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Introduction générale






Introduction Générale

Le chlore, élément chimique du groupe des halogenes le plus abondant dans
I’environnement, participe a un cycle biogéochimique complexe au sein des écosystemes
terrestres. Les chlorures, forme inorganique, ont longtemps été considérés comme inertes
dans les sols et faiblement réactifs vis a vis des phases minérales des sols. Cependant, de
récentes études démontrent que des quantités non négligeables de chlore sont retenues dans
les sols, sous une forme organique (Bastviken et al. 2006 ; Johanssen et al. 2003 ; Rodstedth
et al. 2003). La dynamique du chlore dans les écosystémes terrestres et sa rétention dans les
sols paraissent en fait régulées par la formation et la dégradation de molécules organo-
chlorées via des processus naturels essentiellement issus de |'activité microbienne du sol
(Bastviken et al. 2009 ; Verhagen et al. 1998). Des études rapportent également la formation
de molécules organochlorées par des processus abiotiques (Keppler et al., 2000). Les quantités
de chlore retenues dans les sols et les processus a I'origine de ces changements de spéciation
du chlore sont encore peu documentés. Par ailleurs les parameétres environnementaux
contrélant ces processus restent a identifier. La dynamique du chlore représente donc un sujet
d’intérét et plus particulierement lorsque I'on considére la toxicité du chlore, surtout ci celui-
ci se trouve sous forme radioactive 36Cl.

Ce travail de thése a pour objectif global d’améliorer la compréhension des processus
biotiques et abiotiques amenant a la formation du chlore organique dans les sols. Il a été
réalisé dans le cadre d’un partenariat avec I’Agence nationale de traitement des déchets
radioactifs (Andra, projet BIOCHLO fiche n°40).

Le manuscrit de thése débute par un chapitre « état de I'art » qui permet de faire un
état des lieux des connaissances actuelles sur le cycle biogéochimique du chlore, et plus
particulierement sur le comportement du chlore dans les sols et sur les processus de
chloruration. Cette partie souligne les grandes questions qui se posent encore concernant le
cycle du chlore dans les écosystémes terrestres, notamment la mise en évidence de la
contribution des microorganismes dans les processus de chloruration et permet de justifier

les objectifs principaux de I'étude.



Le deuxiéme chapitre intitulé «matériel, dispositifs expérimentaux et méthodes
d’analyses » présente les sites et les échantillons de sols utilisés ainsi que les protocoles de
préparation des échantillons et les différentes techniques d’analyses qui ont été appliquées

dans les différentes parties de ce projet.

Deux approches ont été menées parallelement: (a) I'étude d’une relation in situ entre
les teneurs en chlore et les parameétres microbiologiques des sols, (b) la mise en évidence de
la formation de chlore organique au cours du temps lors d’incubations de sol, en lien avec une
activité microbiologique.

Les résultats obtenus au cours de cette étude sont présentés dans les 4 chapitres

suivants du manuscrit.

Le troisieme chapitre présente les résultats des tests réalisés sur les méthodes
d’extractions et de mesures des teneurs des différentes formes de chlore dans les sols afin de
choisir celles qui seront employées dans la suite de I'étude (décrites dans le chapitre 2). En
effet, I'acquisition d’'un équipement de type analyseur d’AOX au LIEC au démarrage de la
thése a nécessité des mises au point sur I’analyse par cette technique. Par ailleurs, I'utilisation
de I'ICP MS HR pour analyser le 3’Cl et le 3°Cl a aussi nécessité des mises au point, notamment

pour I'analyse a partir d’échantillons solides.

Le quatrieme chapitre de ce manuscrit permet d’étudier les relations entre les
parameétres biophysicochimiques et environnementaux et les teneurs en chlore mesurées
dans les sols. Pour cela, les teneurs en chlore ont été déterminées dans quatre sols contrastés
prélevés a trois dates de prélevement. Les données météorologiques ont été relevées sur
chaque site de prélévements et les échantillons de sol prélevés ont fait I'objet d’analyses

physico-chimiques et microbiologiques.

Le cinquieéme chapitre présente les résultats obtenus lors de I'’étude de I'évolution des
formes de chlore au cours de l'incubation des sols au laboratoire. L'approche développée a
pour but de préciser la contribution de l'activité microbienne au processus biotique de
chloruration dans les sols. Pour cela, des expériences d’incubations de sols ont été mises en

place selon différentes modalités. Le suivi et la mesure de parametres microbiologiques, ainsi
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gue la mesure des teneurs en chlore des sols apres incubation visait a estimer la vitesse de
formation du chlore organique, en association ou non avec la présence de microorganismes.
Par ailleurs, plusieurs échantillons issus de ces dispositifs ont été analysés par spectroscopie
d’absorption X, XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) afin de tester le potentiel de
cette méthode pour étudier plus précisément la spéciation du chlore organique (formes

aliphatiques et aromatiques) des échantillons issus de ces dispositifs.

Le sixieme chapitre doit permettre de préciser la contribution biotique et abiotique a la
formation de chlore organique grace a la mise en place de dispositifs d’incubations avec du
37Cl comme traceur et fait I'objet d’une publication soumise dans le journal Soil Biology and
Biochemistry. Il a pour objectif (a) de préciser le réle des microorganismes dans le processus
de formation du chlore organique, et (b) de tester une nouvelle méthode faisant intervenir du
37Cl pour suivre la dynamique du chlore dans les sols.

La mise en place de cette expérience se déroule en deux étapes, apres enrichissement
des sols en Na3’Cl. Les analyses du chlore isotopique ont été réalisées a I'aide d’un ICP MS HR
en collaboration avec le laboratoire LCABIE de I’Université de Pau. La premiére étape permet
de déterminer la répartition des formes de chlore dans le sol stérilisé juste aprés I'ajout de
37Cl et leur évolution lors d’une incubation en conditions abiotiques. La deuxiéme étape,
guant a elle, avait pour objectif de mettre en évidence une évolution de la répartition des

teneurs en chlore dans le sol en présence d’activité microbienne au cours du temps.

