction lors des 

extractions ASE pour l’analyse dirigée par les effets. 

Les sols ont été placés de gauche à droite en 

fonction de leurs réponses aux bioessais. 

 

La deuxième raison est la sensibilité de ces bioessais. Pour le test algal, le test est réalisé dans 

des plaques de 24 puits avec un volume par puit de 2,5 mL. Afin de réaliser l’expérience en 

triplicat par points d’essai, il est nécessaire d’utiliser 40 µL d’extrait/puit soit 120 µL par 

point (Tableau 34). Or lors du processus de fractionnement par HPLC en EDA, seulement 100 

µL de chaque fraction peuvent étre dédiés aux bioessais car le reste est consacré aux études 

chimiques et à la reconstitution d’un pool, ce qui rend incompatible ce bioessais avec la 

démarche de fractionnement. En ce qui concerne le Microtox©, le volume nécessaire au test 

reste compatible avec une démarche EDA et a déjà été utilisé lors de cette approche (Hartnik 

et al. 2007). Il présente cependant une sensibilité plus faible que les deux autres tests avec une 

CI20 pour le sol P9 à 4,8 mg de sol sec/L de milieu contrairement aux essais sur PLHC-1 et 

sur la croissance algale de Pseudokirchneriella subcapitata où les EC20 et CI20 sont de 0,18 

mg de sol sec/L de milieu et de 0.7 mg de sol sec/L de milieu respectivement (Tableau 34). 

Pour l’utilisation de ces bioessais, deux solutions sont envisageables permettant de diminuer 

le volume d’extrait utilisé. La première serait d’augmenter la concentration de l’extrait ou la 

prise d’essai de sol cependant celles-ci ont déjà été ajustées pour éviter la précipitation de 

l’extrait lors des processus d’extraction et un changement dans ces dernières provoquerait des 

problèmes de précipitation lors de la préparation de l’échantillon. La deuxième solution est la 

miniaturisation des bioessais qui permettrait de diminuer les volumes associés. Plusieurs 

études associées au Microtox© montrent sa miniaturisation dans des plaques 96 puits (Côté et 

al. 1997 ; Escher et al. 2008 ; Fehn et al. 1997 ; Hirmann et al. 2007) tout comme le test 

d’inhibition de croissance algale (Environnement Canada, 2007 ; Halm-Lemeille et al. 2014). 

La miniaturisation des bioessais est envisageable mais il existe une dernière raison importante 

qui limite l’utilisation de ces bioessais en EDA. 

La dernière raison est l’absence de mécanismes de toxicité spécifiques qui rend très difficile 

l’identification des composés responsables des effets dans le cas d’une réponse positive. En 

effet, après un fractionnement malgré la simplification du mélange et la séparation des 

composés dans différentes fractions, plusieurs molécules sont éluées au sein d’une même 

fraction. Sans mécanisme spécifique associable à des structures moléculaires, l’identification 

des molécules responsables de la toxicité observée reste laborieuse (Thomas Johnson, 2005).  

 

 

    Blanc      P13     P16      P8        P9 
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Tableau 34 : Comparaison des volumes d’extrait utilisés ainsi que des concentrations 

efficaces à 20% (EC20 et CI20) entre les différents bioessais de toxicité aiguë et d’activation 

du récepteur Ah. Les données sont exprimées en mg de sol sec par litre de milieu. 

 
Test sur lignées cellulaires 

(PLHC-1, AhR) 
Test de croissance algale 

(Pseudokirchneriella 
subcapitata) 

Microtox© 

Echantillon Volume (µL 
pour 3 puits) 

EC20  Volume (µL 
pour 3 puits) 

CI20 Volume (µL 
pour 2 puits) 

CI20  

P16 3 26,6 120 616,8 N.D N.D 

P13 3 8,2 120 101,8 N.D N.D 

P8 3 1,4 120 37,9 N.D N.D 

P9 3 0,1 120 0,7 10 4,8 

2.4. Conclusion sur les tests de toxicité aiguë 

Bien que répondant aux extraits de sol, ces bioessais de toxicité aiguë ne sont pas compatibles 

avec la démarche EDA utilisée pour ces travaux de thèse. Cependant, ils pourraient être 

utilisés en complément des bioessais réalisés par la fondation Innovasol pour la détection des 

zones contaminées au niveau des sites étudiés et leur hiérarchisation. 

3. SOS-chromotest : la détection de molécules potentiellement génotoxiques 

Du fait d’une contamination à la créosote et par conséquent aux HAP des sols du site, le choix 

a été fait de mettre en place un bioessai portant sur la génotoxicité. En effet, plusieurs HAP 

sont reconnus comme carcinogènes, génotoxiques et mutagènes (IARC, 1973, 1983, 1984, 

1985, 1987, 1989 ; US EPA, 1984b ; Montizaan et al. 1989 ; ATSDR, 1994 ; Hughes et al. 

1997 ; IPCS, 1998 ; WHO, 2001). Ce bioessai permettrait l’identification de nouvelles 

molécules génotoxiques. Pour cela, l’extrait de sol P9 a été testé pour ce type d’effet grâce au 

SOS-Chromotest.  

3.1. Résultats 

Le SOS-chromotest est considéré comme positif lorsque le facteur d’induction est supérieur 

ou égal à 1,5 (Quillardet et Hofnung, 1993). L’extrait de sol atteint ce facteur d’induction 

uniquement après activation métabolique et pour la concentration de 2,8 g de sol sec/L de 

milieu (Figure 45). 

 

 
Figure 45 : Résultats du SOS-

chromotest sur le sol P9. B(a)P : 

témoin positif après activation 

métabolique. NQO : témoin 

positif sans activation 

métabolique. DMSO : témoin 

négatif. 

50 000 parti par million (ppm) : 

extrait du sol P9 à 2,809 g de 

sol sec/L (concentration dans les 

puits). 
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3.2. Discussion 

Le SOS-Chromotest permet la détection de molécules génotoxiques. L’extrait de sol testé 

présente un facteur d’induction de 1,5, seuil à partir duquel une molécule ou un extrait sont 

considérés comme génotoxiques modérés (Mersch-Sundermann et al., 1992). Ce niveau 

d’induction n’est atteint qu’après une activation métabolique par du S9 de rat indiquant que 

les molécules présentes dans l’extrait de sol ont besoin d’être métabolisées avant d’être à 

l’origine d’atteintes à l’ADN. Le sol étudié est contaminé par de la créosote, un mélange riche 

en HAP. Or les HAP présentent leur génotoxicité après métabolisation en époxyde (Phillips, 

1999 ; Tarantini, 2009). La génotoxicité observée est certainement due à ce type de 

molécules. 

Ce bioessai a déjà montré sa capacité à détecter des molécules génotoxiques dans le cas de 

sédiments contaminés et plus particulièrement de la génotoxicité liée aux HAP et à des 

composés organiques polaires (Baran et Tarnawski, 2013 ; Cachot et al. 2006 ; Mamindy-

pajany et al., 2012). Cependant ce test nécessite un contrôle positif basé sur du 

benzo(a)pyrène de 1,7 mg/L contrairement au test AhR où il est de 7,7 µg/L montrant son 

manque de sensibilité. De plus pour obtenir leurs résultats, Cachot et al. (2006) ont réalisé une 

extraction sur 50g de sédiment repris ensuite dans 1 ml de dimethyl-sulfoxide ce qui 

correspond à une concentration de 50 000g de sédiment équivalent par litre de DMSO. Cette 

concentration est importante ; pour les travaux réalisés dans cette thèse les concentrations des 

extraits de sols sont comprises entre 55g de sol équivalent par litre de DMSO pour les sols les 

plus contaminés et 300 g de sol équivalent par litre de DMSO pour les sols les moins 

contaminés (sols témoins). Ce bioessai nécessite une concentration importante des extraits 

due à son manque de sensibilité ce qui n’est pas compatible avec l’analyse de la matrice 

« sol » pour laquelle la concentration de l’extrait est limitée. 

3.3. Conclusion 

Le SOS-Chromotest permet d’identifier des effets génotoxiques de molécules pures et 

d’extraits environnementaux liquides. Cependant le faible niveau de sensibilité de ce bioessai 

n’est pas compatible avec la matrice étudiée et ne peut être employé par la suite pour une 

démarche d’analyse dirigée par l’effet.  

4. Conclusion sur les biotests et leur compatibilité avec la démarche EDA 

Le Tableau 35 résume les résultats des différents bioessais testés lors de cette étude. Les tests 

les plus intéressants pour une analyse dirigée par l’effet restent les bioessais impliquant 

l’utilisation de récepteurs cellulaires qui permettent une identification plus simple des 

composés actifs du fait de leur spécificité d’action. Le microtox© est aussi régulièrement 

utilisé en EDA (Reemtsma et al. 1999 ; Reineke et al. 2002 ; Hartnik et al. 2007). Cependant 

du fait de son manque de spécificité, l’identification des molécules responsables des effets 

observés reste difficile ce qui conduit à l’absence d’étape de confirmation lors de ces études 

(Reemtsma et al. 1999 ; Reineke et al. 2002 ; Hartnik et al. 2007).  
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Tableau 35 : Résumé des différents bioessais testés avec leurs spécificités et leur 

compatibilité avec la démarche EDA. 

Biotests Sensibilité 
Quantité d’extrait 

nécessaire 
Spécificité 

Compatibilité 
EDA? 

Test de fixation à 
un récepteur 

cellulaire (lignées 
cellulaires) 

Forte Faible 

Identification de 
molécules avec des 

effets spécifiques (aide 
à l’identification de 

structures 
moléculaires) 

Oui 

Test inhibition 
de croissance 

algale 
moyenne Importante 

Identification de 
molécules toxiques 

sans spécificité d’action 

Non/ Oui 
(possibilité de 

miniaturisation) 

Microtox© moyenne Faible 
Identification de 

molécules toxiques 
sans spécificité d’action 

Oui 

SOS-Chromotest Faible Faible 
Identification de 

molécules 
génotoxiques 

Non 

II. Les tests méthodologiques pour l’approche EDA 

Les tests méthodologiques ont principalement porté sur la méthode de fractionnement des 

échantillons. 

1. Comparaisons entre un fractionnement en phase normale et en phase inverse 

Comme indiqué dans la partie méthodologie (V.3. Expérience afin de sélectionner  le type de 

fractionnement en HPLC à appliquer sur les sols étudiées), les deux principales méthodes de 

fractionnement (phase normale et phase inverse) ont été testées sur une solution de composés 

connus et possédant une activité AhR et ER. 

La Figure 46 représente les activités ER et AhR de blancs protocoles après différentes étapes 

du fractionnement. Comme le montre cette figure, certaines étapes du fractionnement peuvent 

être sources de contamination des échantillons. Pour l’activité ER, la source possible de 

contamination des échantillons est le système de fractionnement HPLC qui peut relarger des 

molécules à activité œstrogénique n’ayant pas été éliminées du système que ce soit en phase 

normale ou en phase inverse. Cette contamination peut être évitée en injectant une série de 

plusieurs blancs avant et après chaque échantillon fractionné (nettoyage du système). Pour 

l’activité AhR, une contamination est observable en phase inverse uniquement au niveau du 

blanc solvant RP qui correspond au volume d’élution sans passage dans le système HPLC et 

du blanc RP-HPLC qui est passé dans le système HPLC (Figure 46). Le fait que ces deux 

types de blanc soient contaminés indique que la contamination de l’extrait provient de l’étape 

de concentration des fractions par évaporation sous flux d’azote. Cette activité est observable 

à 4h d’exposition mais disparait après 24h d’exposition des cellules PLHC-1. Cette 

contamination des blancs est donc due à des HAP métabolisables par les cellules. Le 

fractionnement en phase inverse fait intervenir une phase mobile composée d’eau et 

d’acétonitrile tandis que la phase normale est composée de n-pentane, de dichlorométhane et 

d’acétonitrile. L’eau et l’acetonitrile ont des températures d’ébullition élevées de 100 et 82°C 

respectivement contrairement au n-pentane et au dichlorométhane qui ont des températures 
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d’ébullition plus faibles de 36 et 40°C respectivement. Il en découle que la concentration des 

fractions en phase inverse est plus longue laissant ainsi plus de temps aux HAP 

atmosphériques d’arriver à un état d’équilibre entre l’atmosphère et le liquide des fractions. 

Ceci peut expliquer pourquoi les blancs associés à la phase inverse ayant subi l’étape de 

concentration sous flux d’azote présentent une contamination observable pour l’activité AhR.  

 
Figure 46 : Activités AhR et ER des différents blancs réalisés durant l’expérience liées au choix de 

la méthode de fractionnement. T+ : témoin positif. Témoin DMSO : test d’activité pour le solvant 

utilisé lors de l’exposition des cellules. Blc isooctane : blanc du solvant d’injection utilisé en HPLC 

en mode normal. Blc solvant NP : blanc reconstituant le gradient d’élution en phase normale sans 

passage dans le système HPLC. Blc NP-HPLC : blanc associé au fractionnement en phase normale. 

Blc H2O/ACN : blanc du solvant d’injection utilisé en HPLC en mode inverse. Blc solvant RP : 

blanc reconstituant le gradient d’élution en phase inverse sans passage dans le système HPLC. Blc 

RP-HPLC : Blanc associé au fractionnement en phase inverse. 

La solution de composition connue (voir Tableau 30) et dont l’activité a été déterminée grâce 

à l’utilisation de facteurs d’équivalent toxiques (TEF) a ensuite été testée biologiquement 

après différents traitements (Figures 47 et 48). Pour l’activité AhR aucune différence 

significative n’a été trouvée pour la solution sans traitement (Témoin +) et l’activité théorique 

ce qui signifie que le modèle additif fonctionne pour les mélanges simples (ici la solution est 

composée de 4 molécules à activité AhR : PCB 126 ; 2,3,7,8-TCDD ; Dibenzo[ah]anthracene 

et Benzo[k]fluoranthène). Après les différents traitements associés à un fractionnement en 

phase normale, aucune différence significative n’est observable indiquant que ce mode de 

fractionnnement limite les pertes d’activité et par conséquent, les pertes de composés des 

extraits testés. En ce qui concerne l’activité AhR associée à un fractionnement en phase 

inverse, une perte significative d’activité supérieure à 33% est obtenue que ce soit pour les 

témoins + RP solvant (solution ajoutée au volume d’élution et évaporés sans passant dans le 

système HPLC) ou Témoin + RP-HPLC (solution injectée en HPLC). Cette perte d’activité 

est effective après 4h d’exposition mais aussi après 24h (Figure 47 A et B). Cette perte 

d’activité indique que les composés présents dans la solution initiale qu’ils soient 

métabolisables ou non par les cellules, ont été perdus lors des différents traitements associés à 

ce type de fractionnement. Tout comme les blancs préalablement testés, le fait que les deux 

témoins positifs associés à cette méthode de fractionnement aient une perte d’activité indique 

que l’étape à l’origine des pertes des composés est l’étape de concentration des échantillons 

sous flux d’azote. Tout comme précisé précédemment, le temps de concentration des fractions 

associé à la phase inverse est plus long permettant aux molécules de se volatiliser avant 

évaporation de la phase mobile. De plus les molécules présentes dans la solution test ont un 

log de Kow supérieur à 6 indiquant leur hydrophobicité et leur manque d’affinité avec ce type 

de phase mobile hydrophile. Ceci peut être à l’origine de phénomènes d’absorption de ces 



112 

 

molécules sur les parois des flacons accentuant leur perte lors de la phase de concentration des 

échantillons. 

Pour l’activité œstrogénique de la solution composée d’estrone, d’œstradiol, de bisphénol A, 

de 4t-octylphenol et de DDT, aucune différence significative d’activité n’a été observée pour 

l’ensemble des traitements associés à l’échantillon.  

 
 

Figure 47 : Activité AhR de la solution d’activité connue à différentes étapes du fractionnement et après 4h 

(A) et 24h (B) d’exposition. Témoin + : solution testée sans aucun traitement. Témoin + NP solvant : 

solution avec  reconstitution du gradient d’élution en phase normale sans passage dans le système HPLC.  

Témoin + NP-HPLC : solution ayant subi l’ensemble du processus de fractionnement en phase normale. 

Témoin + RP solvant : solution avec reconstitution du gradient d’élution en phase inverse sans passage 

dans le système HPLC.  Témoin + RP-HPLC : solution ayant subi l’ensemble du processus de 

fractionnement en phase inverse. L’activité théorique est obtenue en utilisant le modèle additif et les 

facteurs d’équivalents toxiques (TEF) des molécules présentes dans la solution testée.  Le témoin + a été 

testé sous n=6 et l’ensemble des autres extraits sous n=3. * : Pas de différence significative pour p>0,05 

selon le test t-de Student (comparaison d’une moyenne à une moyenne théorique). a : Pas de différence 

significative selon le test non paramétrique de Mann-Whitney. 

 
Figure 48 : Activité œstrogénique de la solution d’activité connue à différentes étapes du 

fractionnement après 16h d’exposition. Témoin + : solution testée sans aucun traitement. 

Témoin + NP solvant : solution avec  reconstitution du gradient d’élution en phase normale 

sans passage dans le système HPLC.  Témoin + NP-HPLC : solution ayant subi l’ensemble 
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du processus de fractionnement en phase normale. Témoin + RP solvant : solution avec  

reconstitution du gradient d’élution en phase inverse sans passage dans le système HPLC.  

Témoin + RP-HPLC : solution ayant subi l’ensemble du processus de fractionnement en 

phase inverse. Le témoin + a été testé sous n=6 et l’ensemble des autres extraits sous n=3. 

L’activité théorique est obtenue en utilisant le modèle additif et les facteurs d’équivalents 

toxiques (TEF) des molécules présentes dans la solution testée. 

2. Vérification de l’additivité des effets sur une extraction séquentielle par ASE 

Une extraction séquentielle par ASE a été réalisée afin de vérifier si une séparation des 

composés est possible dès l’extraction (voir la partie méthodologie III.2. Choix de l’extraction 

accélérée par solvant et la méthode employée). Cependant le couplage entre ce type 

d’extraction et le fractionnement par HPLC aurait été à l’origine d’une préparation longue de 

l’échantillon et d’une redondance dans l’analyse. En effet comme le montre la Figure 49, cette 

méthodologie montre une séparation des composés qui est incomplète. 

 
Temps (en minute) 

Figure 49 : Profil chromatographique des fractions Méthanol, Méthanol/Dichlorométhane 

(v/v ; 50 :50) et Dichlorométhane du sol P8 après une extraction séquentielle. Profil obtenu 

en GC-MS en mode balayage. Les encadrés indiquent les pics chromatographiques en 

commun entre les différentes extractions. 
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Cette expérience de séparation de composés par extraction séquentielle a servi à vérifier si la 

théorie d’additivité des effets était respectée pour les fractions de deux sols présentant deux 

niveaux de contamination différents : le sol P9 (très contaminé) et le sol P8 (peu contaminé). 

Les résultats sont représentés Figures 50 et 51. Dans la Figure 54, les résultats des différentes 

activités AhR des fractions sont représentés ainsi que les résultats théoriques et 

expérimentaux des 26 regroupements de fractions possibles. Pour l’extraction séquentielle, 

une séparation de l’activité est observable entre les 5 fractions d’extraction. Pour les 2 sols, la 

fraction d’extraction liée à l’eau ne présente pas d’activité indiquant que les molécules à 

l’origine de l’activité AhR ne sont pas extractibles par ce solvant. Les molécules responsables 

de l’activité AhR sont des composés aromatiques polycycliques (CAP) tel que les 

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) qui sont peu polaires et hydrophobes. La 

créosote étant composée principalement de HAP, il est donc normal que cette fraction soit 

inactive. Ce résultat est en accord avec ceux obtenus pour les tests de fractionnement par 

HPLC en phase inverse et du manque d’affinité de la phase inverse avec le type de 

contaminants étudiés. Pour les autres fractions, une répartition de l’activité est observable 

entre elles avec un profil différent entre le sol P9 et le sol P8. Pour le sol P8, l’extraction la 

plus active est celle au Méthanol/DCM (50/50 ; v/v), mélange utilisé pour une extraction 

complète des contaminants présentée dans la partie méthodologie et déjà testée par Creusot 

(2011). Le fait que les fractions au dichlorométhane soient peu actives que ce soit pour le sol 

P8 ou le sol P9 montre que le mélange de solvant (MeOH/DCM ; 50/50 ; v/v) permet une 

extraction plus complète des contaminants confirmant les résultats de Creusot (2011). La 

différence de profil entre les extractions séquentielles des deux sols se trouve dans les 

extractions à l’Eau/Méthanol (50/50 ; v/v), Méthanol et Méthanol/DCM (50/50 ; v/v) où le sol 

P9 présente une activité AhR plus importante pour les fractions eau/Méthanol et Méthanol par 

rapport à l’extraction Méthanol/DCM (50/50 ; v/v) et relativement au sol P8. Les fractions 

Eau/Méthanol et Méthanol sont plus polaires que la fraction Méthanol/DCM. Ce résultat 

suppose que l’activité AhR du sol P9 est due aux HAP mais également à d’autres composés 

présentant une polarité plus importante que ce type de composés.  

En ce qui concerne la vérification de l’additivité des effets entre les fractions, les activités 

théoriques et expérimentales des différents regroupements de fractions montrent une bonne 

corrélation pour les deux sols (R²= 0,926 pour le sol P9 et R²=0,893 pour le sol P8) (Figure 

55). Ces résultats vont dans le sens du respect de l’additivité des effets pour l’activité AhR 

entre les fractions. Il sera donc possible de comparer les résultats biologiques entre les extraits 

bruts et la somme de l’activité des fractions afin de vérifier la non-perte de composés lors des 

futurs fractionnements. 
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Figure 50 : Résultats de l’expérience d’additivité des effets pour l’activité EROD (après 

quatre heures d’exposition). Les résultats théoriques (en rouge) sont obtenus en réalisant la 

somme des activités biologiques des différentes extractions et sont comparés à ceux obtenus 

expérimentalement (en orange) pour le sol P9 (sol très contaminé) et le sol P8 (sol peu 

contaminé). Les mélanges de solvant suivent les proportions suivantes, 50/50 ; v/v. 
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Figure 51 : Corrélation entre l’activité EROD théorique et expérimentale des différents regroupements des 

extractions séquentielles des sols P8 et P9 (après 4h d’exposition) 

3. Conclusion sur les tests d’extraction et de fractionnement 

Les résultats de ces expériences ont permis de choisir la stratégie de préparation des 

échantillons pour une analyse dirigée par l’effet sur des sols. L’étude est réalisée grâce à une 

extraction large des contaminants des sols par une extraction ASE impliquant un mélange 

Méthanol/DCM (50/50 ; v/v) suivi d’un fractionnement par HPLC en phase normale 

compatible avec les contaminants étudiés et les solvants utilisés. L’extraction séquentielle 

montre que l’additivité des effets est respectée lors d’une séparation incomplète des 

contaminants, ce qui permet d’appliquer la théorie additive aux extraits. 

Le fractionnement en phase inverse est plus compatible avec les matrices liquides et des 

contaminants plus polaires et hydrophiles. Bien que son intérêt soit moins important pour 

l’étude des sols étudiés dans cette thèse, elle pourrait être utile dans les cas de contamination 

des eaux souterraines des sites industriels qui pourraient renfermer des contaminants plus 

polaire que les sols situés au dessus de ces eaux. 
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II. Mise en œuvre de l’EDA : Première étape, criblage des sols en vue 

de selectionner les sols à fractionner 
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Les tests de développement ont permis de sélectionner le type de bioessais, la méthode 

d’extraction ainsi que la méthode de fractionnement à appliquer aux sites étudiés. Dans ce 

chapitre, les résultats de la démarche sont présentés. Pour les deux sites industriels, les 

résultats font l’objet d’articles scientifiques également présentés dans ce chapitre.  

I. Criblage des sols du site contaminé par la créosote pour sélectionner le sol le 
plus pertinent à fractionner et pour une analyse chimique plus poussée. 

Comme indiqué dans la partie méthodologie, un criblage composé d’analyses chimiques et 

biologiques permet de sélectionner le ou les sol(s) les plus pertinents à fractionner. Les 

résultats de ce criblage sont les suivants pour le site d’étude contaminé par la créosote.  

1. Dosage des HAP et PCB 

Pour ce site d’étude, les analyses en GC/ECD n’ont pas permis de détecter les PCB étudiés 

(voir Tableau 20) dont les concentrations sont en dessous des limites de quantification. Seul 

des HAP ont pu être détectés. Les résultats sont présentés Figure 52 et Tableau 36. 

 
Figure 52 : Concentration (en µg/g de sol sec) des 20 HAP dosés pour les sols du site 

contaminé par la créosote. 

Les sols échantillonnés sur le site présentent une contamination en HAP. Les différences de 

concentrations entre les sols sont importantes avec des valeurs comprises entre 24 µg de 

HAP/g de sol sec (pour le sol le moins contaminé) et 6525 µg de HAP/g de sol sec (pour le 

sol le plus contaminé). Pour les sols les plus contaminés (P6, P7 et P9), il s’agit des sols 

échantillonnés dans la zone d’égouttage des traverses de chemin de fer où de la créosote est 

régulièrement déversée. Ces sols présentent une concentration importante en phénanthrène, 

fluoranthène et pyrène qui sont les principaux constituants de la créosote (Sundström et al., 

1986) et sont en accord avec les profils de contamination associés à la créosote des sols 

obtenu par Moret et al. (2007). La contamination du sol P20 reste difficilement explicable car 

ce sol correspond à un témoin situé en périphérie du site d’étude et ne devrait pas présenter un 

tel niveau de contamination. Il est possible d’un dépôt ancien ou involontaire soit à l’origine 

d’une telle concentration en HAP dans ce sol (2274,2 µg de HAP/g de sol sec). Pour le sol 

P18, il se situe dans une zone de remblais de mâchefers ce qui pourrait expliquer sa 

concentration importante en HAP (1027 µg de HAP/g de sol sec). Le sol P3 se situe à 

proximité de traverses à égoutter et des traces récentes de créosote ont été observées 
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expliquant son niveau de contamination et la concentration en HAP totaux de 542,5 µg de 

HAP/g de sol sec. Pour les autres sols, des concentrations nettement plus faibles en HAP sont 

observables (inférieures à 250 µg de HAP/g de sol sec) ce qui est en accord avec leur 

localisation au niveau du site se trouvant hors des zones d’utilisation de la créosote.  