Enfin, le dernier chapitre de ce manuscrit fait I'objet d’'une synthése générale et d’une
discussion sur I'ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude. Elle permet
d’expliciter en quoi ce travail a contribué a une meilleure compréhension du cycle
biogéochimique du chlore notamment en mettant en évidence (i) la relation entre
microorganismes et teneurs en chlore dans les sols (ii) la contribution biotique au processus
de chloruration. Dans cette partie sont présentées les conclusions générales de I'étude et de
nouvelles perspectives d’études de la dynamique du chlore organique dans les sols et du rdle

des microorganismes sont proposées.






Chapitre 1

Etat de I'art






1 Etat de I’art

1.1 Les formes de chlore dans I’environnement

Le chlore compte parmi les 20 éléments les plus abondants a la surface de la Terre
(Winterton et al., 2000) et sa distribution dans I'atmosphére dépend de la distance a la mer,
de I'’évapotranspiration et des précipitations (Ericksson, 1960).

Le chlore est un élément chimique électronégatif du groupe des halogenes. Par
ailleurs, il constitue un puissant oxydant dans les systémes vivants.

Les chlorures sont majoritairement présents dans le sang, dans le plasma a une
concentration de 100 mmol.L! et dans les fluides interstitiels ou ils jouent un réle dans la
régulation des fonctions musculaires et dans la transmission synaptique dans le systéme
neuronal (Yunos et al., 2010).

Le chlore est principalement présent dans I’environnement sous forme de deux
isotopes stables : 3°Cl (76%) et 3’Cl (24%). Il existe également 7 isotopes radioactifs du chlore,
dont le principal est le 36Cl qui présente un temps de demi-vie trés long (3.10° ans). Cet isotope
radioactif 36Cl est un émetteur de faible énergie et de faible radiotoxicité, naturellement
produit par interaction entre les radiations cosmiques et le Ca, Cl et K a la surface des roches
et dans les sols ainsi que par capture neutronique de 3°Cl (White et Broadley, 2001).

La forme inorganique (chlorures ; CI') du chlore, majoritairement présente dans les
eaux, a longtemps été considérée comme inerte et faiblement réactive vis a vis des phases
minérales du sol. De ce fait, supposées conservatives, les concentrations en chlorures ont été
utilisées dans de nombreuses études comme traceur des origines et mouvements d’eau
(Conway et al., 1942 ; Herczeg et Leaney, 1997) ainsi que dans le cadre de modeles de
transports de contaminants (Kirshner et al., 2000). Cependant, de récentes études ont
démontré I'existence de formes organiques de chlore dans I'environnement (Johanssen et al.,
2003 ; Rodstedth et al., 2003 ; Bastviken et al., 2006).

L’origine de ces composés organochlorés (composés aromatiques, aliphatiques) était
initialement attribuée a des activités anthropiques (Clarke et al., 2009) : dans l'industrie, le
chlore est utilisé pour la purification de I'’eau, le blanchissement du papier et des vétements

ou encore pour la fabrication de plastiques. L'exposition humaine au chlore, et plus



précisément aux formes volatiles de chlore, a donc lieu dans de nombreuses situations, en
liaison avec des activités industrielles comme lors d’activités domestiques, ou il peut causer
des dégradations sur le systéme respiratoire. Les risques encourus dépendent de 'intensité
et de la durée de I'exposition (Winder, 2001). Winder (2001) précise que |’exposition au chlore
sous forme gazeuse tolérée doit étre inférieure a 3 ppm. Par ailleurs, les composés
organochlorés, et plus précisément le chlorométhane, sont responsables en partie de la
destruction de la couche d’ozone dans la stratosphere (Derendorp et al., 2012). Simpson et al.
(2007) et Bottenheim et Chan (2006) rapportent en effet que, pendant la période estivale
(printemps) dans les régions polaires, les ions halogénés sont convertis en especes halogénées
réactives qui réduisent la couche d’ozone a un niveau proche de zéro.

Il a récemment été démontré que les composés organochlorés sont également
produits de facon naturelle dans les écosystemes (Bastviken et al., 2007 ; Clarke et al., 2009 ;
Gribble et al., 1992 ; Redon et al., 2011). Asplund et Grimvall (1991), Grimvall et deLeer (1995)
et Oberg et al. (1998) rapportent méme l'identification et la caractérisation chimique de plus
de 5000 composés organochlorés produits naturellement. L'apport de chlore organique par
les pluies, par exemple, correspond majoritairement a des composés polaires, volatils a semi-
volatils (chloroforme, chloroethylene, trichloroéthane, dichlorométhane) (Laniewski et al.,
1999). Les composés volatils sont cependant présents a de faibles concentrations, de I'ordre
du ppt (Svensson et al., 2007). Dans les écosystémes terrestres, ces composés organochlorés
(anisoles chlorés) constituent une gamme de molécules de hauts poids moléculaire (>
1000Da ; Gribble et al., 1992 ; Hjelm et al., 1996) ainsi que des macromolécules de structures
indéterminées comme les substances humiques (Mdller et al., 1996 ; Myneni et al., 2002).

Le processus naturel de formation de chlore organique dans les sols est appelé chloruration.
La formation de ce chlore organique naturel dans les sols serait lié a I'activité des
microorganismes des sols (Bastviken et al.,, 2007). La déhalogénation, qui quant a elle,
correspond au processus inverse, et permet le passage des formes organiques de chlore vers
une forme inorganique. a également été observée (Clarke et al.,, 2009). Les processus de

chloruration et de déhalogénation sont supposés se produire en méme temps dans les sols.

Le chlore est donc présent dans tous les compartiments des écosystemes \é la fois sous
une forme inorganique et sous une forme organique. La répartition de ces formes de chlore

dans les écosystéemes terrestres et dans les sols en particulier semble étre le résultat de
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processus naturels complexes de formation (chloruration) et de dégradation (déhalogénation)
du chlore organique. Par ailleurs, les compartiments des écosystemes terrestres échangent
entre eux des flux de chlore qui vont influencer les concentrations et stocks de chlore dans les

sols.

1.2 Cycle du chlore dans un écosysteme terrestre

1.2.1 Apports de chlore aux sols

1.2.1.1 Sources de chlore a un écosystéeme

Le chlore peut atteindre le sol par les dép6ts atmosphériques secs (gaz et particules)
ou humides (pluies et neiges). Les dépots dépendent de la distance a la mer, de la direction
du vent, des précipitations et de I'évapotranspiration (Ericksson et al., 1960 ; Potts et al.,
1978 ; Draaijers et al., 1996 ; Clarke et al., 2009). Les dépo6ts humides de chlore total en Europe
varient de 0,5 a 220 kg.ha.an! (Clarke et al., 2009) tandis que les dépdts secs de chlore total
sont estimés en moyenne a 6 kg.ha.an?, soit 15-73% des dép6ts totaux (Svensson et al., 2010).

Les dépots secs et humides sont principalement constitués de chlore inorganique. En
France, les dépdts (secs et humides) de chlore atmosphériques sont inférieurs a 6 kg.ha.an! a
I’Est contre 50 kg.ha.an! a L’Ouest (Redon et al., 2011). Ces résultats mettent bien en évidence
une influence marine sur les dépo6ts. Dans le cadre d’une étude menée au Danemark, les
dépbts atmosphériques de chlore inorganique (Clin) sont estimés & 100 kg.ha.an! (Oberg et
Gron, 1998). En considérant une concentration moyenne de chlore inorganique dans les
dépdts humides de 0,1 mg.L, un dépdt humide moyen annuel mondial de 1100000 km3.an!
et des dépots secs deux fois plus importants, alors le dépot global de chlore inorganique a
I’échelle de la planéte serait de 33 millions de t.an* (Oberg, 2003).

Les dépodts secs et humides contiennent également du chlore organique (Ennel et
Wennberg, 1991 ; Grimvall et al., 1991 ; Grimvall et delLeer., 1995). Laniewski et al. (1995) et
Oberg et Gron (1998), estiment, dans le cadre d’une étude menée au Danemark, que le chlore
organique apporté par les dépdts atmosphériques est de 0,38 kg.ha.an. Considérant les
précipitations dans le monde proches de 1100000 km3.an! (Graedel et al., 1993), Oberg

(2003) estime que le dépbt total de chlore organique serait de 1,1 millions de t.an™. L’origine
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de ce chlore organique dans les précipitations est encore peu connue. Des sources
anthropiques, notamment des polluants industriels comme les pesticides, ont été trouvées a
des concentrations de I'ordre du ppt (Stringet et Jonston, 2001). Ces teneurs sont bien plus
faibles (de 3 ordres de grandeur) que celles mesurées pour le chlore organique total trouvé
dans les précipitations, laissant suggérer une origine naturelle au chlore.

Le tableau 1. 1 permet de faire un bilan des données concernant les flux d’entrée de

chlore au sol par les dépots secs et humides.

Tableau 1.1. Bilan des données issues de la littérature concernant les flux d’entrée de chlore au
sol par dépots secs et humides.

Auteur Informations flux de chlore | flux de chlore | flux de chlore
supplémentaires total organique inorganique
Clarke et al. (2009) Dépots humides 0,5-220
(Europe) kg.ha.an
Svensson et al. (2010) Dépots secs 15-73% des

dépots totaux

6 kg.ha.an?
Redon et al. (2011) Est de la France <6 kg.ha.an?
Ouest de la France 50 kg.ha.an?
Oberg et Gron (1998) Danemark 0,38 kg.ha.an | 100 kg.ha.an™
Oberg (2003) Dépot global a 1,1 millions de | 33 millions de
I’échelle mondiale t.an’ t.an’

Classiquement il existe 2 sources externes d’éléments a un écosystéme terrestre peu
anthropisé : les dépbts atmosphériques et I'altération des minéraux du sol. Cependant, rares
sont les minéraux contenant du chlore dans les roches. Ainsi, seule I'altération de certaines
roches riches en minéraux contenant du chlore (sylvine et halite) conduit a un enrichissement
des sols en chlore inorganique, a des endroits trés localisés.

Les concentrations les plus importantes en Cl sont retrouvées dans les roches
sédimentaires de type évaporites (Melkerud et al., 1992). Les roches magmatiques de type
felsiques (silicatées), comme le granite, contiennent des teneurs en chlore inorganique plus
faibles que les roches meres mafiques (basalte). Les minéraux contenant du chlore

correspondent notamment a la halite (NaCl) ou a la sylvine (KCl). Lovett et al. (2005) estiment,
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dans le cadre d’une étude menée aux Etats-Unis, que la contribution de I’altération a la teneur

en chlore total du sol est de 2% pour un site développé sur roche mére granitique.

Dans les écosystemes anthropisés, Bastviken et al. (2013) rappellent que les entrées
de chlorures au sol d’origine anthropique par les irrigations ou les fertilisations représentent
une part importante, notamment sur sols agricoles. L’irrigation, méme avec une eau de faible
salinité (200 g Cl.m3) contribue a un apport de 1000 kg.ha.an™* (Xu et al., 2000). De cette facon,
elle peut conduire a une accumulation de chlore inorganique dans les sols (Rengasamy et al.,

2010).

Le salage des routes en hiver peut également augmenter la concentration en chlore
inorganique dans les eaux de surface et les eaux profondes, et donc indirectement dans les
sols par pollution diffuse (Ramakrishna et Viraraghavan, 2005). Ceci est d’autant plus marqué
dans les pays ol les précipitations sous forme neigeuse sont abondantes. Dans le Sud-Est de
la Suéde, Trojbom et al. (2008) estiment que I'apport de chlore inorganique par salage est de

35 a 56% du chlore inorganique total contenu dans le sol.