D’un point de vue qualitatif, le phénanthrène, le fluoranthène et le pyrène ont généralement 

des concentrations plus importantes que les autres HAP au niveau des sols (voir Tableau 36) 

et représentent entre 24 et 85% de la concentration en HAP totaux dans les sols. Cependant 

quelques différences sont observables comme pour les sols P6 et P20, contaminés 

principalement pas des HAP léger (nombre de cycles ≤ 4) qui représentent 97 et 96% de la 

concentration en HAP de ces sols, respectivement et où les concentrations en HAP lourds 

(nombre de cycles >4) sont très faibles. A contrario, pour les sols P7 et P18 les concentrations 

en HAP lourds sont très importantes (voir Tableau 36) et représentent, par exemple 50% des 

HAP totaux dans le sol P18. Ces sols ont ensuite été testés pour leur activité biologique. 

2. Analyse biologique des sols 

Les sols n’ont pas présenté d’activité œstrogénique. Seule une activité AhR a pu être 

observée. Les résultats sont présentés Figure 53. Tout comme pour l’analyse des HAP, une 

hiérarchisation de l’activité biologique est observable entre les sols. Les trois sols P9, P18 et 

P7 présentent une activité supérieure aux autres avec une TEQ-bio supérieure à 300 µg EQ-

TCDD/g de sol sec. Une différence de hiérarchisation entre cette analyse biologique et la 

concentration en HAP des sols est observable. En effet, les sols P6 et P20 qui étaient très 

contaminés en HAP présentent une activité AhR peu importante par rapport aux autres sols 

(TEQ-bio≈50 µg EQ-TCDD/g de sol). Comme précisé précédemment dans ce document, les 

sols P6 et P20 sont plus contaminés par des HAP légers alors que les sols P7 et P18 le sont 

par des HAP lourds. Or l’activité AhR est induite majoritairement par les HAP lourds (Louiz 

et al., 2008) ce qui pourrait expliquer cette différence dans la hiérarchisation des sols pour ces 

deux analyses. En ce qui concerne les autres sols, leur concentration en HAP est cohérente 

avec le niveau de réponse obtenue pour leur activité AhR (voir tableau 36).  

 
Figure 53 : Activité AhR des différents sols du site de créosotage après 4h d’exposition. Les 

données sont exprimées en µg EQ-TCDD/g de sol sec. n=1 : les échantillons ont été analysés 

en un seul replicat pour réaliser un criblage rapide. 
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Tableau 36 : Concentration de 18 HAP et de 2 composés aromatiques polycycliques soufrés (en µg/g de sol sec) dans les sols du site contaminé 

par la créosote. Les concentrations totales en HAP legers et lourds sont également indiquées ainsi que les TEQ-Bio. Les HAP en noir 

correspondent aux 16 HAP de la liste de l’US-EPA. b : HAP reconnus comme cancérigènes pour l’Homme

 P16 P13 P12 P15 P8 P20 P10 P6 P10bis P4 P3 P15bis P17 P2 P11 P9 P18 P7 

Naphtalène 0,09 0,68 <LQ 0,09 0,88 0,20 0,18 <LQ 0,51 1,18 2,20 0,41 0,75 0,97 0,50 2,51 9,33 1,19 

Phénanthrène 5,63 12,96 24,52 9,21 7,74 541,82 10,23 1085,4 12,67 20,03 54,56 11,01 11,72 21,32 15,22 1220,4 40,02 85,54 

Anthracène 0,95 0,81 <LQ <LQ 0,71 56,07 2,18 233,39 1,94 4,01 15,75 1,51 1,65 3,25 2,52 105,02 16,85 53,83 

Acénaphtylène 0,25 0,21 0,23 0,23 0,69 3,51 0,77 9,32 1,95 1,90 5,35 1,48 0,92 1,38 1,98 8,37 7,50 25,55 

Acénaphtène 1,89 5,54 3,51 1,73 4,45 60,14 2,01 222,31 3,02 8,33 24,34 5,69 3,29 15,19 5,20 186,53 23,12 62,18 

Fluorène 2,48 6,15 5,70 2,28 3,87 96,52 2,66 298,16 2,83 7,71 17,70 3,34 3,21 10,17 5,07 261,52 14,92 36,37 

Fluoranthène 4,88 8,78 9,81 3,96 7,79 845,71 11,54 1526 15,80 22,51 135,06 12,05 12,77 17,14 28,26 1912,7 106,68 1014,5 

Pyrène 3,18 6,35 4,30 2,58 6,39 547,51 7,03 890,24 11,42 18,23 103,11 9,36 9,34 13,01 24,15 1468 103,09 1008 

Benzo(a)anthracèneb 0,36 1,64 0,47 0,66 2,15 9,79 3,02 25,00 9,95 7,16 21,01 7,12 5,86 5,63 22,68 42,42 77,87 28,19 

 Chrysèneb 1,11 2,16 1,86 1,31 3,02 7,86 3,77 21,13 9,59 8,22 26,30 7,38 6,88 7,08 18,69 73,33 92,16 46,47 

2,1-

Benzonaphtothiophène 
0,10 0,35 0,33 0,34 0,43 7,45 0,97 19,69 2,79 1,99 7,56 1,87 1,94 2,06 4,74 23,92 25,85 27,05 

BjF+ BkFb+BbF 1,26 4,18 1,82 3,06 5,33 6,09 7,43 <LQ 18,16 18,70 50,55 14,56 12,08 17,08 39,18 64,47 229,32 71,38 

Benzo(e)pyrène 0,46 1,77 0,90 1,29 2,33 2,40 3,02 <LQ 7,22 7,61 20,04 5,97 4,76 7,41 15,76 24,88 89,28 24,87 

Benzo(a)pyrèneb 0,17 1,79 0,52 0,92 2,11 1,14 2,62 <LQ 7,45 5,56 14,11 6,30 4,06 4,77 18,26 9,20 52,95 11,46 

Pérylène 0,04 0,45 <LQ <LQ 0,45 <LQ 1,05 <LQ 2,73 2,45 5,09 2,46 1,45 2,22 6,91 2,24 25,60 5,99 

Indeno(1,2,3-cd)pyrèneb 0,14 1,19 <LQ 1,01 1,77 1,56 3,55 <LQ 8,49 7,54 18,84 7,30 4,72 7,65 22,26 7,83 65,37 30,16 

Dibenzo(ah)anthracèneb 0,03 0,28 <LQ <LQ 0,36 <LQ 0,59 <LQ 2,07 1,90 5,93 1,66 1,19 1,72 4,75 1,71 16,33 5,50 

Benzo(g,h,i)pérylène 0,14 1,40 0,53 1,04 1,75 1,15 1,98 <LQ 4,89 4,20 9,96 4,28 2,73 4,38 11,66 7,67 26,99 14,58 

Dibenzothiophène 0,89 1,91 2,52 0,81 1,03 85,31 1,12 140,35 1,34 2,12 5,02 1,25 1,34 2,22 1,37 202,62 3,59 8,78 

∑HAP 24,05 58,60 57,01 30,50 53,25 2274,2 65,72 4470,9 124,82 151,36 542,48 104,97 90,64 144,65 249,17 5625,4 1026,8 2561,6 

∑HAP légers 21 46 51 22 38 2177 44 4331 72 101 413 61 58 97 129 5305 517 2389 

∑HAP lourds 2 11 4 7 14 12 20 0 51 48 125 43 31 45 119 118 506 164 

Teq-BIO (µgEQ-TCDD/g 

de sol sec) 3 10 10 18 30 35 51 52 86 92 101 119 121 136 149 303 356 446 
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En appliquant une analyse d’équilibre des masses basée sur les 16 HAP de la liste US-EPA, 

leur part de responsabilité dans l’activité biologique expérimentale a pu être estimée (Tableau 

37). L’activité expliquée par ces composés ne dépasse pas les 10% quel que soit le sol 

considéré. L’activité AhR obtenue est donc liée à la présence d’autres molécules présentes 

dans ces sols. Ces résultats montrent que si les HAP et plus particulièrement le phénanthrène, 

le fluoranthène, le fluorène, l’acénaphtène, le pyrène et le chrysène sont les principaux 

composants de la créosote, ils n’expliquent pas l’activité biologique obtenue qui est donc liée 

à d’autres molécules présentes dans ce mélange complexe et qui pourtant n’en sont pas les 

constituants majoritaires ce qui confirme la diffèrence de classement obtenue entre celui basé 

sur les concentrations et celui basé sur les TEQ-Bio. Ces résultats montrent l’intérêt de la 

mise en place d’une analyse dirigée par l’effet pour obtenir une caractérisation chimique plus 

poussée de la contamination de ces sols et l’identification de molécules impliquées dans 

l’activité AhR observée.  

Tableau 37 : Activité biologique théorique (Teq-chim) due aux 16 HAP de la liste US-EPA et 

expérimentaux (TEQ-bio) des sols du site de créosotage. L’activité biologique théorique a été 

déterminée grâce aux facteurs d’équivalent toxique (TEF) de Louiz et al. (2008) impliquant la 

2,3,7,8-TCDD comme molécule de référence. N.D : Non determiné 

Sol TEQ-chim (µg EQ 
TCDD/g de sol) 

Rang 
TEQ-chim 

TEQ-bio (µg EQ 
TCDD/g de sol) 

Rang 
TEQ-chim 

Pourcentage 
expliqué (en %) 

P16 0,2 17 2,8 18 6,5 

P13 0,7 14 9,5 17 7,0 

P12 0,3 16 10,4 16 2,5 

P15 0,4 15 17,9 15 2,5 

P8 0,9 13 29,9 14 2,9 

P20 1,1 12 35,3 13 3,1 

P10 1,2 11 51,5 12 2,4 

P6 0,7 14 51,8 11 1,3 

P10bis 3,1 6 86,4 10 3,6 

P4 3,0 7 92,0 9 3,3 

P3 8,2 4 101,4 8 8,1 

P15bis 2,5 9 118,6 7 2,1 

P17 2,0 10 120,6 6 1,6 

P2 2,8 8 136,2 5 2,0 

P11 6,9 5 149,3 4 4,6 

P9 9,9 3 303,4 3 3,2 

P18 34,7 1 356,2 2 9,7 

P7 11,3 2 446,1 1 2,5 

Blanc 
protocol

e 

N.D  N.D  N.D 

3. Comparaison des empreintes chromatographiques des sols du site 

Les extraits de sol ont également été analysés par GC-MS en mode balayage afin de comparer 

leurs profils chromatographiques. Les chromatogrammes ont été comparés et superposés afin 

d’identifier des différences possibles de profils. Au niveau du signal, les sols P9, P20, P6 et 

P7 ont montré des intensités de signal équivalentes avec comme pics majoritaires ceux du 

fluoranthene, du pyrène et du phénanthrène (sauf pour le P7 où la concentration en 

phénanthrène est plus faible). Pour les sols P9 et P20, malgré une extraction sur 0,1g de sol 

sec et une injection de 1 µl d’extrait, une saturation du signal pour le fluoranthène et le pyrène 
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est observable. Ces composés sont les principaux constituants de la créosote ce qui explique la 

prédominance du signal associé à ces composés. En réalisant une étude comparative des 

chromatogrammes, seule l’intensité des pics chromatographiques varie mais aucune 

différence qualitative n’est observable (présence d’un pic dans un chromatogramme mais 

absent sur un autre). Il en est de même pour l’ensemble des autres sols qui présentent des 

signaux avec une abondance plus faible mais également aucune différence observable au 

niveau qualitatif que ce soit avec les autres sols présentant une intensité de signal plus 

importante ou équivalente. 

4. Conclusion sur le criblage du site et sélection du sol à fractionner 

Le criblage chimique et biologique des sols a montré que les sols du site sont principalement 

contaminés par des composés aromatiques polycycliques (PAC) entrainant une réponse pour 

l’activité AhR. L’étude des chromatogrammes montre des différences quantitatives et non 

qualitatives qui semblent être à l’origine des différents niveaux de réponses biologiques 

observés. Cependant, l’analyse des HAP seule n’explique pas l’activité des sols qui est due à 

d’autres composés. Afin de simplifier la démarche EDA et limiter les analyses, un seul sol a 

été utilisé pour l’approche. Le sol sélectionné est le sol P9 car il présente un niveau de 

contamination élevé en HAP et une activité AhR importante (TEQ-bio = 303,4 µg EQ 

TCDD/g de sol). De plus les 16 HAP de la liste US-EPA n’expliquent que 3,2% de l’activité 

observée pour ce sol. Du fait de sa forte contamination, le sol P9 a été choisi pour la démarche 

EDA.
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II. Criblage des sols du site de traitement de gaz pour sélectionner le sol le plus 

pertinent à fractionner et pour une analyse chimique plus poussée. 

Tout comme le premier site d’étude, les sols de l’usine de traitement de gaz ont fait l’objet 

d’un criblage afin de sélectionner le ou les sols les plus pertinents à étudier avec une 

démarche EDA. 

1. Les analyses ciblées 

Les analyses ciblées ont mis en évidence la présence de HAP et de PCB dans les sols du site 

étudié. 

1.1. Analyse des HAP 

L’analyse des HAP a pu mettre en évidence la présence des HAP présentés Tableau 38. En 

comparant la somme des HAP, il est possible de faire un distinguo entre les sols originaires du 

milieu naturel qui présentent des concentrations en HAP inférieures à 10 µg de HAP/g de sol 

sec et les sols de l’usine dont les concentrations sont supérieures à 18 µg de HAP/g de sol sec. 

Selon la réglementation, un sol excavé est considéré comme contaminé si sa concentration en 

HAP dépasse les 50 µg/g de poids sec (Ordre du 12 Décembre 2014, Journal officiel de la 

République française). Les sols 70, 146, 171 et 148 présentent tous des concentrations 

inférieures à ce seuil, ils peuvent donc être considérés comme non contaminés selon la 

réglementation française sur les déchets inertes. Seuls les sols 4 et 168 présentent des teneurs 

élevées en HAP avec des concentrations de 94,2 et 180,6 µg/g respectivement. Il est à noter 

que le niveau de contamination en HAP de ce site est nettement inférieur à celui du site 

contaminé par la créosote. 

 
Figure 54 : Concentration totale sur les 20 HAP dosés des différents sols échantillonnés dans 

l’usine de traitement de gaz. TAS : sol témoin. S1-S3 : sol se situant en dehors de l’usine 

dans le milieu naturelle entourant le site. Les autres sols correspondent à des sols 

échantillonnés sur le site d’étude.  
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Tableau 38 : Concentration (en µg/g de sol) des différents HAP dosés dans les sols de l’usine 

de traitement de gaz. Les LQ (limite de quantification) sont indiquées en picogrammes 

injectés. 

  LQ TAS S1 S2 S3 S4 4 70 146 148 168 171 

Naphtalène 0,54 0,04 0,61 0,36 0,40 0,48 0,43 0,05 0,11 0,20 1,30 0,25 
Phénanthrène 0,74 0,15 1,43 1,23 1,23 1,16 5,96 0,83 1,76 3,19 12,27 3,50 

Anthracène 1,14 0,04 0,33 0,25 0,24 0,28 1,86 0,21 0,51 0,98 4,21 1,11 
Acénaphtylène 1,00 0,01 0,13 0,08 0,07 0,19 0,03 0,03 0,02 0,03 0,07 0,02 
Acénaphtène 1,42 0,04 0,08 0,07 0,08 0,07 0,87 0,06 0,26 0,49 1,78 0,47 

Fluorène 0,68 0,03 0,11 0,12 0,12 0,15 0,67 0,07 0,19 0,33 1,69 0,41 
Fluoranthène 0,61 2,74 0,59 0,81 0,63 0,59 9,74 1,32 2,90 5,30 18,54 5,08 

Pyrène 0,68 1,39 0,78 0,89 0,73 0,79 8,70 1,23 2,57 4,84 16,21 4,54 
Benzo(a)anthracèneb 0,90 0,08 0,34 0,50 0,34 0,40 7,75 0,95 2,10 3,81 14,36 3,82 

 Chrysèneb 0,63 0,15 0,58 0,84 0,68 0,59 8,20 1,16 2,33 4,27 15,52 4,16 
2,1-Benzonaphtothiophene 0,25 0,02 0,30 0,28 0,23 0,22 0,98 0,12 0,13 0,54 3,62 0,73 

BbF+BfF+BkFb 1,55 0,20 0,67 1,05 0,81 0,83 14,84 1,94 4,08 7,59 27,66 6,93 
Benzo(e)pyrène 1,22 0,10 0,39 0,59 0,48 0,47 6,48 0,86 1,72 3,33 12,08 3,08 
Benzo(a)pyrèneb 2,44 0,09 0,33 0,50 0,33 0,56 9,12 1,10 2,46 4,94 16,90 4,31 

Perylène 3,41 0,02 0,06 0,11 0,07 0,12 2,86 0,19 0,56 1,20 5,05 0,94 
Indeno(1,2,3-cd)pyrèneb 3,41 0,06 0,23 0,42 0,29 0,40 6,82 7,36 1,58 3,30 12,80 2,86 
Dibenzo(ah)anthracèneb 1,55 0,01 0,11 0,11 0,08 0,07 1,83 0,12 0,36 0,73 3,53 0,68 

Benzo(g,h,i)perylène 3,41 0,08 0,33 0,45 0,32 0,52 6,47 0,75 1,61 3,42 11,99 2,83 
Dibenzothiophène 0,21 0,02 0,65 0,52 0,52 0,50 0,63 0,06 0,16 0,22 0,98 0,21 

∑HAP  5,2 8,0 9,2 7,6 8,4 94,2 18,4 25,4 48,7 180,6 46,0 

1.2. Analyse des PCB 

L’analyse des PCB des différents sols de l’usine de traitement de gaz permet d’observer que 

trois sols présentent une concentration importante et dont la somme dépasse les 1 µg/g de sol, 

valeur seuil où un sol est considéré comme pollué dans la réglementation (Arrêté du 12 

Décembre 2014) (Tableau 39). Les trois sols dépassant le seuil sont les sols S3, 70 et 168. 

Les PCB les plus représentés sont les suivants : PCB 101, PCB 138, PCB 153, PCB 170, PCB 

180 et le PCB 187. 
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Tableau 39 : Concentrations (en ng/g de sol sec) des différents PCB dosés dans les sols de 

l’usine de traitement de gaz. Les LQ (limite de quantification) sont indiquées en picogrammes 

injectés. 

 

LQ (pg 
injecté) 

TAS S1 S3 S2 S4 4 70 146 148 168 171 

CB 8 0.46 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 18 0.32 <LQ 25 <LQ 5 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 9 <LQ 

CB 29 0.18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 28 0.19 <LQ 3 3 3 4 <LQ <LQ <LQ <LQ 6 <LQ 

CB 50 0.20 4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 52 0.22 <LQ 13 178 15 17 2 14 <LQ 2 39 3 

CB 104 0,19 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 44 0,17 2 6 48 6 5 <LQ 4 <LQ <LQ 14 <LQ 

CB 66 0,19 <LQ <LQ 36 5 <LQ 1 47 <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 101 0,16 5 8 496 16 8 1 78 1 2 173 2 

CB 87 0.13 2 3 243 <LQ <LQ <LQ 14 <LQ <LQ 42 <LQ 

CB 77 0.38 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 3 106 3 4 <LQ 5 

CB 118 0.19 6 <LQ 456 13 8 <LQ 20 <LQ 1 63 <LQ 

CB 188 0.17 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 153 0.16 14 25 375 45 45 2 355 3 7 520 6 

CB 105 0.16 2 15 212 5 2 <LQ <LQ <LQ <LQ 22 <LQ 

CB 138 0.13 12 50 566 41 41 2 274 3 6 447 5 

CB 126 0.12 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 24 <LQ <LQ <LQ <LQ 

CB 187 0,28 5 20 48 14 17 1 115 1 3 169 2 

CB 128 0,13 2 10 148 6 7 <LQ 19 <LQ 1 38 1 

CB 201 0,11 <LQ 2 <LQ 2 <LQ 2 6 <LQ <LQ 3 <LQ 

CB 180 0,13 8 49 97 31 38 <LQ 288 2 6 459 4 

CB 170 0,11 6 29 73 18 24 1 136 1 4 223 2 

CB 195 0,10 1 5 7 3 3 <LQ 18 <LQ 1 36 <LQ 

CB 206 0,10 1 4 <LQ 2 2 <LQ 7 <LQ <LQ 15 <LQ 

CB 209 0,10 <LQ 4 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 

ΣPCB 0,12 68 269 2987 227 221 17 1525 16 36 2278 28 

2. Analyse biologique des sols 

Pour ce site également, une réponse biologique n’a été observée que pour l’activité AhR. Les 

résultats sont présentés Figure 55. Comme montré dans cette Figure, une activité AhR est 

observable aussi bien à 4h qu’à 24h avec une activité 1000 fois moins importante à 24h 

impliquant une métabolisation des composés à l’origine de l’activité biologique observée. La 

réponse des sols montre une activité très faible pour les sols issus du milieu naturel et le sol 

70 avec des TEQ-bio inférieures à 5 µg EQ-TCDD/g de sol après une exposition de 4h aux 

cellules. Les sols 146, 148 et 171 ont une réponse biologique équivalente avec des valeurs de 

TEQ-bio comprises entre 16 et 22  µg EQ-TCDD/g de sol après une exposition de 4h aux 

cellules. Enfin les deux sols 4 et 168 se démarquent tout comme lors du dosage des HAP avec 

des TEQ-bio supérieures à 38 µg EQ-TCDD/g de sol après une exposition de 4h des cellules. 
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Figure 55 : Activité AhR des différents sols du site de créosotage après 4h (A) et 24h (B) d’exposition. 

n=1  

L’activité AhR due aux composés chlorés comme la 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxine 

(TCDD) ou le PCB 126 ne doit pas décliner entre 4h et 24h d’exposition des cellules du fait 

de l’activation de la réponse cellulaire par ces molécules mais de leur non-métabolisation par 

le cytochrome P450 1A1 (Aït-Aïssa et Creusot, 2010). En effet, l’activité de la TCDD est de 

1,07E
-10

 et de 9,87E
-11

 molaire après 4h et 24h d’exposition des cellules PLHC-1 

respectiviement (Louiz et al., 2007). Or l’activité biologique des sols diminue d’un facteur 

100 entre la lecture à 4h et celle à 24h. Ce type de diminution de l’activité des HAP entre ces 

deux temps d’exposition est caractéristique des HAP (Aït-Aïssa et Creusot, 2010) impliquant 

une non-activité ou une très faible activité AhR des PCB détectés dans les sols. L’activité 

AhR-EROD induite par les PCB n’est pas observable du fait que les principaux PCB présents 

(PCB 101, PCB 138, PCB 153, PCB 170, PCB 180 et le PCB 187)  sont non- inducteurs de la 

reponse AhR (Della Torre et al., 2013). Pour les PCB inducteurs présents, ils sont des 

inducteurs avec des TEF faibles (Tableau 40) et sont présents à des concentrations plus faibles 

que les HAP. Pour étudier ces composés en EDA, il faudrait extraire ces composés sur une 

plus grande quantité de sol et réaliser une purification par traitement avec de l’acide concentré 

comme cela a déjà été le cas dans l’étude réalisée par Aït-Aïssa et Creusot (2010) pour 

observer l’activité de ces composés.  

Cependant les PCB sont des composés peu dégradables du fait de leur stabilité chimique et 

physique (ORS, 2008). Ces molécules sont connues pour leur toxicité et étudiés depuis de 

nombreuses années. De plus, ils sont facilement analysables en GC-ECD. Leur identification 

grâce à un processus d’analyse dirigée par l’effet n’est donc pas nécessaire. 

Tableau 40 : Toxic equivalent factor (TEF ou REP) fournis en 2005 par l’organisation 

mondiale de la santé de 4 PCB présents dans les sols étudiés. Source : Van den Berg et al., 

2006 

Composé WHO 2005 TEF Values (based on 2,3,7,8-TCDD)  

3,3’,4,4’-tetraCB (PCB 77) 0.0001 
3,3’,4,4’,5-pentaCB (PCB 126) 0.1 
2,3,3’,4,4’-pentaCB (PCB 105) 0.00003 
2,3’,4,4’,5-pentaCB (PCB 118) 0.00003 

En appliquant une étude de l’équilibre des masses, la part d’activité AhR imputable aux 16-

HAP de la liste US-EPA reste faible pour l’ensemble des sols (Tableau 41). Tout comme pour 

le site contaminé par la créosote, la mise en place d’une analyse dirigée par l’effet est 

pertinente.  

A B 
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Tableau 41 : Activité biologique théorique (Teq-chim) due aux 16 HAP de la liste US-EPA et 

expérimentaux (TEQ-bio) des sols de l’usine de traitement de gaz. L’activité biologique 

théorique a été déterminée grâce aux facteurs d’équivalent toxique (TEF) de Louiz et al. 

(2008) impliquant la 2,3,7,8-TCDD comme molécule de référence. N.D : Non déterminé. 

Echantillons 
TEQ-bio (µg EQ TCDD/g 

de sol) 
TEQ-chim (µg EQ TCDD/g 

de sol) 
Pourcentage expliqué 

(en %) 

Blanc 
protocole 

N.D N.D N.D 

TAS 2,15 0,02 1 

S1 2,25 0,08 4 

S2 4,12 0,12 3 

S3 0,65 0,09 13 

S4 2,21 0,10 4 

4 38,54 1,75 5 

70 5,04 0,39 8 

146 16,23 0,46 3 

148 20,70 0,88 4 

168 45,20 3,28 7 

171 21,17 0,80 4 

3. Comparaison des empreintes chromatographiques des sols du site 

Seuls les sols de l’usine ont été analysés par GC-MS en mode balayage. L’ensemble des sols 

de l’usine de traitement de gaz montrent des profils identiques mais avec des abondances 

différentes. Comme pour l’ensemble des autres analyses, les sols 168 et 4 ont une intensité de 

signal plus importante avec des pics chromatographiques plus intenses.  