1.2.1.2 Apport de chlore a la surface du sol par le recyclage de litiére

Le chlore, du fait de sa forte électronégativité, est impliqué en tant qu’agent de
chloruration ou d’oxydation dans les systémes vivants (Neidleman et Geigert, 1986 ; Gribble
et al., 1992). Les chlorures participent a I'osmorégulation des cellules dans les plantes, ou la
quantité minimale requise est de 1g.kg™* (White et Broadley, 2001) et sont impliqués dans le
processus de photosynthese, ou ils jouent le réle de co-facteur d’enzymes (Winterton et al.,

2000).

Le chlore peut étre apporté a la surface du sol par la matiere organique issue des
végétaux, et plus particulierement par les dépots, la dégradation de litiere (feuilles, branches,
racines) et les pluviolessivats dans les écosystemes forestiers.

Van den Hoff et Thiry (2012) montrent que le prélévement annuel de chlore par une

forét de pin développée en Belgique sur un sol de type podzol est 9 fois supérieur a son besoin
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en chlore. L’excés de chlore inorganique retourne alors au sol par les pluviolessivats et par la
litiere.

Bien que le chlore soit majoritairement présent sous forme inorganique dans les
plantes, il apparait que la proportion de chlore organique augmente dans la plante au cours
de sa sénescence et de sa dégradation (Leri et Myneni, 2011). La litiere peut ainsi contenir a
la fois du chlore inorganique et du chlore organique (Johansson et al., 2003 ; Oberg et al.,

2005).

Bastviken et al. (2013), estiment I"apport de chlore par la litiére a 0,1-2,5 kg.ha.an"* sur
des écosystémes forestiers situés en France. En considérant une production annuelle
mondiale de litiere d’environ 54,8 milliards de tonnes, un ratio Cl/C moyen dans les produits
en décomposition de 0,1 mg.g* de matiére organique, alors 'apport de chlore au sol par la

végétation est de 5,5 millions de t.an™* (Oberg, 2003)

Le chlore apporté au sol par les pluviolessivats est deux fois plus important que celui
des dépdts atmosphériques (41 et 20 kg.ha.an, respectivement ; Redon et al., 2011). Il
dépend par ailleurs de la distance a I'arbre (Oberg, 2003). Oberg (2003) estime le dépét annuel
de chlore organique par les pluviolessivats a 0,04 g.m?, soit 2,25 millions de t.an a I’échelle

du globe.

1.2.2 Les sorties de chlore hors des sols

Les pertes de chlore par drainage profond ou drainage latéral des solutions de sol qui
vont rejoindre les nappes ou rivieres sont documentées principalement pour le chlore
inorganique (Bastviken et al., 2013). Les données sur les pertes de chlore organique par
drainage sont rares. Oberg et al. (1998) rapportent cependant que les eaux de drainage
semblent contenir une concentration en chlore organique deux fois plus faible que celle en
chlore inorganique dans le cas d’'une étude menée sur une forét située au Danemark. Oberg
et Gron (1998) estiment que le transport par drainage de chlore organique est de 0,07 g.m2.an
!, soit 0,63 kg.ha.an! dans une étude menée dans une forét d’épicéa située au Danemark.
Considérant une concentration moyenne de carbone dans les eaux de drainage de 50 mg.L*

et un ratio Clo/C de 2 mg de Clo.g* C, alors on obtient une concentration moyenne a I'échelle
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mondiale de chlore organique dans les eaux de drainage de 100 pg.L™! et un transport annuel

de 4,7 millions de tonnes (Oberg, 2003).

Par ailleurs, bien qu’étant considéré comme un flux faisant partie du cycle biologique
interne a I’écosysteme, le prélevement de chlore par les plantes constitue également une voie
d’exportation du chlore hors du sol. Les plantes doivent en effet absorber suffisamment de
chlore inorganique pour remplacer les pertes par chutes de litieres, lessivage/lixiviation des
feuilles et permettre une accumulation de Cl dans la biomasse. De la méme fagon,

I’exploitation du bois de forét constitue une perte de chlore de I'écosystéme.

Van den Hoff et Thiry (2012) précisent qu’une proportion de chlorures peut également
quitter le sol par volatilisation. Oberg et Gron (1998) rapportent en effet que la fragmentation
de substances chlorées dans les sols peut conduire a la formation de composés chlorés
volatils. Les pertes de chlore du sol sous forme gazeuse sont observées dans une large gamme
d’écosystémes (Dimmer et al., 2001 ; Rhew et al., 2002 ; Albers et al., 2011) et dans différentes
régions climatiques (Yokouchi et al., 2002 ; Rhew et al., 2008 ; Albers et al.,, 2011). Il a
également été observé que ces flux varient avec la saison (Dimmer et al., 2001 ; Haselmann
et al., 2002). De précédentes études identifient 7 composés organochlorés volatils principaux.
Les plus importants correspondent au chlorométhane et au chloroforme (Hoekstra et al.,
2001 ; Haselmann et al., 2002 ; Wang et al., 2007 ; Mead et al., 2008). Dimmer et al. (2001)
ont évalué les émissions naturelles de chloroforme et de chlorométhane dans une forét de

coniféres 3 0,13 g.m?.an! et 0,04 g.m2.an’?, respectivement.

La figure 1. 1 permet de faire un bilan des principales sources d’apports (flux d’entrée) et de

pertes (flux de sorties) de chlore aux sols.
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Figure 1.1. Principales sources d’apports (flux d’entrée) et de perte (flux de sortie) de
chlore au sol.

Les teneurs en chlore dans les sols sont donc le résultat de flux d’entrées (apports de chlore
au sol) et de flux de sorties (perte de chlore au sol). Ces flux correspondent a la fois a des flux
de chlore inorganique et de chlore organique, bien que les flux de chlore inorganique soient

dominants.

1.3 Concentrations, stocks et parametres qui influencent la
répartition des teneurs en chlore dans les sols

1.3.1 Concentrations et stocks de chlore dans les sols

Le tableau 1. 2 permet de faire un bilan des données connues sur les teneurs en chlore
dans les sols. Les teneurs moyennes en chlore total mesurées dans les sols sont comprises
entre 20 et > 1000 mg.kg. La fraction de masse séche que représente le chlore dans les sols,
d’environ 0,01-0,5%, est du méme ordre de grandeur que celle du phosphore (0,03-0,2%)
(Oberg et al., 2002).

Dans les horizons de surface, les teneurs en chlore organique des sols sont en général
supérieures a celles du chlore inorganique et représentent 80% du stock de chlore total

(Oberg, 2003 ; Van den Hoff et Thiry, 2012 ; Pupier et al., 2015). Une étude menée au
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Danemark estime le stock de chlore organique dans un sol forestier a 630 kg.ha* (Oberg et
Gron, 1998). Par ailleurs, différentes études mesurent des teneurs en chlore organique
nettement supérieures (2 a 5 fois) dans I’horizon organique de surface (45-1041 mg.kg™!) que
dans les horizons plus profonds (25-340 mg.kg™') (Asplund et al., 1994 ; Redon et al., 2011 ;
Pupier et al., 2015). A l'inverse, le rapport Clo/C augmente avec la profondeur, de 1 dans la
litiere a 7 dans les couches profondes, et indique donc une préservation du chlore organique
par rapport au carbone. Ceci suggére que les formes de chlore en profondeur sont faiblement
biodisponibles et/ ou plus résistantes a la biodégradation (Oberg et al., 1998 ; Redon et al.,
2011 ; Bastviken et al., 2013).

En considérant que le stock de carbone dans le sol dans le monde est de 1456 milliards
de tonnes, que le rapport Clo/C moyen est de 2,3, alors le stock de chlore organique dans la
pédosphere (en considérant la totalité du profil) pourrait étre équivalent a 3350 millions de

tonnes (Oberg, 2003).

La concentration en chlore inorganique dans les sols, quant a elle, est comprise entre
37 et 130 mg.kg* de sol, ce qui représente un stock dans les 15 premiers centimétres de sol
compris entre 2 et 8 mg.m? (Johansson et al., 2000 ; Rodstedth et al., 2003). Dans les horizons
de surface, la teneur en chlore inorganique est donc inférieure a la teneur en chlore
organique. Cependant, en considérant que |'épaisseur totale des sols dans le monde est
d’environ 2 métres, que la densité moyenne des sols et de 1g.cm? et que la concentration en
chlore inorganique moyenne est de 100 mg.kg™* de sol, alors le stock de chlore inorganique
dans la pédosphere (en considérant la totalité du profil) est estimé a 24 milliards de tonnes
(Oberg, 2003). Ce stock de chlore inorganique calculé en considérant la totalité du profil de

sol est donc supérieur a celui du chlore organique.
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Tableau 1.2.

chlore dans les sols

Bilan des données issues de la littérature concernant les teneurs et les stocks en

Teneurs en chlore

Auteur

Type d’écosystéme

étudié

Teneur en

chlore total

Teneur en
chlore

organique

Teneur en
chlore

inorganique

Oberg et al. (2002)

20-1000 mg.kg*

Asplund et al
(1994) ; Redon et al.
(2011) ; Pupier et al.
(2015)

Horizon de surface

45-1041 mg.kg*

Horizon profond

25-340 mg.kg?

Johansson et al.
(2000) ; Johansson
et al. (2003) ;
Rodstedth et al.

(2003)

Ecosystéme

forestier (Suéede)

37-130 mg.kg?

Redon et al. (2012) Agricole 19-100 mg.kg*
Prairie 13-1248 mg.kg*
Forestier 34-340 mg.kg?
Redon et al. (2011) Forestier 90 mg.kg*
Cultivé 50 mg.kg*
Prairie 54 mg.kg*

Stocks de chlore

Auteur Type d’écosystéme | Stocks de chlore | Stocks de chlore Stocks de
étudié total organique chlore
inorganique
Oberg (2003) Stock mondial dans 3350 millions | 24000 millions
la pédosphére det det
Horizon de surface 80% du chlore
total
Oberg et Gron Ecosystéme 630 kg.ha™
(1998) forestier
(Danemark)
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Contrairement aux flux, les stocks de chlore dans les horizons de surface des sols sont
principalement dominés par le chlore organique. La répartition du chlore dans les sols semble
donc influencée par des processus de formation (chloruration) et de dégradation

(déhalogénation) de chlore organique.

1.3.2 Parametres qui influencent la répartition des teneurs en chlore dans les
sols

La répartition des teneurs en chlore organique et inorganique dans les sols dépend des
flux d’entrée et de sortie de chlore hors des sols mais également des processus de chloruration
et de déhalogénation dans les sols. Ainsi, les paramétres microbiologiques des sols, et
indirectement les paramétres physico-chimiques et le climat influencent ces processus de

transformation et stockage de chlore dans les sols sous une forme organique.

Redon et al. (2011) trouvent que les teneurs en chlore des sols varient selon les
occupations végétales : les teneurs en chlore total sont plus importantes sous couvert végétal
forestier (en moyenne de 90 mg.kg) que sous couvert végétal cultivé ou de prairie (en
moyenne 50 et 54 mg.kg?, respectivement ; tableau 1.2). Ces résultats sont en accord avec
Redon et al. (2012), qui trouvent des teneurs en chlore total moyennes comprises entre 19 et
100 mg.kg* dans des horizons de surface (0-30 cm) de sols agricoles, entre 13 et 1248 mg.kg"
! dans des horizons de surface de sols de prairie (1248 mg.kg™! mesuré dans un sol salés) et
entre 34 et 340 mg.kg! dans des horizons de surface de sols forestiers. Johansson et al. (2003)
mesurent également des concentrations en chlore organique plus faibles dans des sols

développés sous foréts de feuillus que dans des sols sous foréts de coniferes.