4. Conclusion sur le criblage du site et sélection du sol à fractionner  

Le criblage réalisé sur les sols de l’usine de traitement de gaz a mis en évidence la présence 

de PCB et de HAP. L’ensemble des sols montre un profil de contamination similaire avec 

deux sols dont le niveau de contamination est plus élevé : Le sol 4 et le sol 168. Le sol 168 a 

été choisi pour une analyse dirigée par les effets du fait de son niveau de contamination et de 

sa réponse face à l’ensemble des analyses qu’elles soient chimiques ou biologiques. 
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III. Mise en œuvre de l’EDA : Etape 2, application de l’EDA aux sols 

sélectionnés lors des criblages des sites et à la boue de station 

d’épuration 
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1. Article 1 : Application de l'analyse dirigée par l’effet pour identifier des polluants 

organiques dans les sols industriels pollués par de la créosote 

 

Synthèse de l’article 1 : Les résultats de cette étude confirme que l’application de l’analyse 

dirigée par l’effet associant un fractionnement par HPLC, la mesure de l’activité AhR et les 

analyses par GC-Q/ToF fonctionne et permet l’identification de molécules biologiquement 

actives dans les sols contaminés par un mélange complexe. Le fractionnement a permis de 

séparer l’activité AhR dans plusieurs fractions sur les 20 que compose le fractionnement. Bien 

que les HAP soient les principaux constituants de la créosote, ils ne sont responsables que 

d'une minorité de l’activité AhR observée. Les résultats de l'étude ont permis d'identifier 21 

ligands du récepteur Ah connus et inconnus présents dans le sol contaminé. Les molécules 

responsables de l'activité AhR sont des HAP, mais aussi leurs produits d'oxydation (Oxy-

HAP) et des CAP composés de N,O,S-hétérocycles. Actuellement, les Oxy-PAH et N, O, S-

hétérocycles ne sont pas pris en compte dans l’évaluation des risques environnementaux alors 

que la toxicité de certains d'entre eux a déjà été mise en évidence dans plusieurs études. 

Certains Oxy-HAP (par exemple: le 9H-fluorène-9-one et le cyclopenta(def)phénanthrènone) 

ont une activité AhR alors que leurs HAP parents sont inactifs, soulevant des questions du 

risque lié à la dégradation des HAP dans le sol par des procédés biologiques ou chimiques. Il 

en est de même pour les quinoléines, tels que la benzo(f)quinoléine et la benzo(h)quinoléine 

ayant la même structure que le phénanthrène et ayant une activité biologique contrairement à 

ce dernier. En outre, ces molécules ont une polarité plus élevée comparée à celles des HAP ce 

qui les rend plus solubles dans l'eau et leur permet de migrer plus aisément dans d'autres 

compartiments de l'environnement tel que le milieu aquatique. 
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Abstract 

Industrial soils are contaminated by complex organic mixtures while environmental diagnostics 

only focus on short molecules lists without taking account the complexity of contamination. 

Creosote is a complex mixture mainly constituted by PAHs causing contamination of many soils 

in Europe. In order to identify which molecules were be able to cause biological effects in soils 

contaminated by this mixture, an effect-directed analysis (EDA) was performed in this study. 

After performing fractionation by high performance liquid chromatography (HPLC) in normal 

phase and the measurement of the AhR activity on soil extract fractionation. Active fractions 

were analyzed by gas-chromatography coupled to quadrupole-time of flight mass spectrometry 

(GC-QTOF-MS) to identified compounds responsible for the biological activity. Although PAHs 

are the main compounds of creosote, they were responsible for only a minority of AhR activity. 

Among the active compounds, PAHs (2-Phenylnaphthalene, 11H-benzo(b)fluorene and 11H-

benzo(a)fluorene) , Oxy-PAHs (9-fluorenone, cyclopenta(def)phenanthrenone, 11 am-

benzo(a)fluorene-11-one, 1,2-Benzo(a)anthraquinone and 5,12-Naphthacenequinone) but also N-

,O-,S-heterocyclics (thiophenes, furans, quinolines and carbazoles) were identified. Finally, 41 ± 

6% of the AhR activity were explained by the identified molecules. Some Oxy-PAHs exhibited 

AhR activity while parent compounds were inactive. Some quinolines such as benzo(h)quinoline 

and Benzo(f)quinoline induced AhR activity while phenanthrene, their analogue PAH was not 

active. Oxy-PAHs and quinolines are more polar compounds that PAHs  and can more easily 

migrate into others media. These results also raise the issue of PAHs degradation in soil either 

through biological or chemical processes and possible changes in the toxicity profile of 

contaminated soils. Finally, this study allowed the identification of new contaminants in 

industrial sols which could be incorporated in the environmental risk assessment related to the 

contamination of soil by complex organic mixtures such as creosote. 
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i.  Introduction 

In industrialized countries, the past and present industrial activities are potentially soil contamination 

sources. The European Environment Agency estimates that over 2.5 millions of potentially 

contaminated sites exist across Europe although only 1.2 million of them have already been identified 

(Panagos et al., 2013). The major pollutants in these contaminated soils are : metals and metalloids 

(35%), hydrocarbons (24%), chlorinated hydrocarbons (8%), polycyclic aromatic hydrocarbons (10%) 

and others (11%) (Van Liedekerke et al., 2014).  

Generally, soils from industrial sites are contaminated by complex mixtures. However, the current soil 

quality assessment approach is focused only on priority pollutants without taking into account 

potentially toxic unanalyzed pollutants. Another way to assess soil quality is the use of bioassays but 

this kind of analysis don’t allow the identification contaminants responsible for toxic effects. A 

relatively new approach is effect-directed analysis (EDA) which combines chemical analysis with 

physicochemical fractionation and biotesting. (Brack, 2003). 

EDA is often used for the identification of contaminants in waters and sediments (Marvin et al., 1994, 

1999, 2000; Reineke et al., 2002 ; Grung et al., 2007; Kaisarevic et al. 2009 ; Schulze et al. 2010; 

Wölz et al. 2010; Schmitt et al. 2011; Regueiro et al. 2013; Fetter et al. 2014 ; Liscio et al. 2014) and 

more specifically for the identification of endocrine disruptors (Houtman et al., 2006; Oh et al., 2009 ; 

Creusot et al., 2014 ; Simon et al., 2015). However, few studies were dedicated to the identification of 

toxic compounds in soil using EDA. Legler et al. (2011) applied an EDA approach to a soil of a 

former municipal landfill. Their study allowed to identify new toxic compounds for the development 

of the zebrafish such as 11H-benzo[b]fluorene, 9-methylacridine, 4-and 2-azapyrene phenylquinoline,  

molecules which are currently not included in the environmental diagnostics of soils. A second study 

was conducted by Wincent et al., (2015) on a gas plant, a former wood preserving site and a coke oven 

site. The extracts and fractions were tested for their Aryl hydrocarbon (Ah) activity and developmental 

toxicity on zebrafish. All the fractions were shown to induce the production of Ah receptor-regulated 

mRNA, deformities and increased mortality of fish. This study demonstrated that the oxy-PAHs as 

PAHs are able to induce an AhR activaty and a developmental toxicity. These two studies evidenced 

the usefulness of EDA approach for the identification of toxic compounds in complex mixtures such 

as  industrial contaminated soils. 

Coal tar creosote is a mixture which has been used for protecting exterior wood as railroad or 

telephone poles. It contains approximately 10 000 compounds  even if PAHs compose 

approximatively 80% of this mixture (Sundström et al., 1986). Coal tar creosote is a good exemple of 

complex contamination of industrial soils. Underground waters contaminated by creosote were also 

study thanks to EDA  where it showed that N-heterocycles, phenolics and substituted PAHs were more 

toxic than the unsubstituted ones using the Microtox© assay (Hartnik et al., 2007). The difficulty by 

using Microtox© as bioessay in EDA is the non-specific mechanisms of toxic action and the 

contribution of all chemicals to the non-specific toxic burden according to their (Brack et al., 2016). 

The aryl hydrocarbon receptor (AhR) is a transcription factor (such as basic helix-loop-helix) activated 

by a ligand involved in the regulation of biological planar aromatic hydrocarbons responses such as 

dioxins, furans and PAHs (Whyte and Tillitt. 2001). It regulates the xenobiotic metabolizing 

enzymes, such as cytochrome P450 (Hahn, 2002). This receptor induce the production of cytochrome 

P450 1A1of which 7-ethoxyresorufin o-deethylase (EROD) activity is easily analyzed in laboratory. 

Bioassays involving this receptor are used to identify the observed molecules responsible for this 

activity (Sanderson et al., 1996; Bols et al., 1999 ; Wölz et al., 2010; Brack and Schirmer, 2003; 

Blankenship et al., 2003) 

The purpose of this study is to apply an EDA to identify the pollutants responsible of AhR activity on 

a industrial plant soil of wood impregnation by creosote to identify new interest contaminants in 

contaminated soil that could be incorporated in chemical diagnostics of these soils.  
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ii. Materials and methods 

3.1. Chemicals and reagants 

All solvents used were at least of HPLC grade quality and were purchased from Atlantic Labo 

(Bruges, France). All the compound standards and the deuterated surrogate standards (>98% purity) 

were obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), from CIL Cluzeau (Sainte-Foy-

La-Grande, France) and from Chiron, provided by BCP Instruments (Oullins, France). 

Dimethylsulfoxid (DMSO) (biological reagent grade quality) was provided by Sigma-Aldrich (St-

Quentin-Fallavier, France). All biological reagents for cell culture and bioessays were provided by 

Fisher Scientific (Illkirch, France). Ligands of AhR were purchased from Sigma-Aldrich (St-Quentin-

Fallavier, France). Azote and helium were provided by Linde (France). 

3.2. Site description and sampling 

The study site was an industrial plant of railroad creosote wood impregnation located in the South of 

France. Soils were sampled in Juin 2012 using a shovel and directly sieved at 4 mm. After three days 

of air drying, they were then sieved at 2 mm. They were kept at room temperature in amber jars until 

analysis. 20 soils were sampled following a sampling plan was developed by the foundation Innovasol 

after a literature review (interpretation of the state of media - BG Report, January 2010) and a 

preparatory site visit. After a chemical analysis on PAH, the measurement of AhR activity of each soil 

and a comparison of the chromatographic fingerprints, one of them was kept for effect directed 

analysis due to its level of PAH contamination, its AhR activity and and the lack of AhR activity 

explained by a mass balance approach. 

3.3. Soil extraction by pressurized liquid extraction (PLE)  

0,1g dried (dw) soil sample was extracted in duplicate by PLE (ASE 200, Dionex  Voisins le 

Bretonneux, France). Briefly, the soil was placed in 11 mL stainless steel extraction cells and the dead 

volume filled with previously cleaned glass beads. For blank protocole, the extraction was done only 

on beads without matrix. Extraction was performed with a mixture of methanol 

(MeOH)/dichloromethane (DCM) (1/1, v:v) at a temperature of 75°C and a pressure of 100 bars. Four 

cycles of static extraction were done for 5 min and extraction cell was purged for 60s with nitrogen. 

The 25 mL extract volume were concentrated under a stream of nitrogen, resulting in a final volume of 

1.8 mL in MeOH/DCM (1/1; v:v) for storage and kept at -20°C until fractionation. 

3.4. Fractionation by normal phase-HPLC (NP-HPLC) 

300 µL of soil extract were redissolved in n-hexane  after evaporation to dryness (100%) and 250 µL 

were fractionated by NP-HPLC. The 50 µL remaining of the remainder of the supernatant hexane was 

evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen and reconstituted in DMSO for in vitro 

bioassay to test its AhR activity before fractionation. The HPLC system was composed of a quaternary 

pump (Agilent Technologies P1200),  a diode array detection system (Agilent Technologies P1200) 

operated from 190 nm to 400 nm, an autosampler (Agilent Technology P1200), a column thermostat 

(Agilent Technologies P1200) and an automatic fraction collector (Agilent Technologies infinity 

1260), and equipped with a NH2 column (Microsorb NH2 100- 5, 4,6 x 250 mm, Varian®) 

(Agilent technologies, Les Ulis, France) was used. Fractionation was performed at a flow rate of 1 

mL/min using n-pentane, DCM and acetonitrile as mobile phase under the following gradient 

conditions: initial condition of 100% pentane for 7 min, followed by a linear gradient to 100% DCM 

within 10 min and held 5 min and then by a linear gradient to 100% acetonitrile within 4 min, held for 

4 min, followed by a re-equilibration time to the initial conditions (run time of X min). The fractions 

were collected every 2 min from 0 to 40 min, resulting in 20 HPLC fractions. The fractions were dried 

under a gentle stream of nitrogen and redissolved in 250 µL DCM. For the EROD assay, a 100 µL 

aliquot was dried and redissolved in 100 µL DMSO. 50 µL of each fraction were pooled, also dried 

and redissolved in 50 µL DMSO to compare the activity of the pooled fractions to those of the raw 

PLE extract and the supernatant extract. The rest of each fraction (100µL) was kept in DCM for 
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analysis by gas-chromatography coupled to quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (GC-QTOF-

MS). Before each fractionation an standard solution of 16 standards with LogP between 3,17 and 

11,24  were injected to check the quality of experiment and any changing in retention times. 

3.5. 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) assay in using PLHC-1 cell line and cell viability 

The PLHC-1 cell line (ATCC , CRL-2406), derived from topminnow (Poeciliopsis Lucida) 

hepatocellular carcinoma, was routinely cultured in Eagle’s Essential Medium (MEM) supplemented 

with 10% foetal bovine serum, 1 mM sodium pyruvate, 1 mM non-essential amino acids, 50 U/mL 

penicillin G and 50 µg/mL streptomycin, under controlled atmospherewith 5% CO2  at 30°C. When 

90% of confluence was reached, cells were dissociated with 0.05% (w/v) trypsin EDTA for 

subculturing and experiments. For experiments, cells were seeded in 96-well plates (TPP®, 

Dominique Dutcher SAS, Brumath, France) at 5.10
4
 cells/well (100 µL) and allowed to grow for 24h. 

On test day, cells were exposed in triplicat to serial dilutions of BaP (reference ligand), soil extract or 

fractions for 4h (PAH-like activity) before reading by a spectrofluorimeter (Synergy 2 Biotek®, 

Colmar, France) during 10 min and using the 530/590 wavelenght . In parallele, cellular viability was 

tested for different concentrations of soil extract by using the methyl-thiazol-tetrazolium (MTT) assay, 

as previously described by Laville et al. (2004). 

3.6. AhR activity analysis, calculation of bio-TEQ,  chem-TEQ and use of mass balance analysis. 

Dose–response curves were modelled by using the Regtox 7.5 Microsoft Excel™ macro (Vindimian et 

al., 1983). This macro uses the Hill equation model and allows calculation of EC20 (concentrations of 

test chemical or soil extract that induce 20% of maximal response). Bioassay-derived BaP- (BaP-EQ) 

were determined by dividing the EC20 of the reference chemical (BaP expressed in g/L) by that of the 

soil extract or its HPLC fractions (expressed as equivalent gram of dry soil per litre). 

Activity contribution of compounds (Chem-TEQ) was determined using the chemical concentrations 

in soil (Ci) and the relative equivalent potency of tested chemical (REPi) obtained by ratio of EC20 of 

Benzo(a)pyrene (the reference compound) on EC20 of tested compound (Louiz et al., 2008). Chem-

TEQ is the result of the following equation : chem-TEQ = Σ (Ci × REPi). Finally, Chem-TEQ was 

compared to the toxic-equivalent derived from biossays activities (Bio- TEQ) which is the ratio of the 

EC20 of Benzo(a)pyrene (the reference chemicals, in g/L) to that of the sample (or fraction) expressed 

as equivalent gram per liter (g EQ/L). 

3.7. Target analysis of priority PAHs in the selected soil sample  

The selected soil was extracted by PLE with the following parameters. Extraction was performed with 

dichloromethane at a temperature of 100°C and a pressure of 100 bars. Two cycles of static extraction 

were done for 8 min and extraction cell was purged for 60s with nitrogen. Then PAH were purified on 

alumina and silica microcolumns as previously discribe by Guillon et al., (2013). Analysis of soil 

crude extract (in triplicat) was carried out on the 16 US-EPA PAHs, benzo[e]pyrene and 

dibenzothiophene (Table 1) by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) 

(Agilent Technologies 6890 GC and 5973 MS, Waghaeusel, Germany) (Guillon et al., 2013). Activity 

contribution of PAHs (Chem-TEQ) was also determined by using the REPi (Louiz et al., 2008). 

3.8. Analysis of active fractions by GC-QTOF-MS 

Analyses of active HPLC factions were performed with an Agilent (Agilent Technologies, Santa 

Clara, USA) GC-QTOF-MS system consisting of a 7890B GC connected to a 7200 QTOF mass 

analyzer, equipped with an electronic impact (EI) ionization source. Compounds were separated in a 

HP-5MS column (5 % Phenyl- 95 % Methyl-siloxane; 30 m x 250 μm x 0,25 μm) (Agilent 

technologies, Massy, France). 1 µl of positive fractions was injected in pulsed splitless mode at a 

temperature of 280 °C. The injection rate was 1.3 mL.min
-1

 and the carrier gas used is pure helium at 

99.9990%. The oven was programmed from 50 °C (2 min) at 2 °C.min
-1

 to 325 °C, maintained for 0.5 

min (runtime of 145 min).  



134 

 

The QTOF instrument was operated in the extended dynamic range 2 GHz mode whith a mass 

resolution lower than 5 ppm. Compounds were ionized at 70 eV. Source and quadrupole temperatures 

were 150°C. The acquisition was performed in single MS mode and scan spectra were recorded in the 

mass range from 50 to 500 m/z, with each spectrum collected (consisting of 5 transients) every 

seconde. 

Before each batch analysis, the QTOF instrument was calibrate tu ensure the mass accuracy and 

resolution of detector was not modified. The analytical instrument performances (resolution, mass 

accuracy, and sensitivity) were also verified using a certified solution of  same PAHs analyzed in thes 

soils at 5 ng/g of acetone. If a shift in resolution, mass accuracy or in the sensitivity of the instrument 

was observed, a maintenance was carried out to find the correct parameters. 

The chromatographic data are processed with the Agilent MassHunter Qualitative Analysis Software 

(B7.0 Agilent Technologies). The treatment is only done manually. Peaks in the chromatogram (TIC: 

total ion chromatogram) are analyzed individually. Only peaks ten times higher than the background 

noise were analyzed. After obtaining the mass spectrum of a peak, the background noise is removed 

using the mass spectrum of TIC baseline. Then the resulting spectrum is compared with the NIST11 

mass spectral library. Only compounds with a match fartor higher to 20% with the NIST and a mass 

error lower than 5ppm were kept.  

For candidates, a research on ChemSpider and PubChem database is performed to obtain informations 

as logP and CAS number and check if it is known to have AhR activity. For possible inductors of AhR 

activity, the confirmation of their activity is done by buying the standard. 

3.9. Activity and chemical confirmation of contaminants 

For compounds whose standards are commercially available, the confirmation is carried out at three 

levels by testing standard for its AhR / EROD activity, by injecting HPLC to verify that its elution 

fraction corresponds to that in which it was identified and by dosing it by the GC/MS. For an active 

molecule, the REPi was determined as the ratio of EC20 of Benzo(a)pyrene on EC20 of tested 

compound (Table 4). For active compounds, their concentrations in the fractions were determined 

through targeted analysis by GC-MS using external calibration and the same parameters than the PAH 

analysis.  The AhR activity part of the compounds in fractions was determined by using Chem-TEQ 

calculation. 

3.10. Quality control 

In all assays, each sample or compound was tested at various concentrations in triplicat, which always 

included both negative controls (solvent), positive control (TCDD and BaP) and complete dose 

response for reference chemical (TCDD for modelisation of dose-reponse curve and BaP for 

determining REPi or Bio-TEQ). A blank protocol following each steps of any samples was also tested 

to check no contamination due to the manipulation. Before each experiment, the glassware was 

washed and pyrolyzed to ensure no cross-contamination takes place. 

iii. Results  

3.1. PAH content and contribution of AhR activity observed 

Concentration of total PAH in soil was 5625± 642 mg/g dw. The predominant PAHs found in 

the soil were phenanthrene (1220.4 ± 135.5 mg/g dw), fluoranthene (1912.7 ± 207.0 mg/g dw) 

and pyrene (1468.0 ± 157.2 mg/g dw) (Table 1). These three PAHs are also the main 

components of creosote for which they accounted for about 40% in weight (Sundström et al., 

1986). In addition the contamination profile is similar to those reported in soils contaminated 

by old creosoted railway ties (Moret et al., 2007).  
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Using the mass balance calculation, the activity induced by the quantified PAHs could be 

determined (see section 2.6). Their contribution to the observed activity is 10% (Table 1). 

Although PAHs are the main constituents of creosote and constitute 80% of its mass, the 

priority PAHs contributed to a negligible part of the AhR / EROD activity of the soil extract. 

Hence, 90% of the activity measured on the crude extract is due to non-target compounds 

present in the industrial soil.  

No decrease in the cell viability was observed with the MTT assay showing no cytotoxic 

effects of different extract concentrations. 

Concentrations of priority PAHs in the soil sample (µg/g dw) and REPs 

Compound Concentration (µg/g of dry soil) REP BaP 4h  

Naphtalene 2.5 ± 0.5 n.i(a) 

Phenanthrene 1220.4 ± 135.5 n.i(a) 

Anthracene 105.0 ± 31.9 n.i(a) 

Acenaphtylene 8.4 ± 6.0 5.56E-03(a) 

Acénaphtene 186.5 ± 16.8 n.i(a) 

Fluorene 261..5 ± 28..0 n.i ( 

Fluoranthene 1912.7 ± 207.0 n.i(a) 

Pyrene 1468.0 ± 157.2 3.58E−03(a) 

Benzo(a)anthracene 42.4 ± 6.5 2.58E−01(a) 

Chrysene 73.3 ± 9.0 2.92E−01(a) 

BBF and BKF 64.5 ± 7.9 6.94E−01 (BbF) and 2.94 (BkF) (a) 

Benzo(e)pyrene 24.9 ± 3.0 n.i  

Benzo(a)pyrene 9.2 ± 1.5 1(a) 

Indeno(1.2.3-cd)pyrene 7.8 ± 1.1 8.43E−01(a) 

Dibenzo(ah)anthracene 1.7 ± 0.3 3.66(a) 

Benzo(g.h.i)perylene 7.7 ± 0.9 n.i(a) 

Dibenzothiophene 202.6 ± 21.9 n.i  

∑HAP 5625.4 ± 642.4 
 

Percentage of AhR activity explained by the measured PAHs (%) 

TEQ-Chim (µg EQ-BaP/g of dry soil) 177±23 

TEQ-Bio (µg EQ-BaP/g of dry soil) 1688±140 

% of AhR activity explained 10±1 

Table 1 : PAH content of the analysed soil (µg/g) and the REPs of Acenaphtylene, Pyrene, 

Benzo(a)anthracene, Chrysene, Benzo(b)fluoranthene, Benzo(k)fluoranthene, Benzo(a)pyrene, 

Indeno(1.2.3-cd)pyrene et Dibenzo(ah)anthracene. and comparaison between the experimental 

AhR-activity (Bio-TEQ) and the theorical activity based on additif effects (Chem-TEQ). n.i : non 

inductor of AhR activity in the range of tested concentrations (2 µg/L to 2 mg/l). (a) : compound 

tested for its AhR in a previous study (Louiz et al., 2008). 

3.2. Fractionation and AhR activity of fractions 

The crude extract was fractionated by NP-HPLC and crude extract and HPLC fractions were tested for 

AhR activity. The AhR activity of extract at different step of fractionation is  presented Figures 1 and 

the distribution of AhR activity among fractions is presented Figure 2. A decrease of the AhR activity 

was observed between the crude extract (bio-TEQ = 1688 ± 140 µg EQ-BaP/g dw), the supernatant 
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injected into HPLC (bio-TEQ = 1275 ± 239 µg EQ-BaP/g dw) and the pool of fractions (bio-TEQ = 

727 ± 112 µg EQ-BaP/g dw), indicating that the sample treatment procedure led to some loss of active 

compounds. The sum of the AhR activity of the fractions (bio-TEQ = 787 ± 82 µg EQ-BaP/g dw) is 

equivalent to the biological activity of the pool of fractions respecting the additive effects model for 

induction of AhR activity. Figure 2 shows the AhR activity of the different fractions. The biological 

activity is distributed between fractions 7 and 16 indicating that the process of fractionation  by HPLC 

is efficient to separate active compounds between the different fractions depending of their polarity. 

By comparing the activity of the fractions with the sum of fractions activities (Figure 1; Bio-TEQ = 

787 ± 82 µg EQ-BaP/g dw), the fractions 7 and 8 (509 ± 31 µg BaP-EQ/g dw) contributed to 50% of 

the soil AhR activity. Fractions 9-16 share the rest of AhR activity. They contained compounds more 

polar than those present in the fractions 7 and 8, involving a better solubility of these molecules in 

water. 

 

Figure 1 : AhR activities of extract for 4h of PLHC-1 exposure after different steps of fractionation. 

Crude extract : Extract tested for its activity after PLE extraction. Supernatant : Extract tested for 

its activity after solubilisation in hexane and recovery of supernatant. Pool of fractions : Activity 

of global extract after fractionation and pool of all fractions. Sum of fractions : sum of fractions 

activities. Results are expressed as µgEQ-BaP/g (mean ± SD. n = 3). 
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Figure 2 : AhR activities of all fractions after 4h of PLHC-1 exposure. Fractions were collected all 2 

minutes and the elution follows a gradient from the less polar solvent (n-pentane) to the more 

polar solvent (acetonitrile). 