Enfin, le pH des sols ainsi que leur teneur en carbone semblent étre corrélés avec les
teneurs en chlore. Redon et al. (2012) montrent que la teneur en chlore total des sols
augmente avec une diminution du pH. Par ailleurs, Redon et al. (2011, 2012), trouvent que la
teneur en chlore total et la teneur en chlore organique sont étroitement liées a la teneur en
carbone organique des sols et plus généralement a la teneur en matiére organique. lls
montrent que la teneur en chlore organique est plus importante pour des sols forestiers a

fortes teneurs en carbone et a faible pH.
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La répartition des teneurs en chlore des sols semble également dépendre des
parametres microbiologiques des sols. En conditions contrdlées, Bastviken et al. (2007)
montrent en effet la rétention rapide du chlore inorganique par les microorganismes : 20% du
chlore inorganique ajouté initialement au sol est incorporé dans la biomasse microbienne en
5 jours (Bastviken et al., 2007). Ces résultats suggerent que de fortes quantités de chlore sont
retenues dans la biomasse microbienne des sols. Par ailleurs, Bastviken et al. (2009) trouvent
gue le processus de formation du chlore organique dans les sols est principalement gouverné

par des processus microbiologiques qui impliquent des activités enzymatiques.

1.4 Processus de chloruration et de déhalogénation

1.4.1 Processus de chloruration dans les sols

1.4.1.1 Taux de formation de chlore organique

En termes de taux de formation du chlore organique, Bastviken et al. (2007) montrent,
grace a une expérience de tracage au 3°Cl, une formation de chlore organique en 4 mois, qui
correspond a une rétention de 4% du chlore inorganique. La formation de chlore organique
dans le sol est estimée a 0,036 g.m? dans une étude menée au Nord du Danemark sur des sols
forestiers (Oberg et al., 1998). Un taux de transformation du chlore inorganique ajouté en
chlore organique de 1,4-90 ng.g sol. jour? est observé suite a la mise en place de dispositifs
d’incubations (Gustavsson et al., 2012). Oberg et al. (2005), quant a eux, estiment par
modélisation le taux de chloruration dans des sols forestiers a 2-13 kg.ha.an’. Oberg et al.
(1996) montrent, grace a des expériences réalisées en conditions controlées, que la formation
de chlore organique lors de la décomposition d’aiguilles d’épicéa atteint 50 mg.kg* d’aiguilles
jusqu’a ce que 30-40% de la litiere soit dégradée (3-4 ans). Ensuite, cette concentration baisse

rapidement jusqu’a devenir nulle.
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1.4.1.2 Parameétres influengant la chloruration dans les sols

Concernant la possible influence du climat, Johansson et al. (2004), suggerent que,
comme la formation de chlore organique a été observée dans diverses études sous différents
climats et pour différents types de sols, le climat n’a pas ou peu d’impact sur le processus de
chloruration. Cependant, I'apport de chlore par les précipitations peut conduire a une
augmentation de la teneur en chlore dans les sols et ainsi influencer les taux de formation de
chlore organique. De plus, une partie de la formation de chlore organique a lieu
principalement pendant la dégradation de la litiere et est de ce fait dépendante de la saison
(Myneni et al., 2002 ; Leri et Myneni, 2011). Oberg et al. (1996) démontrent un effet de la

saison avec une formation de chlore organique maximale en automne et minimale en été.

Bien que le processus de chloruration ait lieu dans tous les types de sols (Redon et al.,
2012), le type d’occupation du sol semble avoir une influence sur le taux de formation du
chlore organique. Johansson et al. (2004), mettent en évidence que la concentration en chlore
organique ainsi que le rapport Cltot/C est plus important dans un sol de forét que dans un sol
deriziere. Redon et al. (2012) observent également que les teneurs en chlore organique sont
plus importantes dans un sol forestier que dans un sol cultivé ou un sol de prairie.

Par ailleurs, les taux de chloruration ne sont pas identiques dans tous les horizons du
sol. Bastviken et al. (2013) rapportent que la formation de chlore organique est plus

importante dans la litiere que dans les couches de sol plus profondes.

1.4.1.3 Processus biotique

Les processus de chloruration, observés dans tous les types de sols (Redon et al., 2012 ;
Bastviken et al., 2013) seraient liés au recyclage de la matiére organique (Oberg et al., 1998 ;
Winterton et al., 2000) et seraient essentiellement liés a I'activité microbienne du sol
(Verhagen et al., 1998 ; Bastviken et al., 2009). Bastviken et al. (2007) montrent en effet, dans
le cadre d’une expérience d’enrichissement de sol au 3¢Cl, une rapide rétention dans les sols
de chlore inorganique par les microorganismes, en accord avec une formation sur le long
terme de chlore organique. Ces auteurs indiquent que la formation de chlore organique par

un processus biotique est optimale en présence d’oxygene et a une température de 20°C
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(Bastviken et al., 2009). Cependant, dans leur expérimentation, les auteurs n’incluent pas de
sol stérile servant de témoin. Les mesures sont réalisées uniquement sur un sol non stérile et
ne permettent pas de comparer les teneurs en chlore en I'absence de microorganismes. De
ce fait, il serait pertinent de comparer un sol stérile & un sol non stérile. Oberg et al. (2002) et
Gribble et al. (2003) associent la formation de composés organochlorés a I'activité des
champignons, des lichens, de certains organismes marins ou encore des insectes. Matucha et
al. (2007) démontrent également grace a une expérimentation menée sur des sols forestiers,
la formation d’acides chloroacétiques et de chloroforme par des processus microbiologiques

impliqués dans la dégradation de substances humiques.

1.4.1.4 Les organismes responsables de processus de chloruration

Le processus de chloruration semble le résultat de I'activité de nombreux organismes
comme les bactéries, les champignons, les plantes, les algues, les insectes et les mousses
(Clutterbuck et al., 1940 ; Hunter et al., 1987, delong et Field, 1997 et Oberg et al., 2002).
Harper et al. (1995) montrent la formation de chlorométhane par des champignons qui
méthylent les chlorures. Les Basidiomycetes sont les principaux champignons a étre impliqués
dans la synthése de composés organiques chlorés (Verhagen et al., 1998). En effet, 20 familles
et 68 genres de Basidiomycetes produisent des composés halogénés de faible poids
moléculaire avec plus de 81 métabolites chlorés. Les deux grandes catégories de métabolites
halogénés produits par les Basidiomycetes sont les composés aromatiques halogénés et les

composés aliphatiques halogénés (deJong et Field., 1997).

1.4.1.5 Meécanisme microbien de chloruration

La chloruration est un processus qui peut avoir lieu a I'intérieur comme a I'extérieur
des cellules microbiennes.

La chloruration intracellulaire est régulée par des processus enzymatiques. Les
enzymes impliquées correspondent a des halogénases et des perhydrolases. Dans ce cas, la
chloruration sert a la détoxification ainsi qu’a la production de composés chimiques
(antibiotiques), d’hormones, ou encore de phéromones qui servent de défense (vanPee et al.,

2003).

22



Le processus extracellulaire, quand a lui, se produit suite a I'action d’enzymes telles
gue des hemes ou des haloperoxidases (vanPee et al., 2001) et conduit dans un premier temps
a la formation de chlore réactif (HOCI) suite a la réaction entre les ions chlorures (Cl°) et le
peroxyde d’hydrogéne (H20;) (réaction 1). Le chlore réactif (HOCI) ainsi formé est un oxydant
fort qui réagit avec la matiére organique des sols et notamment les acides humiques (AH) pour
former des composés organochlorés (ACl) (réaction 2) (Hoekstra et al., 1999 ; vanPee et

Unversucht, 2003).

Réaction 1 : H,0; + CI" + H* + Enzyme = HOCI + H20 + Enzyme
Réaction 2 : HOCIl + AH = ACl + H20

Dans ce cas, la production de chlore réactif a pour objectif de servir de bactéricide
utilisé par les phagocytes pour détruire les microorganismes invasifs (Apel et Hirt, 2004). ||
joue le role d’antibiotique qui va éliminer les compétiteurs d’'une méme ressource (Bengston

et al., 2009) .

Le processus de chloruration dans les sols est par ailleurs issu d’un processus de
défense des microorganismes contre l'oxygéne ou d’autres molécules oxydantes. Un
dysfonctionnement du systéme de régulation de I'oxygene et de ses métabolites produit
I’'espéce H;0; qui est a I'origine d’un stress oxydant. Cette espéce est beaucoup plus toxique
que l'oxygeéne lui-méme (Gardés-Albert et al., 2003). En cas de stress oxydatif, les
microorganismes integrent le chlore inorganique et forment du chlore réactif a I'aide de leurs
enzymes. Le chlore réactif réagit alors avec la matiére organique des sols pour former des

composés organiques chlorés (Bengston et al., 2012).

Le processus de chloruration peut également avoir pour objectif I'alimentation des
microorganismes. Les enzymes de type chloroperoxydase ont par exemple la capacité de
briser des liaisons C-C de composés organiques réfractaires, les rendant alors plus
biodisponibles (Hoekstra et al., 1999 ; vanPee et Unversucht, 2003). DeJong et Field. (1997) et
Johansson et al. (2000) démontrent que I'exposition de lignine au chlore réactif augmente sa

biodisponibilité. Les microorganismes principalement impliqués dans la dégradation de la
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lighine correspondent a des champignons, dont le plus important est Trametes versicolor

(Bergbauer et al., 1991).

1.4.1.6 Processus abiotique

Quelques études rapportent la formation de molécules organochlorées par des
processus abiotiques (Keppler et al., 2000 ; Bastviken et al., 2009 ; Clarke et al., 2009). Fahimi
et al. (2003) démontrent en effet que I'ajout de Fe?* ou de Fe3* a des substances humiques
conduit a une augmentation de la production de chloroacétates.

Les processus de chloruration biotique et abiotique peuvent donc avoir lieu en méme

temps dans les sols.

1.4.2 Processus de déhalogénation

De nombreux auteurs ont montré I'existence de processus de déhalogénation dans les
sols, qui correspondent a la minéralisation des composés organochlorés et qui conduisent a
la formation de chlore inorganique (Aplund et Grimvall, 1991; Oberg et al., 1998; Bastviken et
al., 2009 et Clarke et al., 2009). Ce processus de déhalogénation a lieu naturellement dans les
sols (Bastviken et al., 2013) et est le résultat de la dégradation de la matiere organique chlorée
ou l'utilisation de molécules organiques chlorées comme accepteur d’électrons par les
microorganismes (Pries et al., 1994). Lee et al. (2004) évaluent ainsi, grace a un modeéle de
Langmuir-Hinshelwood utilisé pour décrire la cinétique de déhalogénation des composés
organiques chlorés dans les sols, le taux de déhalogénation des éthylénes chlorés a 0,055-2,60

%. jour?

La figure 1. 2 permet de faire un bilan des teneurs en chlore mesurées dans les sols

ainsi que des taux de formation et de dégradation du chlore organique.
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Sol Horizon organique Chloruration

2-13 kg.ha.an?

Cligy : 20->1000 mg.kg?! cl,,: 45-1041 mg.kg* (Oberget al., 2005)
(Oberg, 2003) (Asplung et al., 1994; Redon et al., 2011;Pupier, 2015)
cl,,.: 80% du total

org*

(Redon et al,, 2012) Horizon minéral

Déhalogénation
Supposé égale ala

Cliy: 3,7.10%1,1.10°mg.kg! Cly,g: 25-340 mg.kg™ chloruration

(Johansson et al., 2000, 2002; (Asplung et al., 1994; Redon et al., 2011;Pupier, 2015)

Rodstedth et al., 2003) L
Substrat

Figure 1.2. Teneurs en chlore des sols et processus de formation et de dégradation du
chlore organique.