3.3. Chemical composition of the active fractions  

Fractions 7 to 15 were then analyzed by GC-QTOF (single MS mode) to identify active compounds. 

Table 2 presents the identified molecules in the different fractions. Fractions 7 and 8 are composed 

mainly by the 16 US-EPA PAHs and their alkylated analogues (see Table 2). This elution is consistent 

with the PAH standards injection in HPLC where they eluate in these fractions. However, these 

fractions also contain other PAHs, like 7H-benzo[c]fluorene, 11H-Benzo [b] fluorene, the 11H-Benzo 

[a] fluorene, the 4H-cyclopenta [def] phenanthrene, the Naphthalene, 2-phenyl and 1H-indene, 1- 

(phenylmethylene) - and S-, O- and N-heterocycle compounds. 

Most identified Oxy-PAHs are eluated in fraction 9 where they have the largest signals (see Table 2). 

The presence of N-Heterocycles and more particularly carbazole (86-74-8) and various forms of 

alkylated carbazoles is also observed. 

All other fractions (F10-F15) are composed essentially of N-heterocycles (see Table 2) and more 

particularly of quinoline related compounds (eg: Benzo(h)quinoline ;1-Azapyrene).For all PACs 

having heteroatoms which were dosed in soil, their concentration is in the order of μg/g dw and are in 

the range of PAH concentrations (Table 1 and 4). 

Some compounds are eluted in more than one fraction as cyclopenta (def) phenanthrenone that was 

found in 7 fractions (Tables 2 and 3).This result is due to a lag effect in the elution of this compound 

which was also seen during the injection into HPLC of the standard alone. However, the cyclopenta 

(def) phenanthrenone is an exception and the majority of the compounds are present in one or two 

fractions. 

The compounds with the highest signals and also commercially available were analyzed for their AhR 

activity. Then, their concentration in fractions where determined in order to estimate their contribution 
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to the observed AhR activity of the corresponding fraction. Compounds tested are in bold in the table 

2. A total of 25 identified molecules were tested for their AhR activity. 

3.4. Characterization of the potential AhR activity of some identified compounds 

Among the compounds tested, six were inactive compounds or are weak inducers (induction 

of less than 20% relative to the maximum TCDD activity) for AhR activity. These 

compounds are 4H-cyclopenta(def)phenanthrene (inactive; fraction 7), Anthracene, 9,10-

dihydro (inactive fraction 7), the 7H-benzo(c)fluorene (maximal induction of 11%; fractions 7 

and 8), 9,10-anthracenedione (inactive fraction 9) and 9,10-Anthracendione, 2-Methyl 

(inactive fraction 9). 

The other 19 compounds have AhR / EROD activity and their REPs have been determined 

(Table 3). The REPi are between 6.05E-4 and 9.74E-2 (6.05E-4 for the Benzo(h)quinoleine 

and 9.74E-2 for 11H-Benzo(b)Fluorene. These active compounds were then searched in the 

corresponding fractions by GC/MS. Their presence was confirmed, indicating that the non-

target analytical procedure is effective, and their concentrations determined by external 

calibration. By achieving a mass balance analysis (MBA) for each fraction, their contribution 

to the observed biological activities was determined and accounted for 47% in fraction 7 

(51% when including those of the priority PAHs), 5% in fraction 8 (65% with priority PAHs) 

indicating that PAHs usually monitored in environmental studies are responsible for the 

majority of the fraction biological activity), and 19% in fraction 9. All compounds quantified 

in fractions F10-15 explained less than 1% of the AhR activity of the corresponding fractions. 

Finally, the total TEQ-Chim of all compounds is 421 µg EQ-BaP/g dw. By comparing the 

sum of the fractions activities which is 787 ± 82 µg EQ-BaP / g dw, the AhR activity 

explained by all identified compounds (with 16 PAH of the list of the US-EPA included) is 41 

± 6%. 
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Table 2 : Compounds identified (and their CAS number) in each active fractions by GC/ToF. Coumpounds in bold have been tested for their 

AhR activity and if their where actif, their they were dosed by GC/MS 
Fraction 7 PAH : Naphthalene (202-049-5) and alkylated naphthalene, Fluorene (86-73-7) and alkylated fluorene, Anthracene, 9,10-dihydro- (613-31-

0), Phenanthrene (85-01-8) and alkylated phenanthrenes, Anthracene (120-12-7) and alkylated anthracenes, Anthracene, 9,10-dihydro-2-

methyl- (948-67-4), 4H-Cyclopenta[def]phenanthrene (203-64-5), Naphthalene, 2-phenyl- (612-94-2), Pyrene (129-00-0) and alkylated 

pyrenes, Fluoranthene (206-44-0) and alkylated fluoranthenes, 7H-Benzo[c]fluorene (205-12-9), 11H-Benzo[b]fluorene (243-17-4), 11H-

Benzo[a]fluorene (238-84-6), 1H-indene, 1-(phenylmethylene)-, 4H-Benz[de]anthracene, 5,6-dihydro- (4389-09-7) 

O-Heterocycle(s) : Benzo(b)naphtho(1,2-d)furane (205-39-0), Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane (239-30-5), Benzo(b)naphtho(2,3-d)furane 

(243-42-5), 2H-Phenanthro[9,10-b]pyran (217-67-4),  

S-Heterocycle(s) : Dibenzothiophene (132-65-0), Phenaleno[1,9-bc]thiophene (79965-99-4), Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene (239-35-0), 

5  no-identified compounds 

Fraction 8 PAH : Acenaphthylene (208-96-8), Phenanthrene (85-01-8) and alkylated phenanthrenes, Anthracene (120-12-7) and alkylated anthracenes, 

Fluoranthene (206-44-0), Pyrene (129-00-0), 7H-Benzo[c]fluorene (205-12-9), 11H-Benzo[b]fluorene (243-17-4), 11H-Benzo[a]fluorene 

(238-84-6), Benz[a]anthracene (56-55-3), Chrysene (218-01-9), Benzo(b)fluoranthene (205-99-2), Benzo(k)fluoranthene (207-08-9), 

Benzo(j)fluoranthene (205-82-3), Benzo(e)pyrene (192-97-2), Benzo(a)pyrene (52-32-8), Perylene(198-55-0), Benzo(ghi)fluoranthene (203-

12-3), Indeno[1,2,3-cd]pyrene (193-39-5), Dibenzo(ah)anthracene (53-70-3), Benzo(ghi)perylene (191-24-2), 3H,3'H,3''H-Trisindeno[1,2-

a:2',1'-c:1'',2''-e]benzene (17509-71-6) 

Oxy-PAH : 9H-Fluoren-9-one (486-25-9), 2H-Naphtho[1,8-bc]thiophen-2-one (20760-29-6), Anthrone (90-44-8), 2-

Fluorenecarboxaldehyde (30084-90-3), 9H-Fluoren-9-one, 2,3-dimethyl- (4627-17-2), Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 9,10-

Anthracenedione, 1-methyl- (954-07-4), 9,10-Anthracenedione, 2,7-dimethyl- (3286-01-9), 6H-Benz[de]anthracen-6-one (80252-14-8), 7H-

Benz[de]anthracen-7-one (82-05-3), 11H-Benzo[a]fluoren-11-one(479-79-8),  

O-Heterocycle(s) : Benzo(b)naphtho(1,2-d)furane (205-39-0), 

N-Heterocycle(s) : Benzo(f)quinoline, 2-methyl- (39258-30-5), Benzo(h)quinoline, 2,4-dimethyl- (605-67-4), Benzo[c]acridine (225-51-4),  

S-Heterocycle(s) : Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene (205-43-6), Benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene (243-46-9) 

Nitro-PAH : Naphthalene, 1-isocyano- (1984-04-9), 1-Naphthalenecarbonitrile (86-53-3), 1-Cyano-4-methylnaphthalene (36062-93-8), 9H-

Fluorene-2-carbonitrile (2523-48-0), 9H-Fluorene-9-carbonitrile (1529-40-4), 9-Cyanophenanthrene (2510-55-6), 9-Anthracenecarbonitrile 

(1210-12-4), 9-(Cyanomethylene)fluorene (4425-74-5) 

11 no-identified compounds 

Fraction 9 Oxy-PAH : 9H-Fluoren-9-one (486-25-9), 2-Fluorenecarboxaldehyde (30084-90-3), 9,10-Anthracenedione (84-65-1), 

Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 9,10-Anthracenedione, 2-methyl- (84-54-8), 6H-Benz[de]anthracen-6-one (80252-14-8), 

7H-Benz(de)anthracen-7-one (82-05-3), 5,12-Naphthacenedione (1090-13-7),  Benz(a)anthracene-7,12-dione (2498-66-0), 

N-Heterocycle(s) : Carbazole (86-74-8) and alkylated carbazoles, 5(4H)-Thebenidinone (64884-40-8), 1H-Dibenzo[e,g]indazole, 1,2-

Benzanthracene-10-aldehyde (7505-62-6) 

5 no-identified compounds 

Fraction 10 Oxy-PAH : Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3),  
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N-Heterocycle(s) : Benzo(h)quinoline (230-27-3), 9H-Carbazole-9-methanol (2409-36-1), Acridine, 9-methyl- (611-64-3), Carbazole, 9-

methyl- (1484-12-4), 4H-Benzo[def]carbazole (203-65-6), 

1 no-identified compound  

Fraction 11 Oxy-PAH : Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 2,3-Dihydro-1H-phenalen-1-one (518-85-4), Phenalenone (548-39-0), 1H,3H-

Benzo[de]isochromen-1-one (518-86-5), Pyreno(4,5-b:9,10-b’)bisoxirene, 3b, 4a, 7b, 8a-tetrahydro-(55400-88-9)  

N-Heterocycle(s) : Thieno(2,3-b)quinoline (268-97-3), Quinoline, 2-phenyl (612-96-4), Isoquinoline, 1-phenyl (3297-72-1), 5-

phenylisoquinoline (24464-35-5), 11H-Benzo(a)carbazole (239-01-0), 7H-Benzo(c)carbazole (205-25-4),  

Nitro-PAH : Benz(a)anthracene-7-carbonitrile (7476-08-6) 

3 no-identified compounds 

Fraction 12 Oxy-PAH : Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 

N-Heterocycle(s) : Benzo(c)carbazole (34777-33-8) 

Fraction 13 Oxy-PAH : Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 

N-Heterocycle(s) : Acridine (260-94-6), 6-methylphenanthridine (3955-65-5) 

Nitro-PAH : anthracene-9-carbonitrile (1210-12-4) 

Fraction 14 Oxy-PAH : Cyclopenta(def)phenanthrenone (5737-13-3), 

N-Heretocycle(s) : 4-Azapyrene (194-03-6), 7-azafluoranthene (206-49-5), Benzo[f]quinoline (85-02-9) 

1 no-identified compounds 

Fraction 15 Oxy-PAH : 2-Hydroxyfluorene (2443-58-5) 

N-Heretocycle(s) : 1-Azapyrene (313-80-4), 9-(1H-Indol-3-yl)acridine 

2 no-identified compounds 
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1. Table 3 : Identified compounds having a AhR activity with their calculated REPs (see section 3.4. Characterization of the potential AhR activity 

of some identified compounds). their concentrations in the soil NP-HPLC fractions where they have been identified (in µg/g dw), the theorical activity 

(Chem-TEQ), the experimental activity (Bio-TEQ) and the contribution in AhR activity of the associated fraction (with or ithout 16 PAH of US-EPA 

list). 

Fraction 
Compounds Concentration 

(µg/g of dry soil) 

REP (BaP 

4h) 

Chem-TEQ (µg EQ-

BaP/g of dry soil) 

Bio-TEQ (µg EQ-

BaP/g of dry soil) 

Contribution (%)  

7 

Naphthalene. 2-phenyl- 385 1.05E-03 

104 

 

222±24 
47%. 49% with PAHs (TEQ-Chim of PAH found in 

this fraction equals to 5 µg EQ-BaP/g of dry soil) 

Benzo(b)naphtho(2.1-d)furane 2159 7.84E-03 

Benzo(b)naphtho(1.2-d)furane 465 2.74E-02 

Benzo(b)naphtho(2.3-d)furane 556 3.92E-02 

11H-Benzo(a)Fluorene 581 2.05E-02 

11H-Benzo(b)Fluorene 358 9.74E-02 

Benzo(b)naphtho(2.1-d)thiophene 71 7.60E-02 

8 

9-Fluorenone 4.5 2.40E-04 

16  

 

287±7 

 

5% 65% with PAH (TEQ-Chim of PAH found in this 

fraction equals to 172 µg EQ-BaP/g of dry soil). 

Cyclopenta(def)phenanthrenone 19 1.40E-03 

Benzo(b)naphtho(1.2-d)furane 12 2.74E-02 

11H-Benzo(a)Fluorene 35 2.05E-02 

11H-Benzo(b)Fluorene+7H-

Benzo[c]fluorene 67 4.87E-2 

Benzo(b)naphtho(2.1-d)thiophene 8.5 7.60E-02 

Benzo(c)acridine 39 2.20E-03 

Benzo(b)naphtho(1.2-d)thiophene 5 1.84E-03 

Benzo(b)naphtho(2.3-d)thiophene 17 3.76E-02 

11h-benzo(a)fluorene-11-one 574 1.75E-02 

9 

9-Fluorenone 43 2.40E-04 

14 74±6 19% 
Cyclopenta(def)phenanthrenone 1777 1.40E-03 

1.2-Benzo(a)anthraquinone 14 3.00E-02 

5.12-Naphthacenequinone 1042 1.05E-02 

10 
Cyclopenta(def)phenanthrenone 102 1.40E-03 0.25 48±5 1% 
Benzo(h)quinoleine 177 6.05E-04 

11 

Cyclopenta(def)phenanthrenone 68 1.40E-03 

0.1 31±7 0.3% 11H-Benzo(a)carbazole 2 3.46E-03 

7H-Benzo(c)carbazole 2 0.00E+00 

12 Cyclopenta(def)phenanthrenone 65 1.40E-03 0.1 11±1 0.9% 

13 Cyclopenta(def)phenanthrenone 42 1.40E-03 0.06 39±9 0.1% 

14 
Cyclopenta(def)phenanthrenone 60 1.40E-03 

0.1 41±11 0.2% 
Benzo(f)quinoleine 141.6 1.66E-04 

15     28±13 Any compound tested 
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iv. Discussion 

4.1. General observation of soil contamination 

These results show that PAHs, although they are the main constituents of creosote are not the 

main contributors to the observed AhR activity. This study has allowed the identification of 

others ligands of the Ah receptor and highlight compounds that could present a risk from 

contaminated soils by creosote. The identified compounds are PAHs not included in US-EPA 

list, PAH oxidation products (Oxy-PAH) and polycyclic aromatic compounds with S-, O-, N-

heterocycles (furans, thiophenes, carbazoles and quinolines). They may be present in 

significant concentrations in the soil (eg: as Benzo (b) naphtho (2,1-d) furan dosed at 2159 

µg/gdw; Cyclopenta(def)phenanthrenone dosed at 1777 µg/g dw and 5,12-

Naphthacenequinone dosed at 1042 µg/g dw) and involved in the biological effects observed. 

4.2. Separation procedure 

Fractionation by HPLC provided satisfactory separation of AhR activity among thefractions 

by isolating PAHs and alkylated PAHs in fractions 7 and 8 and the majority of Oxy-PAHs in 

fraction 9. With regard to the N-Heterocycles, their presence is observed in all fractions. Due 

to the rich PAH composition of creosote (Sundström et al., 1986), the fraction 7 and 8 were 

more complex than all other fractions but their activities have been mainly explained by 

identified compounds. This fractionation allows a complete separation for the majority of 

compounds even if some compounds are found in several fractions as the 

cyclopenta(def)phenanthrenone. This compound is found in seven different fractions but the 

fraction 9 totals 85% of the total concentration thereof. The injection in the HPLC of 

cyclopenta(def)phenanthrenone allows to observe an elution train of this compound that 

explains the distribution of this molecule in several fractions (data not shown). This result is 

in agreement with those obtained by Hartnik et al., (2007) where a similar fractionation 

method was applied, the presence of eight compounds in more than one fraction was observed  

4.3. Identification of AhR-active compounds in a creosote contaminated soil 

41 ± 6% of the mixture AhR activity could be explained by identified compounds. It is partly 

due to the 16 PAHs from the list of US-EPA. But other compounds which are not part of the 

priority pollutants have been identified as ligands in the AhR and may present an 

environmental risk. Among them, the three following PAHs: the 7H-benzo[c]fluorene (weak 

inducer), the 11H-Benzo[b]fluorene and the 11H-Benzo[a]fluorene. Polycyclic aromatic 

compounds with N-, S-, O-heterocycles with the same structures as these three PAHs have 

also been identified and their AhR activities verified. There are for the O-heterocycles : the 

Benzo(b)naphtho(1,2-d)furan, the benzo(b)naphtho(2,1-d)furan and the benzo(b)naphtho(2,3-

d)furan ; for S-heterocycles : the Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene, the benzo(b)naphtho(1,2-

d)thiophene and the benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene and for the N-Heterocycles : the 11H-

Benzo(a)carbazole. The AhR activities of compounds with identical structures to 11H-

Benzo[b]fluorene and 11H-Benzo[a]fluorene (Figure 3) are in the same order of magnitude 

(7.10-3≤REP≤10-2). The modification of a carbon atom by a hetero atom does not seem to 

influence the binding of these molecules to the receptor. However, the 7H-benzo(c)fluorene 

and the 7H-benzo(c)carbazol did not show AhR activity while their sulfur and oxygen 

analoguous have been shown to be inducers of this biological response. A molecular docking 

test of these molecules with the Ah receptor has been undertaken, however these results could 

be explained by the model. Some biological effects of these compounds have been identified 
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by others studies. The 7H-benzo[c]fluorene, the 11H-Benzo[b]fluorene and the 11H-

Benzo[a]fluorene showed their ability to induce DNA adducts (Koganti et al., 2000) and the 

11H-benzo[b]fluorene, its effects on the development of Danio rerio (Hawliczek et al, 2012;. 

Legler and al., 2011). Regarding the Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene, the 

benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene and the benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene, McFall et al. 

(1983) have shown that these compounds had a low mutagenic activity. However 

Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene has shown its ability to induce DNA adducts (Carmichael 

et al. 1992). Regarding Benzo(b)naphtho(1,2-d)furan, the benzo(b)naphtho(2,1-d)furan, the 

benzo(b)naphtho(2,3-d)furan, the 7H-benzo(c)carbazole and the 11H-Benzo(a)carbazole, no 

study on their toxicities was found. The activities of these compounds allowed to identify the 

2-phenylnaphthalene as an inducer due to its structural similarity to the 11H-Benzo [b] 

fluorene (induction which has been verified; Figure 3). Due to its very similar structure of 

these compounds, 1H-indene, 1- (phenylmethylene) - is probably an inducer of AhR activity 

and contributs to the activity of the fraction 7. However this compound is not commercially 

available and its activity has not been tested until now but it will be in the next study. 

7H-benzo (c)fluorene  

 

REP : N.D 

11H-benzo(a)fluorene 

 

REP : 2.05E-02 

11H-benzo(b)fluorene 

 

REP : 9.74E-02 

Benzo(b)naphtho(1.2-d)furan 
O

 

REP : 2.74E-02 

Benzo(b)naphtho(2.1-d)furan 

O

 

REP : 7.84E-03 

Benzo(b)naphtho(2.3-d)furan 

O

 

REP : 3.92E-02 

Benzo(b)naphtho(1.2-d)thiophene 

S

 

REP : 1.84E-03 

Benzo(b)naphtho(2.1-d)thiophene 

S

 

REP : 7.60E-02 

Benzo(b)naphtho(2.3-d)thiophene 

S

 

REP : 3.76E-02 
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7H-Benzo(c)carbazole 

N
H

 

REP : N.D 

11H-Benzo(a)carbazole 

N
H

 

REP : 9.74E-02 

 

2-phenylnaphthalene 

 

REP : 1.05E-03 

1H-indene. 1-(phenylmethylene)- 

 

Molecule no-tested for its AhR/Activity 

Figure 3: Structure of 7H-benzo(c)fluorene. 11H-benzo(a)fluorene and 11H-benzo(b)fluorene as well 

as their N-.S-.O-heterocyclics homolog identified in this study. Their REPs are also indicated. N.D : 

No determined. The structure of 2-phenylnaphthalene and 1H-indene. 1-(phenylmethylene)- are also 

illustrated to show their similarities (4.3. Identification of AhR-active compounds in a creosote 

contaminated soil).  

The activity of Oxy-PAHs has also been compared to those of the parent compounds. For 

PAHs having no AhR activity, oxidation of these molecules (fluorene and 

cyclopenta(def)phenanthrene) leads to their ability to induce the biological response. However 

active compounds  as 11H-Benzo[a]fluorene, oxidation does not influence the AhR response 

(REP 11H-Benzo [a] fluorene = 2,05E-02; REP 11H- Benzo (a) fluoren-11-one = 1,75E-02). 

Oxy-PAHs can be present in the original mixtures, but also generated by PAH  

biodegradation or oxidation processes (natural or used for soil remediation) (Lundstedt et al., 

2007; Lundstedt et al., 2006; Eriksson et al 2000;. Chibwe et al, 2015). But these molecules 

are more polar than PAHs, making them more soluble in water and more mobile because of 

their lixiviation by the aqueous phase of the soil (Lundstedt, et al., 2007). In addition, these 

compounds showed acute toxicity on various organisms (Bacteria, aquatic invertabre, 

microalgae terrestrial and aquatic plants) as well as oxydative stress, endocrine system 

disruption and cytotoxic effects in mammalian cell systems and mutagenic effect in many 

studies of toxicity (Lundstedt, et al., 2007; Wincent et al, 2015;. Chibwe et al, 2015). This 

raises the issue of environmental risk associated with these molecules and the introduction 

thereof in the environmental diagnostics polluted soil. 

The N-heterocycles were also tested for their AhR activity. While phenanthrene is inactif for 

this activity (Louiz et al., 2008;. Jung et al, 2001), quinolines having the same structure as the 

compound (benzo(h)quinoline and benzo(f)quinoline) are active. These results agree with 

those of Jung et al., (2001) where they showed that the N-heterocycles have AhR activity 

higher or equivalent to their similar PAH structures for PLHC -1 cell line. Fractions 9-15 are 

mainly formed by this type of compounds. The activities of theses fractions, poorly explained 

by the identified and biologically tested molecules in this study, suggest that the observed 
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activities are due mainly to the N-heterocycles present in (Table 3). The N-heterocycles have 

already shown their toxic effects on the microtox© (Hartnik et al., 2007) and on the 

development of fish Danio rerio (Hawliczek et al, 2012 ;. Legler and al., 2011). Just like Oxy-

PAH, these molecules are more polar than their structural analogues PAHs (Jung et al., 2001), 

raising the question of environmental risk associated with these compounds which can easily 

migrate with water and contaminated others media. 

The AhR activities of the fractions 7 and 8 have been explained in majority (49% for fraction 

7 and 65% for fraction 8). These fractions also contain the alkylated forms of PAHs which 

have already shown their ability to induce AhR activity in several studies (Piskorska-

Pliszczynska et al, 1986;. Cheung et al., 1993; Machala et al., 2001b) . It would be interesting 

to biologically test these compounds and to dose them to assess their share of responsibility 

for the observed biological activity. They could explain the rest of the biological activity of 

these fractions and here for, they will be tested for their activity and dosed in fractions to 

know their part in the observe activity. 

4.4. Limitations of the EDA approach 

The main difficulty associated with EDA lies in the confirmation of identified molecules. The 

standard compounds are often expensive or not commercially available. However, the 

confirmation step requires these standards for testing their biological activity and assaying 

them to assess their involvement in the observed biological activity. The second limitation is 

the identification by high resolution mass spectrometry (HRMS) due to the absence of many 

compounds in librarys spectra of molecules (here, the NIST) and the similarity of the mass 

spectra of many molecules that would require the use of spectrometry in tandem or to the  

power n (MS2 or MSn) to better differentiate them. The third limitation is the use of mass 

balance analysis involving the use of REP. It is very useful because it allows to assess the 

responsibility of a compound in the observed activity, but may overestimate or underestimate 

the share of activity attributable to test compounds. Larsson et al., (2014) showed that the 

additive model allows a good prediction of the AhR / EROD activity if the compounds were 

tested in mixtures, but that the prediction was not as good for the compounds taken 

individually. Indeed, the compounds may have different kinetics and different maximum of 

inductions of  AhR / EROD activity (Louiz et al 2008;. Fent, 2001). In addition, the kinetics 

of this activity shows a dose response curve in bell-shaped (Fent, 2001) also observed during 

this work. Thus, the REPs are variables depending on the concentration of the compounds and 

it results in an error in the determination of the TEQ-Chim. It will be interesting to add at the 

confirmation stage, a comparison between the fractions activities and the reconstituted 

mixture of biologically active compounds identified to better estimate the observed AhR 

activity. However, this complicates the confirmation step and extends the effect directed-

analysis which is already time consuming. 

v. Conclusion 

The results of the study allowed to identify some known and unknown Ah receptor ligands 

present in soil contaminated by a complex mixture. The molecules responsible for AhR 

activity are PAHs but also their oxidation product (Oxy-PAH) and N-, O-, S-heterocycles. 

Currently, Oxy-PAH and N-, O-, S-heterocycles are not considered in environmental risks 

assessment whereas the toxicity of some of them have already been highlighted in several 

studies. Some Oxy-PAHs (eg: 9H-fluoren-9-one, cyclopenta (def) phenanthrenone,) have a 

AhR activity whereas their parent PAHs are inactive, raising questions of risk related to the 

PAHs degradation in soil by biological or chemical processes. It is the same for quinolines 
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such as benzo(f)quinoline and benzo(h)quinoline having the same structure as phenanthrene 

and having an AhR activity unlike the latter. Furthermore, these molecules have a higher 

polarity compare to PAHs making them more solubles in water and may them more readily to 

migrate in other environmental compartments as the aquatic environment. These results are 

consistent with incorporation of new molecules in the environmental risks assessment related 

to the contamination of soil by complex organic mixtures such as creosote. 
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2. Article 2 : Identification de ligands AhR présents dans un sol contaminé d'une 

usine de traitement de gaz par une approche d’analyse dirigée par l’effet. 

Synthèse de l’article 2 : L’application de l’EDA sur ce deuxième sol industriel a permis de 

confirmer l’efficacité de l’approche. Tout comme le premier article, une activité AhR a été 

observée dans les mêmes fractions que pour le sol contaminé par de la creosote. Certain 

composés comme les furanes sont en commun entre les deux sols. Cependant d’autres 

inducteurs ont été identifiés, dosés et leurs activités confirmées. Il s’agit du 5H-

Benzo(b)carbazole possédant une activité AhR 10 fois supérieure au benzo(a)pyrène (BaP) et 

de deux HAP lourds, le Dibenzo(a,i)pyrene et le Dibenzo(a,h)pyrene (nombre de cycles égale 

à 6) présentant une activité biologique équivalente au BaP. Au final 19±7% de l’activité 

biologique du sol a pu être expliquée. Certains composés présentant des structures proches 

d’inducteurs connus sont suspectés d’etre présents dans le sol étudié. Il s’agit du 1-

(phenylmethylene)- et du 1,3,3-Triméthyl-1-phenylindane potentiellement présents dans la 

fraction 7 et des composés suivants : le 11H-Indeno(2,1-a)phénanthrène, le 2,2'-

Binaphthalène, le 1H-indène-2-Phénylphénanthrène, le 13H-Dibenzo(a,h)fluoréne et le 8H-

Indéno[2,1-b]phénanthrène potentiellement présents dans la fractions 8. L’ensemble de ces 

composés ont des structures moléculaires très proche du Benzo(a)fluorène, du 

Benzo(b)fluorène et du Benzo(c)fluorène dosés et reconnus comme inducteur de l’activité 

AhR lors de l’étude du sol contaminé par de la créosote. Des investigations supplémentaires 

sont nécessaires afin de confirmer l’activité de ces composés et ainsi mieux expliquer 

l’activité biologique du sol. 
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Abstract 

Although industrial soils are contaminated by complex organic mixtures, the 

environmental risk assessments are still based on limited lists of molecules as the 16 

PAHs from the US-EPA list. In this study, an effect directed-analysis (EDA) was 

performed to identify compounds binding the aryl hydrocarbon receptor (AhR) and 

inducing an Ethoxyresorufin 7-o-deethylase (EROD) activity. 19 ± 7% of the biological 

activity of the soil was explained. It was due to PAH but also to N-, O-, S-heterocycles 

and Oxy-PAHs inducing AhR activity identified in a previous study. This work allowed 

to identify two heavy PAHs (the Dibenzo(ai)pyrene and dibenzo(ah)pyrene) as well as 

the 5H-Benzo(b)carbazole as strong inducers of this biological response. It also 

highlights compounds may have AhR activity due to their structural similarity with 

compounds whose biological activity is recognized. However, these molecules are not 

commercially available and their biological activity couldn’t be confirmed. This study 

also helped to identify methylated PAH and polycyclic aromatic compounds (PAC) 

containing N-heterocycles as probable inducers of AhR response. Finally, these results 

are consistent with the EDA use for identification of biological active compounds in 

industrial polluted soils and the incorporation of new molecules in the environmental 

risks assessment. 
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I.  Introduction 

Soil is a resource with a slow turnover (Haygarth & Ritz, 2009) completing numerous 

ecosystem services (Boyd & Banzhaf, 2007 MEA, 2005; Daily, 1997). However, it suffers 

numerous threats to its functions and its quality (Blum, 2008). Thus, 52 million hectares of 

soil are affected by degradation processes in the European Union. This represents 16% of the 

territory (ESBN, 2008). One of the threats to European soils is the chemical contamination. 

The European Environment Agency estimates that over 2.5 million of potentially 

contaminated sites exist across Europe although only 1.2 million of them have already been 

identified (Panagos et al., 2013). The pollutants presents in majority are : metals and 

metalloids (35%), hydrocarbons (24%), chlorinated hydrocarbons (8%), polycyclic aromatic 

hydrocarbons (10%) and others (11%) (Van Liedekerke et al., 2014). 

The soil contamination diagnostics are achieved through short lists of molecules. However 

soils, whose chemical contamination is organic, are often polluted with complex mixtures that 

may contain hundreds or even thousands of compounds (Cebron et al, 2013;. Andersson & 

Achten, 2015). The environmental risk associated with these contaminated soils is 

consequently underestimated. To identify the contaminants causing biological effects of 

contaminated soil, the use of bioanalysis and EDA seems a promising tool (Brack, 2003). Its 

use in several studies allowed to identify unknown contaminants having toxic effects in soils 

contaminated by complex mixtures (Legler et al, 2011;. Wincent et al, 2015;. Delafoulhouze 

et al, 2015). 

Previously, we applied this approach to a creosote contaminated soil by combining a HPLC 

fractionation to the AhR activity measurement in the PLHC-1 fish cell line and analysis in 

Gas chromatography- Time of Flight (GC-ToF) (Delafoulhouze et al, 2015). In this study, 

several contaminants have been identified and their AhR activity confirmed. Among the 

identified compounds, the following 4 polycyclic aromatic compounds (PAHs): 11H-benzo 

(b) fluorene, 11H-benzo (a) fluorene, the 7H-benzo (b) Fluorene and 2-phenylnaphthalene but 

also polycyclic aromatic compounds (PAC) with N-,O-,S-heterocyclic analogues with the 

same structures were identified. Oxy-PAH and azarenes were also identified and for some of 

them, their AhR activity confirmed. These molecules, with sometimes higher AhR activity to 

their analogs PAHs are more mobile in the environment (Jung et al., 2001; Lundstedt, et al., 

2007) and have shown their potential toxicity in several studies (Lundstedt, et al. 2007; 

Wincent et al, 2015 ;. Chibwe et al, 2015; Hawliczek et al, 2012;.. Legler and al, 2011), 

asking the environmental risk related to these molecules. Moreover, a EDA study on 

undergroundwater of a creosote contaminated site allowed to identify N-heterocycles as the 

most toxic compounds through the Microtox© test (Hartnik et al., 2007). This confirms that 

these compounds are toxic and can migrate to soil towards others environmental 

compartments. However, these compounds were identified only in creosote contaminated 

soils, so whether the compounds identified in the previous study present an environmental 

risk, it is interesting to verify if they are found in soils polluted by an other contamination 

source. 

The purpose of this study is to apply the EDA approach on an industrial soil contaminated 

with a different organic mixture of creosote to identify the compounds responsible for the 

observed AhR activity. This will allow to confirm the effectiveness of the EDA approach 

applied to soils and check if the compounds identified in creosote contaminated soil are 

specific to this mixture or if they are identifiable in soils contaminated by other complex 

organic mixtures. In addition, this will allow to identify other compounds responsible for the 

AhR activity present in a differently contaminated soil. To conduct this study, a soil from a 
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gas processing plant was used and chemical analysis were perform by GC-ToF but also by 

liquid-chromatography coupled to a quadrupole and time of flight (LC-Q/ToF).  

II. Materials and methods 

1. Chemicals and reagants 

All solvents used were at least of HPLC grade quality and were purchased from Atlantic Labo 

(Bruges, France). Methanol (MeOH), n-pentane, n-hexane and acetonitrile (ACN) (HPLC 

grade quality) come from J.T. Baker and dichloromethane (DCM) and isooctane were 

purchased from Atlantic Labo (Bruges, France). Milli-Q grade water was prepared from a 

Milli-Q water purification system using an EDS-PAK filter (Millipore SA, Guyancourt, 

France). Formic acid (99 % purity) contained in 1 mL individual vial was supplied by Atlantic 

Labo (Bruges, France). All the compound standards and the deuterated surrogate standards 

(>98% purity) were obtained from Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France), from CIL 

Cluzeau (Sainte-Foy-La-Grande, France) and from Chiron, provide by BCP Instruments 

(Oullins, France).  

Dimethylsulfoxid (DMSO) (biological reagent grade quality) was provided by Sigma-Aldrich 

(St-Quentin-Fallavier, France). All biological reactifs for cell culture and bioessays were 

provided by Fisher Scientific (Illkirch, France). Ligands of AhR were purchased from Sigma-

Aldrich (St-Quentin-Fallavier, France). Azote and helium were provided by Linde (France). 

2. Site description and sampling 

The study site was a gas processing plant situed in south of France. Soils were taken in Aout 

2014 by shovel and directly sifted at 4 mm. After three days of drying, they were again sifted 

at 2 mm. They were kept at room temperature in amber jars until utilisation. 11 soils were 

sampled and after quick analysis and screening, one of them was kept for effect directed 

analysis. 

3. Soil extraction by pressurized liquid extraction (PLE) 

0,1g dried (dw) soil sample was extracted in duplicate by PLE (ASE 200, Dionex  Voisins le 

Bretonneux, France). Briefly, the soil was placed in 11 mL stainless steel extraction cells and 

the dead volume filled with previously cleaned glass beads. For blank protocole, the 

extraction was done only on beads without matrix. Extraction was performed with a mixture 

of methanol (MeOH)/dichloromethane (DCM) (1/1, v:v) at a temperature of 75°C and a 

pressure of 100 bars. Four cycles of static extraction were done for 5 min and extraction cell 

was purged for 60s with nitrogen. The 25 mL extract volume were concentrated under a 

stream of nitrogen, resulting in a final volume of 1.8 mL in MeOH/DCM (1/1; v:v) for storage 

and kept at -20°C until fractionation. 

4. Fractionation by normale phase-HPLC (NP-HPLC) 

300 µL of soil extract were redissolved in n-hexane  after evaporation to dryness (100%) and 

250 µL were fractionated by NP-HPLC. The 50 µL remaining of the remainder of the 

supernatant n-hexane was evaporated to dryness under a gentle stream of nitrogen and 

reconstituted in DMSO for in vitro bioassay to test its AhR activity before fractionation. The 

HPLC system was composed of a quaternary pump (Agilent Technologies P1200),  a diode 

array detection system (Agilent Technologies P1200) operated from 190 nm to 400 nm, an 
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autosampler (Agilent Technology P1200), a column thermostat (Agilent Technologies P1200) 

and an automatic fraction collector (Agilent Technologies infinity 1260), and equipped with a 

NH2 column (Microsorb NH2 100- 5, 4,6 x 250 mm, Varian®) (Agilent technologies, Les 

Ulis, France) was used. Fractionation was performed at a flow rate of 1 mL/min using n-

pentane, DCM and acetonitrile as mobile phase under the following gradient conditions: 

initial condition of 100% n-pentane for 7 min, followed by a linear gradient to 100% DCM 

within 10 min and held 5 min and then by a linear gradient to 100% acetonitrile within 4 min, 

held for 4 min, followed by a re-equilibration time to the initial conditions (run time of X 

min). The fractions were collected every 2 min from 0 to 40 min, resulting in 20 HPLC 

fractions. The fractions were dried under a gentle stream of nitrogen and redissolved in 250 

µL DCM. For the EROD assay, a 100 µL aliquot was dried and redissolved in 100 µL 

DMSO. 50 µL of each fraction were pooled, also dried and redissolved in 50 µL DMSO to 

compare the activity of the pooled fractions to those of the raw PLE extract and the 

supernatant extract. The rest of each fraction (100µL) was kept in DCM for analysis by gas-

chromatography coupled to quadrupole-time-of-flight mass spectrometry (GC-QTOF-MS). 

Before each fractionation a standard solution of 16 standards with LogP between 3,17 and 

11,24  were injected to check the quality of experiment and any changing in retention times. 

5. Targeted analysis of priority chemicals in soil sample 

Analysis (in triplicat) were carried out on the 16 PAHs of US-EPA list and 26 

polychlorobyphenyls (PCBs) (CB 8, 18, 28, 29, 44, 50, 52, 66, 77, 87, 101, 104, 105, 118, 

126, 128, 138, 153, 170, 180, 187, 188, 195, 201, 206 and 209). PCB were extracted on ASE 

200 System (Dionex, Voisins le Bretonneux, France), purified  and analyzed on an HP 5890 

series II gas chromatograph (Hewlett–Packard, Avondale, MA) coupled to a 63Ni electron 

capture detector (ECD) according the method previously used by Tapie et al., 2011. 

For PAH, the selected soil was extracted by PLE with the following parameters. Extraction 

was performed with dichloromethane at a temperature of 100°C and a pressure of 100 bars. 

Two cycles of static extraction were done for 8 min and extraction cell was purged for 60s 

with nitrogen. Then PAH were purified on alumina and silica microcolumns as previously 

discribe by Guillon et al., (2013). Analysis of soil crude extract (in triplicat) was carried out 

on the 16 US-EPA PAHs, benzo[e]pyrene and dibenzothiophene (Table 1) by gas 

chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS) (Agilent Technologies 6890 GC 

and 5973 MS, Waghaeusel, Germany) (Guillon et al., 2013). Activity contribution of PAHs 

(Chem-TEQ) was also determined by using the REPi (Louiz et al., 2008).. 

6. 7-Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) assay in using PLHC-1 cell line and cell viability 

The PLHC-1 cell line (ATCC , CRL-2406), derived from topminnow (Poeciliopsis Lucida) 

hepatocellular carcinoma, was routinely cultured in Eagle’s Essential Medium (MEM) 

supplemented with 10% foetal bovine serum, 1 mM sodium pyruvate, 1 mM non-essential 

amino acids, 50 U/mL penicillin G and 50 µg/mL streptomycin, under controlled atmosphere 

with 5% CO2 at 30°C. When 90% of confluence was reached, cells were dissociated with 

0.05% (w/v) trypsin EDTA for subculturing and experiments. For experiments, cells were 

seeded in 96-well plates (TPP®, Dominique Dutcher SAS, Brumath, France) at 5.104 

cells/well (100 µL) and allowed to grow for 24h. On test day, cells were exposed in triplicat 

to serial dilutions of BaP (reference ligand), soil extract or fractions for 4h (PAH-like activity) 

before reading by a spectrofluorimeter (Synergy 2 Biotek®, Colmar, France) during 10 min 
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and using the 530/590 wavelenght . In parallele, cellular viability was tested for different 

concentrations of soil extract by using the methyl-thiazol-tetrazolium (MTT) assay, as 

previously described by Laville et al. (2004). 

7. AhR activity analysis, calculation of bio-TEQ, chem-TEQ and use of mass balance analysis. 

Dose–response curves were modelled by using the Regtox 7.5 Microsoft Excel™ macro 

(Vindimian et al., 1983). This macro uses the Hill equation model and allows calculation of 

EC20 (concentrations of test chemical or soil extract that induce 20% of maximal response). 

Bioassay-derived BaP- (BaP-EQ) were determined by dividing the EC20 of the reference 

chemical (BaP expressed in g/L) by that of the soil extract or its HPLC fractions (expressed as 

equivalent gram of dry soil per litre). 

Activity contribution of compounds (Chem-TEQ) was determined using the chemical 

concentrations in soil (Ci) and the relative equivalent potency of tested chemical (REPi) 

obtained by ratio of EC20 of Benzo(a)pyrene (the reference compound) on EC20 of tested 

compound (Louiz et al., 2008). Chem-TEQ is the result of the following equation : chem-TEQ 

= Σ (Ci × REPi). Finally, Chem-TEQ was compared to the toxic-equivalent derived from 

biossays activities (Bio- TEQ) which is the ratio of the EC20 of Benzo(a)pyrene (the 

reference chemicals, in g/L) to that of the sample (or fraction) expressed as equivalent gram 

per liter (g EQ/L). 

8. Chemical analysis of actif fractions by high resolution mass spectrometry (HRMS) 

8.1. Analysis of actif fractions by GC-QTOF-MS 

Analyses are performed by gas chromatography (GC, 7890 Series B, Agilent Technologies, 

Santa Clara, USA) coupled to a hybrid mass spectrometer Q-TOF (Series 7200, Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA). The data acquisition was performed in MS mode and by 

using HP-5MS column ((Agilent technologies, Massy, France) 5 % Phényle- 95 % Méthyle-

siloxane (30 m x 250 μm x 0,25 μm). Fractions were injected pulsed splitless flow at a 

temperature of 280 ° C. The molecules were separated by the following temperature gradient: 

50 ° C for 2 min, 2 ° C.min-1 to 325 ° C, final temperature maintained for 0.5 min. The 

acquisition takes place over a period of 145 min. The compounds were ionized by electron 

impact at 70 eV. The mass range of 50 m / z 500 m / z is scanned at a frequency of 2 GHz. 

Before each analysis, analytical instrument performance (resolution, mass accuracy, and 

sensitivity) were verified using standard compounds (PAHs, control card). If a parameter does 

not meet the unit is recalibrated to adjust the resolution and the masses. 

The chromatographic data are processed with the software MassHunter Qualitative (Agilent 

Technologies). The treatment is only done manually. Peaks in the chromatogram (TIC: total 

ion chromatogram) are analyzed individually. After obtaining the mass spectrum of a peak, 

the background noise is removed using the mass spectrum of TIC baseline. Then the resulting 

spectrum is compared with the NIST11 spectral database. If a molecule is identified, a 

research on ChemSpider and PubChem database is performed to obtain its characteristics and 

check if it is known to have AhR activity. 

8.2. Analysis of actif fractions by LC-QTOF-MS 

The analyzes are performed only on fractions 13 to 16 with HPLC chain (1209 Infinity Series, 

Agilent Technologies, Santa Clara, USA) coupled to a hybrid QTOF mass spectrometer (6540 

Series, Agilent Technologies, Santa Clara, USA). The compounds were separated on a 
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column of silica grafted with an alkyl chain of 18 carbon atoms (Kinetex® C18, 100 x 2.1 

mm, 1.7 microns) (Phenomenex, Agilent Technologies, Les Ulis, France). Elution solvents 

employed are ultrapure MilliQ water filtered on EDS-PAK and acetonitrile. In positive 

ionization mode, formic acid is added to each solvent to 0.1%. 2µl of fractions were injected 

with A flow of 0.3 mL/min where elution started with a mixture of Water/ACN (v:v ; 9:1), 

followed by a linear gradient to 100% of ACN within 45 min and held 2 min and then a re-

equilibration (6 min). The operating conditions for the ESI source were as follows: source 

temperature 300°C, gas flow rate 8 L.min-1, capillary voltage 3000 V, nebulizer gas pressure 

40 psi, sheath gas temperature 400°C, nozzle voltage 1500 V and fragmentor 110 V. The 

instrument was operated in 2 GHz. The data acquisitions were performed using (data-

dependent) auto-MS/MS acquisition mode. In the same run, the most abundant precursor ions 

are selected from a TOF mode scan and then fragmented in MS/MS mode (Q-TOF). MS 

spectra were acquired with a scan range of 70 - 1700 m/z. The most abundant precursor ions 

were isolated in width of ~1.3 amu and fragmented with three fixed collision energies : 10, 20 

and 40 eV. A constant flow of an Agilent TOF reference solution through the reference 

nebulizer allowed the system to continuously correct for any mass drift by using the reference 

mass ion HP-921 [hexakis-(1H,1H,3H-tetrafluoropropoxy)-phosphazine] at m/z 922.009798 

[M+H]+. Before all injection, stability of mass accuracy was checked with an Agilent 

standard solution and the system was re-calibrated if values went above 0.2 ppm error. A 

standard solution containing 36 compounds was injected before the sample to check the 

retention time of compounds and the instrumental sensitivity. 

The data were processed using the MassHunter Qualitative software (version B.05.00, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). A compound screening was performed on the total ion 

chromatogram using the molecular feature extraction (MFE) which is an untargeted feature 

finding algorithm of the software. Only peaks with intensity > 1500 counts were searched. 

The elemental formulae were generated using relative isotopic abundance of mass spectra 

profiles and precursor ion mass. The composition were defined by Generate Formulas 

function of the software. The calculation of most probable molecular formula included the 

common elements C, H, N, O, S, Cl, F, P, score higher than 50 % and a error margin of 5 

ppm. The same procedure was performed on the samples and blanks associated protocols. The 

generated list of molecules detected in the samples and the blanks are then compared via 

MassProfiler software (Agilent Technologies, France). The fragmentation mass spectrum was 

compared to MS/MS spectra include in exhaustive spectral libraries namely Metlin, Forensics 

and MassBank. When no MS/MS spectra were reported, molecular formulas were searched in 

compound database specifically Chemspider 

9. Activity and chemical confirmation of contaminants 

For compounds whose standards are commercially available. The confirmation is carried out 

at three levels by testing standard for its AhR / EROD activity, by injecting HPLC to verify 

that its elution fraction corresponds to that in which it was identified and by dosing it by the 

GC/MS For an active molecule, the REPi was determined as the ratio of EC20 of 

Benzo(a)pyrene on EC20 of tested compound (Table 4). For active compounds, their 

concentrations in the fractions were determined through targeted analysis by GC-MS using 

external calibration and the same parameters than the PAH analysis.  The AhR activity part of 

the compounds in fractions was determine by using Chem-TEQ calculation. 

10. Quality control 

In all assays, each sample or compound was tested at various concentrations in triplicat, 

which always included both negative controls (solvent), positive control (TCDD and BaP) and 

complete dose response for reference chemical (TCDD for modelisation of dose-reponse 
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curve and BaP for determining REPi or Bio-TEQ). A blank protocol following each steps of 

any samples was also tested to check no contamination due to the manipulation. Before each 

experiment, the glassware was washed and pyrolyzed to ensure no cross-contamination takes 

place. 

III. Results  

1. PAH and PCB contents of studied soil 

The study showed a PAHs and PCBs soil contamination. The total concentration of the 16 

PAHs of US-EPA list is 158.9 mg/g dw (Table 1). PAHs having a number of cycles greater 

than or equal to 4 are more represented that the light PAH (lower number of cycles at 4 

cycles). The soil has an AhR activity with a Bio-TEQ = 1232 ± 120 mg EQ-BaP/g dw. By 

applying a mass balance analysis (MBA) from REP provided by Louiz et al. (2007), the AhR 

activity explained by these 16 PAHs is 8 ± 1% (Table 1). 

Figure 1 shows the concentrations of 26 dosed PCBs into the soil. The total PCBs 

concentration was 2278 ± 789 ng/g dw. The main PCBs represented are the PCBs 101 (173 ± 

60 ng/g), the PCB 118 (63 ± 21 ng /g), the PCB 153 (520 ± 155 ng /g), the PCB 138 (447 ± 

156 ng/g), the PCB 187 (169 ± 60 ng/g), the PCB 180 (459 ± 172 ng/g) and the PCB 170 (223 

± 78 ng/g). The main detected PCBs are not known to be inducers of AhR response (Della 

Torre et al., 2013) and were not identified in the biologically active fractions. 

 

Figure 1 : Concentration (ng/g) of 26 PCBs in the studied soil. Analysis were perfomed in 

triplicat (n=3)  

Concentrations of priority PAHs in the soil sample (µg/g dw) and REPs 

Compound Concentration (µg/g of dry soil) REP BaP 4h (louiz and al. 2008) 

Naphtalene 1.3 n.i(a) 

Phenanthrene 12.3 n.i(a) 

Anthracene 4.2 n.i(a) 

Acenaphtylene 0.1 5.56E-03(a) 

Acenaphtene 1.8 n.i(a) 
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Fluorene 1.7 n.i ( 

Fluoranthene 18.5 n.i(a) 

Pyrene 16.2 3.58E−03(a) 

Benzo(a)anthracene 14.4 2.58E−01(a) 

Chrysene 15.5 2.92E−01(a) 

BBF and BKF 27.7 6.94E−01 (BbF) and 2.94 (BkF) (a) 

Benzo(a)pyrene 16.9 n.i  

Indeno(1,2,3-cd)pyrene 12.8 1(a) 

Dibenzo(ah)anthracene 3.5 8.43E−01(a) 

Benzo(g,h,i)perylene 12 3.66(a) 

∑HAP 158.9 
 

Percentage of AhR activity explained by the measured PAHs (%) 

Chem-TEQ (µg EQ-BaP/g dw) 99 

Bio-TEQ (µg EQ-BaP/g dw) 1232±120 

% of AhR activity explained 8±1 

Table 1 : PAH content of the analysed soil (µg/g) and the REPs of Acenaphtylene, Pyrene, 

Benzo(a)anthracene, Chrysene, Benzo(b)fluoranthene, Benzo(k)fluoranthene, 

Benzo(a)pyrene, Indeno(1.2.3-cd)pyrene et Dibenzo(ah)anthracene. Comparaison 

between the experimental AhR-activity (Bio-TEQ) and the theorical activity based on 

additif effects (Chem-TEQ). n.i : non inductor of AhR activity in the range of tested 

concentrations (2 µg/L to 2 mg/l). (a) : compound tested for its AhR in a previous study 

(Louis et al.. 2008). 

2. Fractionation and AhR activity of fractions 

The crude extract was fractionated and tested for its AhR activity. The results of fractionation 

are presented in Figures 2 and 3. Figure 2 shows the evolution of the sample activity during 

the effect-directed analysis. No difference was observed between the crude extract (bio-TEQ 

= 1232 ± 120 µg EQ-BaP / g dw), the supernatant injected into HPLC (bio-TEQ = 1000 ± 53 

µg EQ-BaP/g dw) and the pool of fractions (bio-TEQ = 941 ± 131 µg EQ-BaP/g dw), which 

shows the effectiveness of the fractionation procedure. The AhR activity sum of fractions 

(bio-TEQ = 900 ± 233 µg EQ-BaP/g dw) is equivalent to the biological activity of the pool of 

fractions respecting the additive effects model for the induction of AhR activity. 
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Figure 2 : AhR activities of extract for 4h of PLHC-1 exposure after different steps of 

fractionation. Crude extract : Extract tested for its activity after PLE extraction. 

Supernatant : Extract tested for its activity after solubilisation in hexane and recovery of 

supernatant. Pool of fractions : Activité of global extract after fractionation and pool of 

all fractions. Sum of fractions : sum of fractions activities. Results are expressed as 

µgEQ-BaP/g (mean ± SD. n = 3). 