Les processus de chloruration et de déhalogénation se produisent parallelement dans
les sols (Asplund et Grimvall, 1991 ; Grimvall et deLeer, 1995 ; Clarke et al., 2009) et dans les
calculs de bilan de masse, les taux de chloruration et de déhalogénation sont considérés

comme étant du méme ordre de grandeur (Oberg et al., 2005).

La mesure des teneurs en chlore est nécessaire a I'étude des processus de formation
et de dégradation du chlore organique. Diverses méthodologies sont proposées dans la

littérature.

1.5 Les techniques d’étude du chlore des sols

Cette partie présente les principales techniques d’analyses qui sont employées dans la
littérature pour mesurer les teneurs en chlore total, chlore inorganique et chlore organique
dans des échantillons solides ou liquides ainsi que pour suivre I’évolution des formes de chlore
dans les sols au cours du temps. Dans toutes les méthodes, la mesure de la teneur en chlore
organique et en chlore inorganique nécessite une étape préliminaire d’extraction de la

fraction de chlore la plus labile du sol.
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1.5.1 Extractions du chlore organique et du chlore inorganique d’un
échantillon de sol

Bien que la littérature fasse référence a une grande diversité de protocoles (Asplund
et al., 1994 ; Bastviken et al., 2007), le principe reste assez similaire. En bref, le sol subit une
extraction a 'aide d’une solution de nitrates. Apreés filtration, le sol résiduel contient le chlore
organique non extractible tandis que le filtrat contient le chlore inorganique et le chlore
organique extractible du sol. Pour séparer ces deux fractions, du charbon actif qui permet
I’'adsorption du chlore organique extractible est ajouté au filtrat (Bastviken et al., 2007). Apres
filtration, le charbon actif contient le chlore organique extractible alors que le filtrat
correspond au chlore inorganique. Apres ces étapes d’extractions, le chlore organique non
extractible et le chlore organique extractible peuvent étre mesurés par les différentes
méthodes détaillées ci-dessous. Le chlore inorganique, quand a lui, est mesuré par

chromatographie ionique.

1.5.2 Mesures des teneurs en chlore des sols.

1.5.2.1 Analyseur élémentaire de composés organiques halogénés (AOX)

La teneur en chlore (total et organique) d’un échantillon de sol peut étre déterminée
a I'aide d’un analyseur d’AOX. Cet appareil permet de déterminer les teneurs en halogénes
totaux d’un échantillon. Les valeurs obtenues correspondent a la somme des concentrations
en brome, en iode et en chlore. Cependant, Brady et Weil (2002) rapportent que le chlore est
I’'halogéne le plus abondant dans le sol et que la somme des teneurs en iode et en brome est
généralement inférieure a 1% et peut de ce fait étre considérée comme négligeable. De cette
facon, les teneurs en halogenes mesurées par AOX sont considérées comme égales aux

teneurs en chlore.

L'analyseur d’AOX a initialement été développé pour déterminer la teneur en chlore
(total et organique) d’un échantillon liquide. Son utilisation est appliquée a la détection de
contaminations et de bio-déchets aquatiques, encadrée par la norme NF 16166, établie en

2012. Son utilisation pour la détermination des teneurs en chlore dans des échantillons solides
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ainsi que pour la mesure des composés organiques volatils a été adaptée par la suite

(Bastviken et al., 2007).

Lors de I'analyse de la teneur en chlore d’un échantillon de sol par un analyseur d” AOX,
I’échantillon préalablement broyé est introduit dans I’analyseur d’AOX ou il subit une
combustion sous flux d’oxygéne a 1000°C. Les halogénures ainsi formés sont ensuite mesurés
par une cellule de titration microcoulométrique. La teneur en chlore est ainsi directement

obtenue.

1.5.2.2 Activation neutronique

Les teneurs en chlore des sols peuvent étre mesurées par une technique dite
d’activation neutronique (Redon et al., 2011). La méthode consiste a irradier un échantillon
par un flux de neutrons. Cette réaction nucléaire provoque la transformation des éléments
chimiques contenus dans I’échantillon en isotopes instables. Ces isotopes sont ensuite
identifiés et quantifiés grace a I'étude de leur spectre. Cette méthode est non destructive, sa
limite de détection peut parfois atteindre les 1012 g et elle ne nécessite pas de préparation
d’échantillons supplémentaire. Elle constitue cependant une méthode de mesure trés

couteuse.

1.5.3 Méthode de suivi de I’évolution des formes de chlore dans les sols

Les études qui supposent une origine microbienne aux processus de chloruration et de
déhalogénation dans les sols utilisent parfois une approche isotopique qui permet le suivi de
molécules de chlore marquées et leur transformation entre des pools inorganiques,
organiques et microbiens (Bastviken et al., 2007 ; Bastviken et al., 2009 ; Rohlenova et al.,
2009). Ce suivi est réalisé a I'aide de I'isotope radioactif 3¢Cl, qui, d’'un point de vue chimique,
se comporte comme les isotopes naturels et stables de chlore. Cependant, comme il n’a pas
le méme nombre de neutrons, il peut étre distingué des autres isotopes. Bastviken et al.
(2007), (2009) et Rohlenova et al. (2009) ont mis en place ce suivi en enrichissant les sols
étudiés en 36Cl, ajouté sous forme inorganique. Aprés mise en incubation des sols enrichis, le

36C| des sols est mesuré a 'aide d’'un compteur a scintillation dans les différentes fractions de
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chlore (organique et inorganique). La présence de 3°Cl organique dans les sols aprés
incubations montre une formation de chlore organique au cours du temps (chloruration).
Cette méthode de suivi au 3¢