 

Figure 3 : AhR activities of all fractions after 4h of PLHC-1 exposure. Fractions were 

collected all 2 minutes and the elution follows a  gradient from the less polar solvent 

(pentane) to the more polar solvent (acetonitrile). 

The activity is shared between fractions 7 and 16 with the majority of activity present in 

fractions 8 (Bio-TEQ=470±182 mg EQ-BaP/g of dw), 10 (Bio-TEQ=115 ±12 EQ-BaP mg/g 

dw) and 11 (Bio-TEQ=122±23 µg EQ-BaP/g dw) which totalyzed for 78% of the total AhR 

activity. 

3. Chemical composition  of the active fractions  

The active fractions were analyzed by GC-ToF-MS and the more polar fractions (fraction 13 

to 16) by LC-Q/ToF-MSMS. Analyses in GC-ToF have identified compounds in fractions 7 

to 12. However, no molecule could be identified in the fractions 13 to 16 by this analysis 

technique (Table 2). The fraction 7 and 8 are essentially composed of PAHs and alkylated 

PAH as well as polycyclic aromatic compounds (PAC) containing N-,O-, S-heterocycles 

already identified in a previous study (Delafoulhouze et al, 2015). The fraction 9 contains 

only Oxy-PAHs and a carbazole methylated. For fractions 10 and 11, the identified 

compounds are N-heterocycles (carbazoles and quinolines) and a azaarene (Benzo(a) 

anthracene-7-carbonitrile). 

Analysis by LC-Q/ToF of fractions 13-16 did not allow the identification of specific 

compounds but have allowed the identification of empirical formulas of the present 

compounds. Among these compounds, many of them are composed of carbon, nitrogen and 

hydrogen. By performing research on public databases such as PubChem or ChemSpider 

these empirical formulas are associated only with azaarenes or quinolines (several possible 

structural formulas). 
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4. AhR activity of identified compounds 

Some molecules were tested for their AhR activity through a MBA, the biological activity due 

to these compounds was determined (Table 3). The activity accounted for the entire mixture is 

19 ± 7%. Fractions 8 (26%) and 10 (30%) have activities which are the most explained.  

Only 14% of AhR activity in the fraction 7 could be explained, it is due to molecules 

previously identified in soil contaminated with creosote (Delafoulhouze et al, 2015). Two 

molecules to nearby structures of compounds with AhR confirmed activities, have also been 

identified. There are the 1H-indene, 1- (phenylmethylene) - and 1,3,3-trimethyl-1-

phenylindan (Figure 4). 

In fraction 8, the part of the biological activity due to the identified and assayed molecules 

was only 5% (Table 3). Among the compounds present in fraction 8, 5 heavy PAH (number 

of cycles≥6) have by identified and tested for their AhR activity. Coronene, 

Dibenzo(a,e)pyrene and Dibenzo(a,l)pyrene didn’t have AhR activity. However 

Dibenzo(a,i)pyrene (DBaiP) and Dibenzo(a,h)pyrene (DBahP) induced a AhR response 

(Figure 5) and have a biological activity equivalent to Benzo(a)pyrene (REP DBaiP = 1.36 

and REP DBahP = 0.83). Three other heavy PAHs are also present in this fraction but have 

not been identified. Among the identified molecules are present the 11H-Indeno(2,1-

a)phenanthrene, the 8H-Indeno(2,1b)phenanthrene, the13H-Dibenzo(a,h)fluorene, 2-

Phenylphenanthrene and the 2,2'-Binaphthalene (Figure 3) as well as three of these four S-

heterocycles (Dinaphtho(1,2-b:1',2'-d)thiophene, Dinaphtho(1,2-b:2',3'-d)thiophene, 

Dinaphtho (1,2-b: 2',1'-d)thiophene, Benzo(b)phenanthro(3,2-d)thiophene) having all of them 

a nearby structures of 11H-Benzo(b)fluorene and 11H-Benzo(a)fluorene, molecules whose 

AhR activity has already been confirmed. 

11H-benzo(a)fluorene (fraction 7 et 8) 

  

REP : 2.05E-02 

11H-benzo(b)fluorene (fractions 7 et 8) 

  

REP : 9.74E-02 

11H-Indeno(2,1-a)phenanthrene (fraction 8) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

8H-Indeno[2,1-b]phenanthrene (fraction 8) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

2-Phenylphenanthrene (fraction 8) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

13H-Dibenzo(a,h)fluorene (fraction 8) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 
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1,3,3-Trimethyl-1-phenylindan (fraction 7) 

CH3

CH3

CH3

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

1H-indene, 1-(phenylmethylene)- (fraction 7) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

5H-Benzo(b)carbazole (fraction 10) 

N
H

 

REP : 10 

2,2'-Binaphthalene (fraction 8) 

 

Molecule no-tested for its AhR activity 

Figure 4: Structure of 11H-benzo(a)fluorene and 11H-benzo(b)fluorene as well as others 

PAH identified with silimarity of structures. If compounds could be tested for their AhR 

activity, their REPs are indicated.  
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Table 2 : Compounds identified (and their CAS number) in each active fractions by GC/ToF. Coumpounds in bold have their AhR activity 

known  

Fraction 7 
PAH : Fluorene (86-73-7), Phenanthrene (85-01-8) and alkylated phenanthrenes, Anthracene (120-12-7) and alkylated anthracenes, 4H-

Cyclopenta[def]phenanthrene (203-64-5), Naphthalene, 2-phenyl- (612-94-2), Pyrene (129-00-0) and alkylated pyrenes, Fluoranthene 

(206-44-0) and alkylated fluoranthenes, Pyrene, 4,4-dihydro- (6628-98-4), 7H-Benzo[c]fluorene (205-12-9), 11H-Benzo[b]fluorene (243-

17-4), 11H-Benzo[a]fluorene (238-84-6), 1H-indene, 1-(phenylmethylene)-, Cyclopenta(cd)pyrene (27208-37-3), Cyclopenta(cd)pyrene, 

3,4-dihydro- (25732-74-5), Benzo(c)phenanthrene (195-19-7), 1,3,3-Trimethyl-1-phenylindan (3910-35-8) 

O-Heterocycle(s) : Benzo(b)naphtho(1,2-d)furane (205-39-0), Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane (239-30-5), Benzo(b)naphtho(2,3-d)furane 

(243-42-5), 2H-Phenanthro[9,10-b]pyran (217-67-4), 1-phenyldibenzofuran (63317-69-1), Naphtho(2,1,8,7-klmn)xanthene (191-37-7) 

S-Heterocycle(s) : Dibenzothiophene (132-65-0) and alkylated dibenzothiophene, Phenaleno[1,9-bc]thiophene (79965-99-4), 

Benzo[b]naphtho[2,1-d]thiophene (239-35-0), 

3  no-identified compounds 

Fraction 8 
PAH : Fluoranthene (206-44-0), Pyrene (129-00-0), 7H-Benzo[c]fluorene (205-12-9), 11H-Benzo[b]fluorene (243-17-4), 11H-

Benzo[a]fluorene (238-84-6),Cyclopenta (cd)pyrene (27208-37-3), Benzo(c)phenanthrene (195-19-7), Benz[a]anthracene (56-55-3)and 

alkylated Benz[a]anthracenes, Chrysene (218-01-9) and alkylated chrysenes, Cyclopenta(cd)pyrene, 3,4-dihydro- (25732-74-5), , 

Phenanthrene, 2-phenyl (4325-77-3), Anthracene, 2-phenyl (602-55-1), 2,2’-Binaphthalene (612-78-2), Benzo(b)fluoranthene (205-99-2), 

Benzo(k)fluoranthene (207-08-9), Benzo(j)fluoranthene (205-82-3), Benzo(e)pyrene (192-97-2), Benzo(ghi)fluoranthene (203-12-3), 

Indeno[1,2,3-cd]pyrene (193-39-5), Dibenzo(ah)anthracene (53-70-3), Benzo(ghi)perylene (191-24-2), Benzo(a)pyrene (52-32-8) and 

alkylated benzo(a)pyrene, Perylene(198-55-0), Benzo(b)triphenylene (215-58-7), Benzo(b)chrysene (214-17-5), Indeno(1,2,3-

cd)fluoranthene (193-43-1), 11H-Indeno(2,1-a)phenanthrene (220-97-3), 8H-Indeno(2,1-b)phenanthrene (241-28-1), 13H-

Dibenzo(a,h)fluorene (239-85-0) 

Heavy PAH (6 rings) : Coronene (191-07-1), Dibenzo(a,e)pyrene (192-65-4), Dibenzo(a,i)pyrene (189-55-9), Dibenzo(ah)pyrene (189-64-

0), Dibenzo(al)pyrene (191-30-0) and 3 others unidentified heavy PAHs 

Oxy-PAH : 11H-Benzo[a]fluoren-11-one(479-79-8),  

N-Heterocycle(s) : Benz[c]acridine (225-51-4), Dinaphtho(1,2-b:1’,2’-d)thiophene (207-94-3), Dinaphtho(1,2-b:2’,3’-d)thiophene (239-94-
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1), Dinaphtho(1,2-b:2’,1’-d)thiophene (207-72-5), Benzo(b)phenanthro(3,2-d)thiophene (241-32-7) 

S-Heterocycle(s) : Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene (205-43-6), Benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene (243-46-9), Benzo[b]naphtho[2,1-

d]thiophene (239-35-0) 

4 no-identified compounds 

Fraction 9 
Oxy-PAH : 9H-Fluoren-9-one (486-25-9), 9,10-Anthracenedione (84-65-1), 7H-Benz(de)anthracen-7-one (82-05-3), 5,12-

Naphthacenedione (1090-13-7), Benz(a)anthracene-7,12-dione (2498-66-0), 

N-Heterocycle(s) : 1 Alkylated carbazole 
Fraction 10 N-Heterocycle(s) : Benzo(h)quinoline (230-27-3), 9H-Carbazole-9-methanol (2409-36-1), 4H-Benzo[def]carbazole (203-65-6), 11H-

Benzo(a)carbazole (239-01-0), 5H-Benzo(b)carbazole (243-28-7) 

Fraction 11 N-Heterocycle(s) : 11H-Benzo(a)carbazole (239-01-0), 7H-Benzo(c)carbazole (205-25-4), 

Azaarene : Benzo(a)anthracene-7-carbonitrile (7476-08-6) 

Fraction 12 
Azaarene: Benzo(a)anthracene-7-carbonitrile (7476-08-6) 

Fractions 13-

14-15-16 

Any compound found in GC-ToF 
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Table 3 : Identified compounds having a AhR activity with their calculated REPs (see section 3.4. Characterization of the potential AhR 

activity of some identified compounds). their concentrations in the soil NP-HPLC fractions where they have been identified (in µg/g dw), 

the theorical activity (Chem-TEQ), the experimental activity (Bio-TEQ) and the contribution in AhR activity of the associated fraction. 

Fraction Compounds 
Concentration 

(µg/g of dry soil) 

REP (BaP 

4h) 

Chem-TEQ (µg EQ-

BaP/g of dry soil) 

Bio-TEQ (µg EQ-

BaP/g of dry soil) 
Contribution (%) 

7 

Naphthalene, 2-phenyl- 2.2 1.05E-03 

1.52 

 

10±1 15.2% 

Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane 8.2 7.84E-03 

Benzo(b)naphtho(1,2-d)furane 1.8 2.74E-02 

Benzo(b)naphtho(2,3-d)furane 5.2 3.92E-02 

11H-Benzo(a)Fluorene 10.6 2.05E-02 

11H-Benzo(b)Fluorene + 7H-

Benzo[c]fluorene 
9.7 4.87E-2 

Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene 6.8 7.60E-02 

8 

11H-Benzo(a)Fluorene 1.1 2.05E-02 

21.6 471±182 
5%. 26% if the 16 PAH of US-EPA list are taken into 

account. 

11H-Benzo(b)Fluorene+7H-

Benzo(c)Fluorene 
1.7 0.0487 

11H-benzo(a)fluorenone 4.3 1.75E-02 

Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene 0.5 7.60E-02 

Benzo(c)acridine 3.8 2.20E-03 

Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene 0.6 1.84E-03 

Benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene 2.8 3.76E-02 

Dibenzo(ai)pyrene 14.3 1.36E+00 

Dibenzo(ah)pyrene 2.2 8.30E-01 

9 

9-Fluorenone 0.9 2.40E-04 

0.2 37±3 0.5%  1,2-Benzo(a)anthraquinone 0.8 3.00E-02 

5,12-Naphthacenequinone 15.8 1.05E-02 

10 

Benzo(h)quinoléine 0.3 6.05E-04 

35 116±12 30%  11H-Benzo(a)carbazole 0.2 3.46E-03 

5H-Benzo(b)carbazole 3.4 10 

11 
11H-Benzo(a)carbazole 4.2 0.00346 

0.01 122±23 0.01% 
7H-Benzo(c)carbazole 5 0 
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The fraction 10 contains the 5H-Benzo(b)carbazole, a N-heterocycle with the same structure 

as the 11H-benzo(b)fluorene (Figure 3) and that explains 29% of AhR activity observed for 

this fraction. 

 

Figure 5 : Dose–response for EROD induction by TCDD, Dibenzo(a,i)pyrene and 

Dibenzo(a,h)pyrene after 4h of exposure in the PLHC-1 cell line. Values are means of 

triplicates±SD. 

IV. Discussion 

1. General observation of soil contamination 

The EDA applied to the soil shows that fractionation by normal phase HPLC is effective and 

allows separation of the compounds. This is the second soil on which we practice this 

approach and it allowed in the two studies, the identification of contaminants responsible of 

AhR activity supposing a possible generalization of this analysis technique for identification 

of contaminants of interest.  

The studied soil presents a AhR activity due to a contamination by PAHs and PACs. 16 PAH 

of US-EPA list and molecules recognized as inductors identified in a previous study 

(Delafoulhouze et al, 2015) explain only 19 ± 7% of the observed activity indicating that the 

majority of compounds responsible for AhR activity were not confirmed. The activity is 

predominantly in fractions 8, 10 and 11 which are responsible for 78% of the observed 

effects, the molecules of interest are to be found in these three fractions. 

A PCBs contamination was observed in the soil of this gas treatment plant. However PCBs 

were not found in the active fractions meaning their eluting is located in the fractions not 

having biological activity. The measured PCBs are not inducers of AhR activity (Della Torre 

et al., 2013) and can not be identified by the employed approach here. Generally, PCBs are 

contaminants in soils at low concentrations (Vane et al, 2014;.. Melnik et al, 2015) where they 

are present in the scale of ng/g against the µg/g scale for PAHs. In addition, only the PCB126 

shows a strong induction of AhR response while the other PCBs are weak inducers (Della 
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Torre et al., 2013). These compounds should be extracted on larger amounts of soil and 

purifications realized to detect the inducers PCB of AhR response. However, this does lose 

the interest of EDA approach and the search for compounds in unknown. 

Finally, it should be noted that the compounds identified as inducers of AhR activity in a 

contaminated soil by creosote (Delafoulhouze et al, 2015) were also found in the soil 

contaminated by a petroleum mixture of different origin (gas treatment plant). This means that 

these contaminants are present in soil contaminated with different kinds of mixtures and 

enhances the interest to follow these compounds during the environmental risk assessment. 

2. Possible compounds responsible for the AhR activity observed 

To explain the observed AhR activity in fraction 8, several compounds are candidates. Indeed 

many compounds with similar structures to 11H-Benzo(a)fluorene and 11H-Benzo(b)fluorene 

(inducers of AhR activity) were identified as the 11H-Indeno(2,1-a)phenanthrene, the 8H-

indeno(2,1b)phenanthrene, the13H-Dibenzo(a,h)fluorene, 2-Phenylphenanthrene, the 2,2'-

binaphthalen (Figure 3), the Dinaphtho(1,2-b:1',2'-d)thiophene, the Dinaphtho(1,2-b:2',3'-

d)thiophene, the Dinaphtho(1,2-b:2',1'-d)thiophene and the Benzo(b)phenanthro(3,2-

d)thiophene. These compounds have never been studied for their toxicity or for their AhR 

activity. Moreover, standards are not marketed, which makes the study of these compounds 

tedious. Other candidates to explain the activity of this fraction are the methylated forms of 

inducers PAH such as chrysene, benzo(a)anthracene and benzo(a)pyrene that have also been 

identified. The methylated forms of benzo(a)pyrene and benzo(a)anthracenes have never been 

studied for their AhR activity however the methylated forms of chrysene have already shown 

their potential induction of this biological response in rats (Cheung et al., 1993). Therefore, 

these compounds are interesting to study to verify their AhR activity and their presence in 

soils polluted by organic mixtures because they may pose an environmental risk.  

 As regards the fractions 9, 10 and 11,  the 9H-Carbazole-9-methanol, the 4H-Benzo [def] 

carbazole, the methylated carbazoles and Benzo(a)anthracene-7-carbonitrile should be tested 

biologically. Indeed, these are the only compounds identified by GC-ToF in these fractions 

that have not been tested for their AhR activity and they could explain the remainder of the 

observed activity. These compounds have also been little studied, only the 9H-Carbazole-9-

methanol and the methylated forms of carbazole have already shown their mutagenic potential 

in a study (Lavoie et al., 1982). Given that the nitrogen form of 11H-benzo(b)fluorene has a 

higher activity than the same PAH structure (Figure 5); that in a previous study we showed 

that quinolines of the same structure as phenanthrene showed a AhR activity unlike the latter 

and carbazole and its methylated forms have previously implicated as probable inductors 

(Delafoulhouze et al, 2015) ; it is possible that all of these compounds are strong inducers of 

AhR activity and responsible for all of the observed activity. 

3. Limitations of the approach 

In a previous study, we have already discussed the limitations associated with the REP use 

and EDA approach (Delafoulhouze et al, 2015). Again, the main problem comes from the 

purchase of identified compounds. The majority of them are not sold and have not been 

tested. The activity of these compounds remains a guess based on their structural similarity to 

known inducers. However as attested by 11H-benzo (b) fluorene (REP = 9,74E-2) and the 

5H-Benzo (b) carbazole (REP = 10), structural changes can significantly alter the activity of 

the test compounds. Therefore, it is possible that these inductors can present a strong AhR 

activity. Finally, although the analysis LC-Q/ToF have not identified specific molecular 

structures but these analyzes can be complementary with the analyzes in GC/ToF. 
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V. Conclusion and perspective 

The results of the study allowed to identify some known and unknown Ah receptor ligands 

present in soil contaminated by a complex mixture. The molecules responsible for AhR 

activity are PAHs but also their oxidation product (Oxy-PAH) and N-,O-,S-heterocycles.  

Heavy PAHs as the Dibenzo(ai)pyrene and the Dibenzo(ah)pyrene have shown a high 

potential for the AhR activity induction. Some compounds with similar structures to AhR 

inductors were identified but not tested for their activity. A future study will be to test these 

compounds and check their AhR activity to compare them. These results are consistent with 

incorporation of heavy PAHs in the environmental risks assessment of contaminated sites and 

more generally to an enlargement of compounds list for the environmental risk assessment of 

soils. 
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3. Application 3 : Analyse dirigée par l’effet d’une boue de station d’épuration : boue 

pouvant servir comme amendement sur les sols industriels pollués. 

La méthode d’analyse dirigée par l’effet a également été testée pour une boue de station 

d’épuration afin de vérifier si la méthode est applicable à des matrices très riches en matière 

organique et savoir si ces boues peuvent être utilisées comme amendement sur les sols pollués 

afin de recréer un environnement favorable à la microfaune. 

La boue a été testée pour son activité œstrogénique et son activation du récepteur Ah 

impliquant l’activité EROD. Les résultats sont présentés ci-dessous. 

1. Activité biologique de l’extrait brut et des différentes fractions 

1.1. Activité œstrogénique 

L’extrait de boue n’a pas présenté lors du test sur l’extrait brut d’activité œstrogènique. 

Cependant après le passage de l’extrait dans l’hexane où la matière organique précipite, une 

activité œstrogènique a pu être observée (Figure 56). L’activité de l’extrait après passage dans 

l’hexane est de 26±10 ng EQ-E2/g de boue sèche suivie d’une diminution de l’activité suite 

au fractionnement mais non significative (activité œstrogènique du pool = 20±5 ng EQ-E2/g 

de boue séche). En comparant le pool et la somme des fractions, aucune différence 

significative n’est observée ce qui signifie que l’activité oestrogénique est additive. Suite au 

fractionnement, l’activité oestrogénique de la boue se repartit entre les fractions 15 et 16. 

 
Figure 56 : Activité œstrogénique de la boue issue de la station d’épuration Louis Fargues 

après les différentes étapes de l’analyse dirigée par l’effet ainsi que celle des fractions 

associées à l’échantillon (n=3). Les données sont exprimées en ng-equivalent œstradiol par 

gramme de boue séche (ng EQ-E2/g de boue séche). 

L’ɶstrone (n° CAS : 53-16-7) et l’ɶstradiol (n° CAS : 50-28-2) sont tout deux des ligands 

naturels au récepteur des œstrogènes (ER) qui sont élués dans les fractions 15 et 16 

respectivement lors d’un fractionnement en phase normale (annexe 1). C’est pourquoi ces 

deux molécules ont été dosées par chromatographie en phase liquide afin de déterminer leur 

concentration dans ces fractions et l’activité œstrogèniques due à ces composés. 

 

 

https://tools.wmflabs.org/magnustools/cas.php?cas=53-16-7&language=fr&title=Estrone
https://tools.wmflabs.org/magnustools/cas.php?cas=50-28-2&language=fr&title=Estradiol
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Tableau 42 : Concentration en ɶstrone et œstradiol des fractions 15 et 16 de la boue Louis 

Fargue et pourcentage d’activité expliqué par ces composés. n=3 

Composé Fraction TEF Concentration 
(ng/g de boue 

séche) 

TEQ-chim (ng EQ-
E2/g de boue 

séche) 

TEQ-bio (ng EQ-
E2/g de boue 

séche) 

% d’activité 
expliquée 

Œstrone 15 0,2 63 12,6 10±2 100±3,7 
Œstradiol 16 1 4 4 5±1 80±23 

L’œstradiol  et l’estrone expliquent l’ensemble de l’activité des fractions 15 et 16. 

1.2. Activité AhR 

La boue présente une activité AhR uniquement après 4h d’exposition (Figure 57). Le signal 

disparait après 24h d’exposition signifiant que l’ensemble des inducteurs présents dans les 

fractions sont rapidement métabolisés par les cellules. L’activité de l’extrait brut est de 75±12 

µg EQ-BaP/g de boue séche, celle du surnageant injecté en HPLC est de 64±11 µg EQ-BaP/g 

de boue séche et celle du pool de 30±7 µg EQ-BaP/g de boue séche. Ces valeurs signifient 

que le processus de fractionnement est à l’origine d’une perte de l’activité de moitié. Etant 

donné que la somme des activités des fractions (TEQ-bio = 25±1 µg EQ-BaP/g de boue 

séche) est équivalente à celle du pool des fractions, cette perte d’activité est due à la perte de 

composés et non à des effets de synergie entre les composés. Ces résultats sont cohérents avec 

les résultats obtenus pour l’activité AhR pour les sols et le respect de l’additivité des effets 

pour cette activité biologique. En comparant l’activité de l’extrait brut de la boue (TEQ-bio = 

75±12 µg EQ-BaP/g de boue séche) à celles des deux sols étudiés (TEQ-biosol P9= 1688 ± 140 

µg EQ-BaP / g de sol sec ; TEQ-biosol 168 = 1232 ± 120 µg EQ-BaP / g de sol sec), cette 

dernière est bien inférieure. 

 
Figure 57 : Activité AhR après 4h d’exposition des cellules PLHC-1. A : répartition de 

l’activité entre les fractions. B : activité de l’extrait à différentes étapes du traitement de 

l’échantillon. n=3 

Suite au fractionnement, l’activité AhR est répartie de la fraction 7 à la fraction 12 et de la 

fraction 14 à la fraction 16.  

Afin de déterminer la part de l’activité due aux HAP, une analyse des HAP a été réalisée sur 

cette boue. Les résultats sont présentés Tableau 43. En comparant ces résultats à la 

A B 
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réglementation (voir Tableau 12, p57), les concentrations des 3 trois HAP suivis sont bien 

inférieures à la réglementation permettant leur épandage. En effet, pour être épandues les 

boues doivent avoir une concentration inférieure en fluoranthène de 5 µg/g de boue séche, en 

benzo(b)fluoranthène de 2,5 µg/g de boue séche et en benzo(a)pyrène de 2 µg/g de boue 

séche. Pour cette boue les concentrations en HAP sont toutes inférieures à 1 µg/g ce qui 

permet leur épandage. 

Tableau 43 : Composition en HAP de la boue Louis Fargues (en ng/g de boue sèche). Le 

prélèvement a été réalisé en juin 2014. 

Composé Concentrations en (ng/g de boue 
séche) 

TEF basé sur le 
Benzo(a)pyrène 

Acénapthène 72 0 

Acénaphtylène 17 5,56E-03 

Anthracène 68 0 

Benz(a)anthracène 478 2,58E-01 

Benzo (a) Pyrène 406 1 

Benzo (b+j+k) 
Fluoranthène 

372 1.82 

Benzo (g, h, i) Pérylène 270 0 

Chrysène + triphénylène 484 2,92E-01 

Fluoranthène 656 0 

Fluorène 95 1,44E-02 

Indéno (1, 2, 3-cd) Pyrène 267 8,43E-01 

Naphtalène 14 0 

Phénanthrène 542 0 

Pyrène 609 3,58E-03 
Activité AhR expliquée par les HAP 

TEQ-chim (ng EQ-BaP/g de boue séche) 2300 

TEQ-bio (ng EQ-BaP/g de boue séche) 75000±12000 

% de l’activité AhR expliquée 3±0.5 

L’activité biologique expliquée par les HAP dosés reste très faible. Elle est de 3%. 

2. Analyses non ciblées en GC-(Q)/ToF et LC-Q/ToF 

Pour identifier les composés pouvant être à l’origine de l’activité AhR de cette boue, les 

fractions actives ont été analysées par GC/ToF et LC-Q/ToF. L’identification de composés 

candidats pour les activités biologiques étudiées reste très compliquée pour ce type de 

matrices du fait de la présence de nombreuses molécules biologiques et plus particulièrement 

la présence de nombreux stérols dans l’ensemble des fractions étudiées (Figure 58). Les 

analyses LC-Q/ToF ont également montré la complexité de ces fractions du fait de la présence 

de molécules biologiques telles que des stérols, des acides gras, des acides aminés et des 

vitamines (et leurs dérivés). 
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Figure 58 : Superposition des profils chromatographiques de l’ensemble des fractions actives 

pour l’activité ɶstrogénique et AhR (fractions 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 15 et 16). L’ensemble 

des stérols sont élués en fin de chromatographie entre 106 et 120 minutes. Les autres 

composés représentés sont des composés possédants des chaines carbonées (acides gras, 

alcool…). 

Certains composés ont tout de même été testés pour leur activité AhR du fait de leur 

identification en GC-Q/ToF dans les fractions 8 et 9. Il s’agit du galaxolide (n° CAS : 1222-

05-5) et de la tonalide (n° CAS : 1506-02-1) qui sont tous deux des muscs de synthèse 

(trouvés dans la fraction 8) ainsi que le 6-methylindole (n°CAS : 3420-02-8) retrouvé dans la 

fraction 9, cependant l’ensemble de ces composés n’ont pas été inducteurs de cette réponse 

biologique. 

3. Conclusion de l’utilisation de la demarche sur la boue de station d’épuration 

La boue de station d’épuration possède une activité œstrogénique ainsi qu’une activité AhR. 

Pour l’activité œstrogénique, elle est cohérente avec les activités mesurées par Vega-Morales 

et son équipe (Vega-Morales et al., 2013) où elles variaient de 8,6 à 238,8 ng EQ-E2/g. 

Cependant, il est important de noter que l’extraction complète qui englobe la matière 

organique n’a pas montré d’activité œstrogènique (Figure 57). Il est reconnu que ce type de 

composés interagisse avec la matière organique ce qui les rend non biodisponibles. Une 

cytotoxicité pourrrait etre envisagée cependant l’activité des cellules exposées à l’extrait brut 

présentent une activité basal équivalente aux cellules témoins quelque soit la concentration en 

extrait brut. Si une cytotoxicité se produisait, un effet dose-réponse s’observerait avec une 

diminution de l’activité basale aux plus fortes concentrations en extrait brut. A partir de cette 

observation, la question de la pertinence des analyses chimique de ce type de composés après 

purification se pose. En effet, ces résultats tendent à montrer que ces composés sont non-

biodisponibles et ne présentent pas de risques pour les organismes en contact avec cette 

matrice. Des investigations complémentaires seraient à réaliser afin de statuer sur cette 

question. Du fait de ce résultat pour cette activité biologique, les fractions des deux sols 

étudiés dans cette étude ont aussi été analysées. Tout comme les extraits bruts des deux sols, 

elles n’ont pas présenté d’activité œstrogènique. 

Pour l’activité AhR, les HAP mesurés n’expliquent que 3% de l’activité biologique observée 

et aucun composé identifié ne permet d’expliquer l’activité observée. Or il existe des ligands 
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endogènes au récepteur Ah et qui induisent une activité des cytochromes P450 de type 1 

comme les métabolites du tryptophane, des molécules contenant des indoles, les 

phényléthylamines, les tétrapyrroles (comme la bilirubine et la biliverdine), des stérols 

(comme le 7-Ketocholestérol) et des métabolites d’acides gras (ex : prostaglandines) (Nebert 

et al., 2008). Les fractions étudiées sont très riches en stérols, l’activité AhR observée pourrait 

donc être due à ces composés biologiques. 

4. Conclusion de l’application de l’EDA sur des matrices solides 

Cette étude a permis de confirmer l’applicabilité de l’EDA sur les matrices solides 

contaminées par des mélanges organiques complexes. Pour l’ensemble des trois matrices 

étudiées, les résultats montrent une répétabilité de méthode et son efficacité pour identifier 

des contaminants inconnus ou peu étudiés. Parmi les composés identifiés, 46 ont été testés 

pour leur activité biologique. Parmi ces composés, 24 se sont révélés actifs pour induire 

l’activité AhR (Annexe 2). 

Ces résultats montrent que les 16 HAP de la liste de l’US-EPA ne sont responsables que 

d’une faible proportion de l’activité biologique observée qui est donc due à des composés non 

analysés lors des diagnostics environnementaux des sites pollués. Parmi les composés 

identifiés se trouvent : 

 Des HAP (autres que les 16 de la liste de l’US-EPA) 

 Des composés aromatiques polycycliques comportant des hétérocycles soufrés, azotés 

et oxygénés 

 Des produits de dégradation de HAP : Les HAP oxydés 

Pour les deux sites d’étude, les mêmes composés inducteurs d’une réponse AhR ont été 

identifiés signifiant que ces composés pourraient se trouver de facon ubiquiste sur les sites 

contaminés par des mélanges complexes. Cependant des études sur d’autres sites sont 

nécessaires afin de confirmer cela. 

Ces résultats soulèvent la question du risque environnemental lié aux produits d’oxydation 

des HAP et aux N-hétérocycles qui peuvent présenter une activité AhR contrairement aux 

HAP possédant la même structure. Ces molécules étant plus mobiles dans le sol, elles peuvent 

migrer vers d’autres compartiments tel le milieu aquatique et être à l’origine de propagation 

de la contamination. 

Toutefois, l’ensemble de l’activité biologique des matrices n’a pas pu être entièrement 

expliqué du fait de la complexité des mélanges étudiés et plus particulièrement de la 

limitation de l’étape de confirmation due à l’absence ou au prix des composés purs sur le 

marché (Annexe 4). 

De manière plus générale, ces travaux ont permis d’identifier des contaminants sur lesquels il 

faudra réaliser des études toxicologiques afin de statuer sur l’ensemble de leurs effets 

toxiques. Cette démarche est un premier pas dans l’amélioration des diagnostics et de 

l’évaluation du risque environnemental liés aux sols pollués. 
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Dans cette discussion, les différents éléments abordés concernent les approches employées et 

les limitations concernant les différentes étapes de l’EDA ainsi qu’une discussion sur les 

molécules identifiées lors de ce travail. Cette discussion inclut les différentes perspectives 

possibles pour améliorer la démarche ainsi que des pistes de travail afin d’aller vers une 

meilleure analyse du risque chimique associé aux sols pollués. 

I. L’EDA et ses différentes étapes 

La démarche développée dans cette thèse a montré son potentiel dans l’identification de 

contaminants présents dans les sols industriels. Cependant comme toute analyse, elle présente 

des points forts et des faiblesses dont il faut avoir conscience ainsi que des pistes 

d’amélioration afin de l’appliquer aux sols pollués. 

1. L’extraction des composés : Vers une prise en compte de la bioaccessibilité ? 

L’extraction est une étape clef de toute analyse chimique, elle l’est encore plus en EDA du 

fait du travail cherchant à mettre en évidence des composés inconnus. Elle doit être complète 

afin d’extraire un maximum de composés. Cependant, ce type d’extraction peut être remis en 

question du fait de la disponibilité des contaminants des sols. La disponibilité des 

contaminants correspond au fait que le contaminant puisse entrer en interaction avec les êtres 

vivants (bactéries, animaux ou végétaux), pénétrer dans les organismes afin d’atteindre les 

cibles biologiques et entrainer notamment des effets délétères. Cette notion englobe la 

bioaccessibilité et la biodisponibilité (Figure 60). Cependant, une fois dans le sol, les 

contaminants entrent en interaction avec les différentes phases du sol (phase gazeuse, liquide 

et solide) ce qui va entrainer leur piégeage et une diminution de la biodisponibilité des 

contaminants au cours du temps (Figure 59). Il en découle une surestimation du risque basée 

sur les analyses chimiques du fait de l’extraction complète des contaminants qu’ils soient 

disponibles ou non. Il en est de même pour l’EDA où l’extraction forte permet en effet 

d’accéder à une large gamme de contaminants présents dans les sols étudiés mais qui inclut 

également l’analyse de composés n’étant pas forcement biodisponibles. Une piste 

d’amélioration dans l’utilisation de l’EDA est l’utilisation d’une extraction plus « douce » afin 

d’accéder uniquement aux contaminants biodisponibles. Cui et al., (2013) ainsi que Cachada 

et al., (2014) ont fait un bilan des méthodes d’extraction afin d’analyser uniquement les 

contaminants biodisponibles. Parmi les méthodes employées, les plus connues sont les 

extractions douces par solvant (Kelsey et al., 1997; Liste et Alexander, 2002), par 

cyclodextrines (Reid et al., 2000 ;Cuypers et al., 2002) ou par des extractions Tenax 

(Cornelissen et al., 1997; Cornelissen et al., 2001 ;Xu et al., 2008). Des méthodes impliquant 

également des échantillonneurs passifs ont également été développées comme les dispositifs à 

membranes semi-perméables (DMSP), le dispositif utilisant du polyéthylène (DPE), 

l’échantillonneur utilisant du Polyoxyméthylène (POM) ou encore l’utilisation de micro-films 

tel que l’éthylène vinyl acetate (EVA). Enfin une dernière méthode est l’utilisation de la 

microextraction en phase solide (SPME). 

Cependant les mesures de biodisponibilité sont encore à l’étude et nécessitent de travailler sur 

des composés spécifiques (comme les 16 HAP de la liste de l’US-EPA) afin de comparer les 

résultats avec des bioessais et de confirmer l’efficacité des méthodes dans l’évaluation de la 

biodisponibilité des contaminants (Cui et al., 2013). Malgré tout, une des perspectives de 

travail serait d’étudier le couplage de ces différents types d’extraction ou d’échantillonnage 

avec une analyse EDA afin de prendre en compte uniquement les contaminants biodisponibles 

et ainsi évaluer au mieux le risque environnemental lié à la contamination chimique des sols. 
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Figure 59 : En haut, diagramme 

représentant l’évolution de la 

biodisponibilité des contaminants au cours 

du temps. 

A gauche, modèle conceptuel du sol incluant 

6 perspectives (de 2 mm aux interactions 

moléculaires) et leur contribution à la 

structure du sol. Les différents 

compartiments au niveau particulaire (en bas 

à gauche) incluent la phase minérale, 

différentes formes de matière organique, des 

résidus de carbone comme de la suie et de la 

phase liquide non-aqueuse (PLNA). Les 

lettres indiquent les différentes interactions 

possibles entre les contaminants  et les 

différents compartiments du niveau 

particulaire : A = Solubilisation dans la 

phase aqueuse; B = Adsorption sur ou dans 

la matière organique dissoute ; C = 

Adsorption à la surface de la matière 

organique ; D = Adsorption sur les matière 

minérale ; E = Adsorption dans la matière 

organique dense ; F = Adsorption sur du 

carbone d’origine anthropique incluant la 

PLNA ;G = Adsorption sur la suie ou des 

structures de carbone similaire et H = 

piégeage dans des micro pores. 

Sources : Bergknut. (2006) et Riding et al. 

(2013) 
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Figure 60 : Représentation de la bioaccessibilité et de la biodisponibilité des contaminants 

présents dans le sol. Cette Figure est adaptée des travaux de Riding et al. (2013) et de Semple 

et al. (2007) 

2. Le fractionnement  

Le fractionnement employé dans cette étude a montré son efficacité en permettant une 

séparation suffisante des contaminants en fonction de leur polarité et en limitant la perte des 

composés lors de cette étape de traitement des échantillons. Les sols étudiés sont 

essentiellement composés de HAP qui éluent dans les fractions 7 et 8, ce qui complexifie 

l’identification des composés biologiquement actifs dans ces deux fractions. Il serait 

envisageable de rajouter une étape de fractionnement pour ces deux fractions grâce à des 

critères d’aromaticité séparant les composés en fonction de leur nombre de cycles 

benzèniques comme cela a déjà été employé dans une étude EDA (Sundberg et al., 2006). De 

plus, le fractionnement en EDA tend également vers une automatisation et une multiplication 

des fractions simplifiant ainsi la démarche et le travail sur l’identification 

3. Les bioessais : Limites et avantages 

L’utilisation des bioessais est l’élément qui conditionne les composés qui vont être identifiés. 

En effet, l’extraction peut être la plus exhaustive possible et le processus de fractionnement le 

moins à l’origine de perte, seuls les bioessais permettent d’identifier les composés 

responsables d’activités biologiques spécifiques. Si les bioessais employés ne sont pas en 

adéquation avec le type de contamination de la matrice étudiée, l’EDA ne permettra pas 

l’identification de molécules et perd ainsi tout son intérêt. Malgré tout, l’utilisation de 

bioessais impliquant des réponses biologiques spécifiques est nécessaire afin de simplifier 

l’identification de composés inconnus car l’utilisation de bioessais impliquant des organismes 

complets complexifie l’identification des composés toxiques du fait de la non-spécificité de 

mécanismes d’action. De plus l’utilisation d’organismes complets impliquent comme cela été 

abordé dans le matériel et méthode (3.1. les outils in vivo, p78) une logistique plus 

importante. Le bioessais impliquant le récepteur Ah ainsi que la mesure de l’activité EROD 

est dans ces cas d’études intéressant vu le type de contamination des sites. Cependant, 
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l’utilisation d’un panel de bioessais serait pertinent afin d’identifier un ensemble de composés 

actifs selon plusieurs mode d’action. Un bioessai intéressant à appliquer sur les sites étudiés 

serait celui impliquant le suppresseur de tumeur P53. Le P53 joue un rôle important dans le 

cycle cellulaire et dans la réparation des dommages à l’ADN (El-Deire et al., 1992 ; Levine, 

1997 ; Nakayama, 2004). Ohno et son équipe (Ohno et al., 2005, 2008) ont développé une test 

cellulaire impliquant le gène de la luciférase sous le contrôle du promoteur du gène p53R2 

dans la lignée cellulaire MCF-7. Ce bioessais, peut être utilisés, avec ou sans S9 (ensemble 

enzymatique hépatique) et permet d’identifier les composés génotoxiques avec ou sans 

métabolisation. Ce test a montré une très bonne sensibilité et spécificité dans l’identification 

de composés génotoxiques et cancérigènes chez l’humain. 

L’utilisation de trois bioessais incluant le test AhR, le P53 ainsi qu’un test de toxicité aigüe 

comme le microtox serait une base dans l’identification de composés à activité biologique. En 

comparant les profils d’activité biologiques des fractions entre ces trois bioessais, il serait 

possible de vérifier l’adéquation de l’ensemble des activités biologiques observées et ainsi 

identifier l’ensemble des contaminants pouvant présenter un risque pour l’environnement. 

L’idéal étant tout de même de pouvoir réaliser le maximum de bioessais afin d’identifier 

l’emsemble des composés pourvant présenter un risque environnemant et sanitaire. 

4. L’identification de composés : une analyse complexe 

L’identification des composés candidats pour expliquer l’activité biologique reste l’étape la 

plus complexe de l’EDA. Elle nécessite de mettre en place plusieurs stratégies afin 

d’identifier des composés actifs et de réaliser une étude intégrée des résultats. Pour cela, il est 

important : 

 D’étudier les profils de fractionnement des sols, des chromatogrammes des fractions et 

de les comparer les uns par rapport aux autres. 

Exemple de la cyclopenta(def)phénanthrènone :  

L’identification de la cyclopenta(def)phénanthrènone a pu être réalisée en étudiant le profil de 

l’activité biologique des fractions du sol P9. En effet, en étudiant ce profil, une décroissance 

de l’activité AhR a été observée entre les fractions 9 et 12 (Figure 61). En superposant les 

profils chromatographiques de ces fractions, un pic est en commun entre elles avec une 

atténuation du signal. Il s’agit du signal de la cyclopenta(def)phenanthrenone (Figure 62). Ces 

résultats ont pu être confirmés par l’injection de cette molécule en HPLC et l’observation 

d’une traine suivant le pic d’élution de cette molécules et le dosage de cette molécules par 

GC/MS (Article 1 : Application of effect-directed analysis to identify organic pollutants in 

industrial soil polluted by creosote). Bien que cet effet de traine ne soit pas explicable et que 

cette molécule n’explique pas l’ensemble des activités des fractions où elle a été identifiée, la 

traine a permis de l’identifier comme inducteur de la réponse AhR. 



181 

 

 
Figure 61 : profil d’activité  AhR des fractions du sol P9. La flèche en rouge correspond à la 

décroissance progressive de l’activité AhR observée entre les fractions. 

 
Figure 62 : Superposition des chromatogrammes des fractions 9-12. Ces fractions ont un 

composé en commun qui est la cyclopenta(def)phenanthrenone. 

Comparaison des profils de sols : 

En comparant les profils de fractionnement des deux sols, les fractions 7 et 9 du sol P9 sont 

relativement plus actives que celles du sol 168 par rapport à la fraction 8 qui est la plus active 

(Figure 63). En étudiant, les chromatogrammes de la fraction 7 des deux sols (Figure 64), la 

différence d’activité s’explique majoritairement par une différence qualitative (avec la 

présence de plus de composés dans la fraction 7 du sol P9) que par une différence quantitative 

(signaux de même intensité). Ce qui est confirmé avec le dosage des HAP où les HAP 

inducteurs sont à des concentrations équivalente entre les deux sol. Par exemple, la 

concentration en benzo(a)pyrène est de 16,9 µg/g de sol sec dans le sol 168 et de 9,2 µg/g de 

sol sec dans le sol P9. Il est à noter que dans la figure 63, une saturation de signal est 

observable pour le phénanthrène, le pyrène et le fluoranthène pour le sol P9 du fait des fortes 

concentrations de ces composés dans la créosote. 
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Figure 63 : Profil de l’activité AhR des fractions des deux sols étudiés lors de ces travaux. 

Encadrés en rouge, les fractions 7 des deux sols avec une différence d’activité de cette 

fraction entre les deux sols. De même, la fraction 9 (encadrée en vert) du sol P9 est 

relativement très active comparée à celle du sol 168. 

Alors qu’en comparant les fractions 9 des deux sols, ce sont majoritairement les mêmes 

molécules qui sont représentées (Figure 65). La différence réside dans la quantité de 

composés présents. En effet, l’intensité du signal est de 10
7
 pour le sol P9 et de 10

5
 pour le sol 

168. Etant donné que l’analyse EDA de ces sols a été réalisée sur 0,1g du sol P9 et 0,5g sur le 

sol 168, ceci indique que les oxy-HAP présents dans cette fraction sont moins abondants dans 

le sol 168 que dans le sol P9, et que la différence d’activité biologique peut s’expliquer par 

une différence de concentrations des composés présents plutôt que par une différence 

qualitative (présence de molécules différentes). 
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Figure 64 : Comparaison des chromatogrammes des fractions 7 des deux sols étudiés (P9 et 

168). Encadré en rouge, l’échelle d’intensité du signal qui est de 10
7
 et de 10

8
 pour le sol P9 et 

168 respectivement. Les signaux correspondant au phénanthrène, à l’anthracène au 

fluoranthène et au pyrène (composants principaux de la créosote) sont indiqués. 

 

 
Figure 65 : Comparaison des chromatogrammes des fractions 9 des deux sols étudiés (P9 et 

168). Encadré en rouge, l’échelle d’intensité du signal qui est de 10
7
 et de 10

5
 pour le sol P9 et 

168 respectivement. Les molécules correspondant aux signaux les plus intenses sont 

également représentées. 

P9 

168 

P9 

168 
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 D’utiliser l’analyse d’équilibre des masses 

L’étude d’équilibre des masses apporte également une information non négligeable. En effet, 

en comparant les profils d’activité AhR des fractions des deux sols, la fraction 8 présente une 

très forte activité pour les deux sols. Cependant en utilisant la MBA basée sur les 16 HAP de 

la liste de l’US-EPA, ces derniers n’expliquent que 21% de l’activité AhR observée pour la 

fraction 8 du sol 168 contrairement au sol P9 où 60% de l’activité de cette fraction est 

expliquée par ces composés. 

L’activité AhR observée pour la fraction 8 du sol 168 est donc générée par d’autres composés 

présents. Une comparaison des chromatogrammes de cette fraction pour les deux sols révéle 

des différences qualitatives (Figure 66). Ainsi, ce sol possède des HAP méthylés du chrysène 

(C19H14) et du benzo(a)pyrène (C21H14) dont les formes non méthylés sont reconnus 

comme inducteurs de la réponse AhR (Louiz et al., 2008) ainsi que leur formes méthylées 

(Cheung et al., 1993). De même, trois pics chromatographiques correspondent à des 

molécules en C19H12. En recherchant dans Chemspider les composés correspondants à cette 

formules brute, 10 résultats ressortent dont le 4H-Cyclopenta[def]chrysène (202-98-2) et 11H-

Cyclopenta[pqr]tétraphène (202-94-8), deux molécules aux structures très proches du 

benzo(a)pyrène pouvant potentiellement induire une réponse AhR. En ce qui concerne les 

molécules en C20H14 et en C21H14 (autre que les benzo(a)pyrènes méthylés), les molécules 

identifiées par la NIST (une bibliothèque de spectres de masses de molécules) correspondent à 

des composés aux structures proches des trois HAP inducteurs de la réponse AhR suivant : 

7H-Benzo(c)fluorène, 11H-Benzo(a)fluorène et 11H-Benzo(b)fluorène. Ces composés ont été 

présentés dans l’article 2 (Identification of AhR-ligands by an effect directed analysis 

approach in a contaminated soil of a gas treatment plant). Enfin des HAP plus lourds 

composés de 22 à 24 carbones sont également présents dont certains ont montré leur fort 

potentiel à induire l’activité biologique étudiée pour ce sol (ex : Dibenzo(a,i)pyrène et 

Dibenzo(a,h)pyrène). Des investigations supplémentaires sur l’ensemble de ces molécules 

sont nécessaires afin de mieux expliquer l’activité AhR de ce sol. 

 
Figure 66 : Comparaison des chromatogrammes des fractions 8 des deux sols étudiés (P9 et 

168). Les pics chromatographiques encadrés correspondent aux molécules présentes dans le 
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sol 168 et absentes du sol P9. 

 De comparer les structures des molécules : 

En effet, pour que des composés puissent interagir avec un récepteur cellulaire, il est 

nécessaire qu’ils possèdent des caractéristiques structurelles spécifiques afin d’entrer dans le 

site actif du récepteur Ah et d’entrainer la cascade de signalisation permettant de mesurer 

l’activité EROD. C’est pour cela que plusieurs molécules sont suspectées comme 

potentiellement inductrices de la réponse AhR sans pour autant avoir leur activité confirmée. 

Remarque : 

Il faut également être conscient que les bases de données ne sont pas exhaustives et que des 

molécules candidates peuvent ne pas être référencées. Par exemple, la 11H-benzo(a)fluorene-

11-one a été identifiée comme inducteur de la réponse AhR et sa présence confirmée dans la 

fraction 8 (Figure 67) par un dosage en chromatographie gazeuse (correspondance au niveau 

du temps de rétention) et par HPLC. Cependant les sols étudiés contiennent également du 

11H-Benzo(b)fluorène et du 7H-benzo(c)fluorène dont les produits d’oxydation ne sont pas 

référencés dans la base de données de molécules de la NIST. Or ces différents composés sont 

des isomères dont les spectres de masse sont similaires. Des spectres de masse identiques à 

celui de la 11H-benzo(a)fluorene-11-one correspondent à deux pics chromatographiques de la 

fraction 9. Ces pics sont probablement ceux des produits d’oxydation du 11H-

Benzo(b)fluorène et du 7H-benzo(c)fluorène : le 7H-Benzo[c]fluorene-7-one et le 11H-

Benzo[b]fluorene-11-one. Leur présence ainsi que leur activité biologique doivent maintenant 

être confirmées. 
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Figure 67 : Chromatogrammes des fractions 8 (en noir) et 9 (en rouge) du sol P9 du site de creosotage. 1 : Pic 

chromatographique du 11H-benzo(a)fluorène-11-one dont la présence a été confirmée dans la fraction 8 grâce 

à un dosage en chrommatographie gazeuse couplée à de la spectrometrie de masse et qui est référencé dans la 

base de données moléculaires de la NIST. 2 et 3 : Pics chromatographiques de deux composés ayant un spectre 

de masse identique à celui de la 11H-benzo(a)fluorène-11-one. Il s’agit probablement de la 7H-

Benzo[c]fluorène-7-one et de la 11H-Benzo[b]fluorène-11-one, deux composés qui ne sont pas référencés dans 

la base de données de la  NIST. 

5. Confirmation : L’étape limitante de l’analyse dirigée par les effets 

La confirmation en EDA est l’étape limitante pour plusieurs raisons. La première est liée aux 

prix des composés qui restent encore très élevés (annexe 4) ou à l’absence des composés 

identifiés dans le commerce. Ceci entraine des complications de dosage des composés par des 

méthodes chromatographiques. Dans cette étude, une méthode d’analyse par GC/MS a été 

développée pour les 24 molécules reconnues pour être inductrices de l’activité AhR (Annexe 

5). Pour ce dosage, la méthode initialement choisie a été l’utilisation d’un étalonnage interne 

grâce à des HAP deutérés. Cependant les composés identifiés dans cette étude ont montrés des 

variations dans les coefficients de réponse (Ki) associés aux HAP deutérés en fonction des 

concentrations des molécules à doser (Figure 68), entrainant une erreur importante dans les 

concentrations estimées. Cette variation est due à des différences de comportement chimique 

des composés par rapport aux étalons de quantification qui se sont révélés inappropriés. C’est 

pourquoi, un étalonnage externe a été employé. Ces difficultés de dosage sont également liées 

à l’absence de standards dans le commerce. En effet, les standards des composés identifiés 
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sont peu étudiés à l’heure actuelle et par conséquence, les étalons de quantification associés à 

ces composés sont rares également. 

 
Figure 68 : Coefficient de réponse des composés développés en GC/MS par rapport aux 

étalons de quantification utilisés (composés entre parenthèses). Les concentrations testées de 

natifs ont été de 5, 50, 100, 500, 1000 µg/L (1µl injecté). En rouge, les coefficients de réponse 

ont été déterminés avec une concentration en étalon de quantification fixée à 500 µg/L. En 

vert, la quantité d’étalon de quantification suivait celle des composés à doser. 

De même, l’absence de standards dans le commerce limite la confirmation d’activité 

biologique des molécules identifiées. Une des solutions face à cela serait l’utilisation de la 

bio-informatique et plus particulièrement de méthode de docking afin d’évaluer in silico si les 

composés identifiés peuvent interagir avec le récepteur Ah. Cependant en consultant la 

Protein Data Bank (PDB), aucune structure complète du récepteur Ah n’a été trouvée. Une 

tentative afin d’expliquer les différences de cinétiques entre le 7H-Benzo(c)fluorène, le 11H-

Benzo(a)fluorène, le 11H-Benzo(b)fluorène ainsi que leurs analogues comportant des S-,N-

,O-hétérocycles basé sur un modèle créé par Motto et al., (2011) et utilisé par Nathalie 

Geneste s’est révélée infructueuse. Il serait intéressant d’obtenir la structure cristallographique 

de ce récepteur afin d’ajouter une étape de modélisation d’interaction des composés avec le 

récepteur Ah. Ceci permettrait de limiter les achats de standards qu’aux molécules dont le 

potentiel d’induction a été montré in silico.  

La dernière difficulté dans la confirmation de l’EDA est associée à l’utilisation des TEF. Les 

expériences montrent bien que l’additivité des effets est respectée. Cependant les composés 

ont des cinétiques différentes les uns par rapport aux autres entrainant une variation des TEF 

en fonction de la concentration des composés. La Figure 69 illustre ce phénomène en 
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déterminant les TEF du benzo(a)pyrène à partir de la TCDD. En fonction de la concentration 

efficace utilisée (5, 10, 15, 20 ou 50% d’induction par rapport au témoin positif), la TEF du 

BaP varie de 0,02 à 0,23. De plus, les inducteurs de la réponse AhR présentent une induction 

sous forme de cloche (Fent, 2001). Or, dans un extrait les composés sont présents en mélange 

à des niveaux variables ; des composés seront dans les concentrations au niveau de la phase 

d’induction, d’autres de la phase plateau et d’autre sur la phase décroissante de la réponse 

AhR. Il en découle une surestimation ou une sous-estimation de l’activité biologique 

théorique de mélanges des composés inducteurs. Afin de pallier ce problème, il serait 

préférable de recréer le mélange des composés actifs identifiés aux concentrations trouvées 

dans la fraction et de le tester en parallèle de la fraction afin de comparer leur TEQ-bio dans 

les mêmes conditions et ainsi éviter l’erreur due au modèle additif impliquant les TEF. 

Malgré tout, l’utilisation du modèle utilisant les TEF reste un outil intéressant pour comparer 

des activités biologiques d’extraits à partir d’analyses chimiques. Cela permet de sélectionner 

sur un ensemble d’échantillons le sol le plus pertinent à fractionner pour une analyse dirigée 

par les effets. 

 
Figure 69 : Induction de l’activité AhR  du benzo(a)pyrene et de la 2,3,7,8-

tétrachlorodibenzo-p-dioxine chez les cellules PLHC-1 après 4h d’exposition. Les EC des 

deux composés sont également présentées ainsi que la TEF du BaP en fonction de 

l’utilisation de différences concentrations efficaces (EC) 

TCDD 

BaP 
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6. Conclusion sur l’EDA 

La démarche a montré son potentiel dans l’identification de contaminants inconnus. Malgré 

tout, plusieurs freins existent. Le premier est la complexité de l’identification des composés 

qui demandent un couplage des données et une analyse approfondie des résultats. La 

deuxième est la confirmation des contaminants du fait de l’absence de standards dans le 

commerce et/ou de leurs coûts. 

Cependant, cette démarche est auto-apprenante et s’enrichit au fur et à mesure des données 

collectées. En effet une fois un composé identifié, il peut être incorporé dans les analyses 

chimiques initiales et ainsi sa part dans l’activité biologique observée estimée. Il en découle 

une simplification de l’EDA au fur et à mesure de son utilisation sur des sites industriels. De 

plus, la méthodologie semble généralisable, ce qui permettrait d’obtenir des profils d’activité 

biologiques pour les sols étudiés et de les comparer entre eux aidant ainsi à l’identification de 

composés à activité biologique. 

Toutefois, il faut avoir conscience que l’EDA ne remplace pas une étude toxicologique 

réalisée sur un composé. Elle met en évidence des composés ayant une activité biologique 

cependant ceci ne permet pas de statuer sur la toxicité d’un composé qui nécessite des études 

d’expositions aiguës et chroniques sur des organismes entiers afin de prendre en compte 

l’ensemble des effets que ces molécules pourraient avoir. De plus ces études prennent en 

compte l’ensemble des processus d’absorption, de distribution, de métabolisation et 

d’excrétion (ADME) qui ne peuvent être évalués avec les outils employés dans ces travaux. 

Le principe de précaution incite malgré tout à incorporer les composés actifs identifiés dans 

les diagnostics des sols industriels afin de mieux caractériser la contamination des sols que ce 

soit d’un point de vu quantitatif que qualitatif. 

II. Discussion sur les composés analysés et perspectives d’études 
scientifiques 

Parmi les composés identifiés figurent des HAP mais également des CAP comportant des N-

,S-,O-hétérocycles. Comme cela a été précisé, nombre de ces composés ont été très peu 

étudiés vis-à-vis de leurs effets toxiques et de leur comportement dans l’environnement. 

L’ensemble de ces composés demanderaient à être plus étudiés. L’une des prochaines étapes 

dans l’étude des sites pollués serait l’analyse des eaux souterraines situées sous les sites 

pollués par des analyses chimiques ciblées sur les composés identifiés dans ces travaux et par 

une approche EDA. En effet, des composés plus polaires que les HAP ont été identifiés et 

sont plus à même de migrer dans les eaux souterraines. Ils pourraient être à l’origine d’une 

pollution non prise en compte dans les diagnostics actuels des sites contaminés. De plus, 

l’EDA appliquée à ces eaux pourrait mettre en avant des contaminants non identifiés dans les 

sols industriels ici étudiés. 

Une autre piste d’étude est le suivi temporel de l’activité biologique et des concentrations des 

composés ici identifiés lors de la rémédiation d’un site pollué. L’application de l’EDA afin de 

mieux caractérisier l’état de contamination chimique et du potentiel toxique d’un sol lors de 

ces processus de traitement serait aussi interessant dans le cas d’une augmentation des 

activités biologiques associées à une diminution de concentration de composés inducteurs afin 

d’identifier des produits de dégradation responsables des réponses biologiques observées. 
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Conclusion générale
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La gestion de la pollution des sols apparait aujourd’hui un enjeu majeur compte tenu des 

risques sanitaires, techniques, économiques et juridiques pour les industriels. Cette gestion 

des sites et sols pollués nécessite la mise en œuvre de diagnostics qui doivent permettre 

d’appréhender l’état de pollutions des milieux. Le travail de cette thèse s’inscrit dans ce 

contexte de gestion à travers la mise en place d’une approche bio-analytique de type EDA 

permettant l’identification de molécules biologiquement actives présentes dans les sols et 

ainsi d’améliorer la caractérisation de la contamination des sols par des polluants organiques. 

Ce travail a permis : 

1) De mettre en place une méthode afin d’identifier des polluants présents dans des sols 

industriels pollués interagissant avec le récepteur Ah à travers l’utilisation d’outils in 

vitro. 

2) D’identifier de nouvelles molécules d’intérêt présentes dans des mélanges de 

contamination complexe à incorporer dans les diagnostics environnementaux des sites 

et sols contaminés. 

3) De confirmer l’efficacité de la méthode grâce à une approche multi-sites. 

L’ensemble de ces résultats montrent l’intérêt de l’analyse dirigée par l’effet afin d’améliorer 

les diagnostics des sols pollués qui se basent à l’heure actuelle uniquement sur des analyses 

chimiques ciblées. La bioanalyse permet en effet l’identification de polluants émergents 

comme les produits d’oxydation des HAP, des composés aromatiques polycycliques 

comportant des hétérocycles et des hydrocarbures aromatiques polycycliques qui ne font pas 

encore parti des diagnostics environnementaux des sols contaminés. Cette approche soulève 

également la question du vieillissement de la contamination et des méthodes de dépollution 

impliquant des oxydants qui pourraient être à l’origine de la formation de produits de 

dégradation des HAP plus mobiles et potentiellement plus toxiques que les composés parents. 

L’étude d’un site contaminé par la méthode employée durant ce travail nécessite trois mois de 

préparation et d’analyse d’échantillons afin de permettre la confirmation de molécules. Ceci 

en fait une démarche longue et coûteuse. Cependant l’automatisation de la démarche peut etre 

à l’origine d’une simplification du travail. De plus, si son application est généralisée et 

normalisée sur les sites industriels, il est possible d’incorporer dans les analyses chimiques les 

molécules dont la présence et l’activité sont confirmées simplifiant avec le temps, les analyses 

et les diagnostics des futurs sites étudiés. La création d’une base de données permettrait entre 

autre de comparer les données d’un site à l’autre afin de faciliter l’étape d’identification. Le 

coût actuel du diagnostic d’un site contaminé en Europe est en moyenne compris entre 5 000 

et 50 000€. La mise en place de cette démarche augmenterait certainement les coûts de 

diagnostics sur les premiers sites d’études mais permettrait au final une meilleure 

caractérisation de la contamination. De plus, cette démarche auto-apprenante, s’enrichit au fur 

et à mesure de son application ce qui entrainerait une diminution progressive des coûts liés 

aux diagnostics.  

Afin de démocratiser la démarche sur les sols et plus particulièrement sur les sites industriels 

contaminés, il faudrait passer par le développement d’un réseau regroupant les spécialistes de 

la dépollution des sols et de la bio-analyse. Cependant, les parties prenantes impliquées dans 

la dépollution des sols font partie d’une communauté dont l’utilisation de la bioanalyse est 

pour le moment peu connue par rapport à celles qui étudient les milieux aquatiques et 

atmosphériques. L’application de cette démarche sur les sols pollués et sa généralisation 

demanderait sa démocratisation auprès de cette communauté. 
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Annexe 1 : Profil chromatographique du fractionnement en phase normale par HPLC pour une solution de 16 composés connus.  
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Annexe 2 : Activité AhR des différentes molécules trouvées dans les sols. Les concentrations sont exprimées en g de composé par litre. Le pourcentage 

d’induction maximal correspond à l’activité maximum obtenu pour le composés en se servant de la 2,3,7,8-tétra-chloro-dibenzo-para-dioxine (TCDD). Quand 

ce pourcentage est précédé du signe >, cela signifie que cette valeur est obtenue pour la concentration maximale testée et qu’il est possible d’obtenir une 

valeur supérieur d’induction pour ce composés en testant une concentration plus importante. TEF : facteur d’équivalent toxique. 

    TEF 4h (BaP) TEF 24h (TCDD) 
Fraction 

Molécule 

Concentration 

max testée (g/l) 

Max induction (par 

rapport à la TCDD) % EC20 (g/l) 

EC20 Bap 

(g/L) TEF 

Max induction (par 

rapport à la TCDD) % EC20 (g/l) 

EC20 TCDD 

(g/L) TEF  

Dibenzo(a,i)pyrene 2,1E-04 116 3,6E-07 5,0E-07 1,36E+00 115 5,24E-06 9,8E-09 1,9E-03 8 

Dibenzo(a,h)pyrene 1,1E-03 95 6,0E-07 5,0E-07 8,30E-01 107 1,02E-05 9,8E-09 9,5E-04 8 

Dibenzo(a,e)pyrene 1,6E-03 14 ND 5,0E-07 ND 11 ND 9,8E-09 ND 8 

Coronene 9,7E-04 0 ND 5,0E-07 ND 0 ND 9,8E-09 ND 8 

Benzo(a)fluoranthene 1,8E-03 0 ND 5,0E-07 ND 0 ND 9,8E-09 ND 8 

Benzo(a,l)pyrene 1,2E-03 0 ND 5,0E-07 ND 0 ND 9,8E-09 ND 8 

Indole 2,3E-03 0 ND 5,5E-07 ND 6 ND 3,8E-08 ND 9 et 10 

Galaxolide 4,8E-03 0 ND 5,5E-07 ND 0 ND 3,8E-08 ND 8 

Tonalide 7,1E-03 0 ND 5,5E-07 ND 0 ND 3,8E-08 ND 8 

2-phenylnaphthalene 4,9E-03 58 5,2E-04 5,5E-07 1,05E-03 >19 5,11E-03 3,8E-08 7,4E-06 7 

6-methylindole 5,0E-03 0 ND 6,3E-07 ND 0 ND 3,8E-08 ND 9 

Benzo(b)naphtho(1,2-

d)thiophene 2,2E-03 55 3,4E-04 6,3E-07 1,84E-03 >21 2,03E-03 6,3E-09 3,1E-06 7 

Benzo(b)naphtho(2,3-

d)thiophene 1,2E-03 51 1,9E-05 7,1E-07 3,76E-02 42 2,30E-04 3,0E-08 1,3E-04 7 

Dibenzothiophene 2,5E-03 0 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 7 

1-hydroxypyrene 2,2E-03 38 1,4E-04 7,1E-07 5,19E-03 >20 2,18E-03 3,0E-08 1,4E-05 16 

Benzo(e)pyrene 4,3E-03 0 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 8 

Benzo(ghi)fluoranthene 9,7E-05 >5 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 7 

Benzo(b)naphtho(2,1-

d)thiophene 3,3E-03 82 9,4E-06 7,1E-07 7,60E-02 48 2,55E-04 3,0E-08 1,2E-04 7 

Cyclopenta(c,d)pyrene 1,0E-04 0 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 8 

1 methylpyrene 2,6E-03 0 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 7 
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Fluorene 4,9E-03 0 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 5 et 6 

Triphenylene 2,8E-03 4 ND 7,1E-07 ND 0 ND 3,0E-08 ND 7 et 8 

Cyclopenta(def)phenanthrene 1,5E-02 0 ND 9,8E-07 ND 0 ND 1,4E-08 ND 7 

Cyclopenta(def)phenanthreno

ne 2,0E-02 33 7,0E-04 9,8E-07 1,40E-03 0 ND 1,4E-08 ND 8 à 13 

9,10-Dyhydroanthracene 4,9E-03 0 ND 4,9E-07 ND 0 ND 2,2E-08 ND 7 

Benzo[b]naphthalo(2,3-

d)furane 2,0E-03 42 1,3E-05 4,9E-07 3,92E-02 30 1,88E-04 2,2E-08 1,2E-04 7 

Benzo[b]naphthalo(1,2-

d)furane 2,0E-03 73 2,3E-05 6,3E-07 2,74E-02 >6 ND 2,2E-08 ND 7 

Benzo(b)naphtho(2,1-

d)furane 2,8E-03 61 7,0E-05 5,5E-07 7,84E-03 >47 1,09E-03 3,8E-08 3,4E-05 7 

7H-benzo(c)fluorene 1,3E-03 >16 ND 7,1E-07 ND >11 ND 3,0E-08 ND 7 et 8 

11H-benzo(b)fluorene 1,3E-03 69 7,3E-06 7,1E-07 9,74E-02 61 1,32E-04 3,0E-08 2,2E-04 7 et 8 

11H-benzo(a)fluorene 4,4E-03 60 2,4E-05 4,9E-07 2,05E-02 16 ND 2,2E-08 ND 7 et 8 

7H-Benzo(c)carbazole 2,1E-03 11 ND 5,5E-07 ND 13 ND 3,8E-08 ND 10 

11H-Benzo(a)carbazole 2,0E-03 22 1,6E-04 5,5E-07 3,46E-03 7 ND 3,8E-08 ND 10 

5H-Benzo(b)carbazole 2,2E-03 90 6,2E-08 6,3E-07 10 89 

1,45688E-

05 3,8E-08 2,6E-03 10 

Benzo(a)fluoren-11-one 4,3E-03 78 2,8E-05 4,9E-07 1,75E-02 44 

0,0003178

01 2,2E-08 7,0E-05 8 

Benzo(h)quinoleine 2,0E-03 >44 8,1E-04 4,9E-07 6,05E-04 >3 ND 2,2E-08 ND 10 

Benzo(f)quinoleine 4,8E-03 >26 3,0E-03 4,9E-07 1,66E-04 >2 ND 2,2E-08 ND 14 

Benzo(c)quinoleine 4,7E-03 28 5,7E-04 4,9E-07 8,68E-04 >1 ND 2,2E-08 ND 13 et 14 

2methyl-9,10-anthraquinone 4,8E-03 0 ND 4,9E-07 ND 0 ND 2,2E-08 ND 8 et 9 

Benzanthrone 4,8E-03 0 ND 4,9E-07 ND 0 ND 2,2E-08 ND 9 et 10 

1,2-benzo(a)anthraquinone 4,7E-03 54 1,6E-05 4,9E-07 3,00E-02 49 6,43E-05 2,2E-08 3,5E-04 8 et 9 

9 fluorenone 5,0E-03 30 2,1E-03 4,9E-07 2,40E-04 >7 ND 2,2E-08 ND 8 et 9 

Benzo(c)acridine 2,0E-03 23 2,2E-04 4,9E-07 2,20E-03 >10 ND 2,2E-08 ND 8 

9,10-anthraquinone 4,8E-03 0 ND 6,3E-07 ND 0 ND 2,2E-08 ND 8 et 9 

5,12-naphthacenequinone 2,0E-03 20 5,8E-05 6,1E-07 1,05E-02 >31 8,87E-04 6,8E-09 7,7E-06 9 

2,4bis(dimethylbenzyl)phenol 2,1E-03 0 ND 6,3E-07 ND 0 ND 6,8E-09 ND 10 
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Annexe 3 : Résultats des modélisations pour les molécules aux structures similaires 

- 7H-benzo(c)fluorene, Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene, Benzo[b]naphthalo(1,2-d)furane et 7H-Benzo(c)carbazole 

Fraction 7 et 8 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 10 ou 11 du site B 

7H-benzo(c)fluorene Benzo(b)naphtho(1,2-d)thiophene Benzo[b]naphthalo(1,2-d)furane 7H-Benzo(c)carbazole 
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- 11H-benzo(b)fluorene, Benzo[b]naphthalo(2,3-d)furane, Benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene et 5H-Benzo(b)carbazole 

Fraction 7 et 8 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 10 ou 11 du site B 

11H-benzo(b)fluorene Benzo[b]naphthalo(2,3-d)furane Benzo(b)naphtho(2,3-d)thiophene 5H-Benzo(b)carbazole 
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- 11H-benzo(a)fluorene, Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane, Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene et 11H-Benzo(a)carbazole 

Fraction 7 et 8 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 7 des sites A et B Fraction 10 ou 11 du site B 

11H-benzo(a)fluorene Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane Benzo(b)naphtho(2,1-d)thiophene 11H-Benzo(a)carbazole 
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- 2-Phenylnaphthalene, 11H-benzo(a)fluorene, 11H-benzo(b)fluorene et du 1H-Indene, 1-(phenylmethylene)- (non testé car non trouvé dans le 

commerce) 

2-Phenylnaphthalene 11H-benzo(a)fluorene 11H-benzo(b)fluorene 1H-Indene, 1-(phenylmethylene)- 
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- Le phénanthrène et les quinoléines 

Phenanthrene Benzo(h)quinoleine Benzo(f)quinoleine Benzo(c)quinoleine 
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- Les HAP lourds 

Dibenzo(a,i)pyrene Dibenzo(a,h)pyrene 
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Deux autres HAP lourds ont été testés mais n’ont pas entrainé d’activité AhR. Il s’agit : 

- Du dibenzo(a,e)pyrene :  

 
- Du Benzo(a,l)pyrene : 
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Résultats des modélisations pour les molécules et leurs produits de dégradation 

- Cyclopenta(def)phenanthrene et cyclopenta(def)phenanthrenone 

 

- Fluorene et 9-fluorenone 
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- 11H-benzo(a)fluorene et le Benzo(a)fluoren-11-one 

11H-benzo(a)fluorene Benzo(a)fluoren-11-one 
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Annexe 4 : Prix des standards achetés durant ces travaux de thèse. 

Description n° CAS concentration solvant quantité tarif ht € 

Benzo[b]naphtho[2,1-d]furane 239-30-5 200μg/mL toluene 1 ml 319 

2-Phenylnaphthalene 612-94-2 1000μg/mL isooctane 1 ml 115 

7H-Benzo[c]carbazole 205-25-4 200μg/mL toluene 1 ml 198 

11H-Benzo[a]carbazole 239-01-0 200μg/mL toluene 1 ml 198 

5H-Benzo[b]carbazole 243-28-7 200μg/mL toluene 1 ml 319 

9,10-Dihydroanthracene 613-31-0 1000μg/mL isooctane 1 ml 66 

Benzo[b]naphtho[2,3-d]furane 243-42-5 200μg/mL toluene 1 ml 167 

Benzo[b]naphtho[1,2-d]furane 205-39-0 200μg/mL toluene 1 ml 319 

11H-Benzo[a]fluorene 238-84-6 1000μg/mL toluene 1 ml 273 

9-Fluorenone 486-25-9 1000μg/mL isooctane 1 ml 68 

Benz[c]acridine 225-51-4 200μg/mL toluene 1 ml 109 

9,10-Anthraquinone 84-65-1 1000μg/mL isooctane 1 ml 124 

2-Methyl-9,10-anthraquinone 84-54-8 1000μg/mL isooctane 1 ml 115 

Benzo[a]fluoren-11-one 479-79-8 200μg/mL toluene 1 ml 382 

Benzanthrone 82-05-3 1000μg/mL toluene 1 ml 107 

5,12-Naphthacenequinone 1090-13-7 1000μg/mL isooctane 1 ml 150 

1,2-Benz[a]anthraquinone 2498-66-0 1000μg/mL toluene 1 ml 128 

Benzo[h]quinoline 230-27-3 200μg/mL toluene 1 ml 62 

Benzo[f]quinoline 85-02-9 1000μg/mL toluene 1 ml 62 

Benzo[c]quinoline 229-87-8 1000μg/mL toluene 1 ml 51 

4H-Cyclopenta[def]phenanthrene 203-64-5 500µg/mL Isooctane 1 ml 163 

4H-Cyclopenta[def]phenanthren-4-one 5737-13-3 1000μg/mL Isooctane 1 ml 453 

Total ht € 3948 

TVA 20% 790 

Total TTC € 4738 
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Annexe 5 : Composés à activité AhR identifiés dans ces travaux et analysés en GC/MS.  

 
Composés analysés en Scan (GC/MS) 

 

      

Composé 
Formule 

brute Cas 

Temps 
de 

retention 
Ion de 

quantification 
Ion de 

confirmation 

Naphthalene d8 C10D8 1146-65-2 13,12 136 Etalon interne 

Benzo(h)quinoléine C13H9N 230-27-3 21,92 179 178-151 

9-fluorenone C13H8O 486-25-9 26,84 180 152 

Dibenzothiophene d8 C12D8S 33262-29-2 27,06 192 Etalon interne 

Phenanthrene d10 C14D10 1517-22-2 27,6 188 Etalon interne 

anthracene d10 C14D10 1719-06-8 27,83 188 Etalon interne 

Benzo(c)quinoléine C13H9N 229-87-8 28,61 179 178-152 

Benzo(f)quinoléine C13H9N 85-02-9 28,63 179 178-153 

2-phenylnaphthalene C16H12 35465-71-5 31,58 204 202 

Cyclopenta(def)phenanthrenone C15H8O 5737-13-3 32,89 204 176 

Fluoranthene d10 C16D10 93951-69-0 33,11 212 Etalon interne 

Benzo(b)naphtho(2,1-d)furane C16H10O 239-30-5 34,29 218 189 

Benzo(b)naphtho(1,2-d)furane C16H10O 205-39-0 34,6 218 189 

Benzo(b)naphtho(2,3-d)furane C16H10O 243-42-5 34,87 218 189 

11H-Benzo(a)Fluorene C17H12 238-84-6 35,88 216 215 

11H-Benzo(b)Fluorene C17H12 30777-19-6 36,18 216 215 

7H-Benzo(c)Fluorene C17H12 30777-20-9 36,22 216 215 

11H-benzo(a)fluorenone C17H10O 479-79-8 38,21 230 200 

Benzo(b)naphtho(2,1-
d)thiophene C16H10S 239-35-0 38,65 234 235 

Benzo(c)acridine C17H11N 225-51-4 39,018 229 228 

Benzo(b)naphtho(1,2-
d)thiophene C16H10S 205-43-6 39,07 234 235 

Benzo(b)naphtho(2,3-
d)thiophene C16H10S 243-46-9 39,42 234 235 

Chrysene d12 C18D12 1719-03-5 39,84 240 Etalon interne 

11H-Benzo(a)carbazole C16H11N 239-01-0 40 217 216 

5H-Benzo(b)carbazole C16H11N 243-28-7 40,8 217 216 

7H-Benzo(c)carbazole C16H11N 205-25-4 41,04 217 216 

1,2-Benzo(a)anthraquinone C18H10O2 2498-66-0 41,92 258 202-230 

5,12-Naphthacenequinone C18H10O3 1090-13-7 43,12 258 202-231 

Benzo(e)pyrene d12 C20D12 -- 45,39 264 Etalon interne 

Benzo(a)pyrene d12 C20D12 -- 45,58 264 Etalon interne 

Benzo(ghi)pyrene d12 C18D12 -- 50,44 288 Etalon interne 

Coronene d12 C24D12 16083-32-2 55,02 312 Etalon interne 

Dibenzo(ai)pyrene C24H14 191-30-0 55,65 302 303-151 

Dibenzo(ah)pyrene C24H14 189-64-0 55,82 302 303-152 

 

 


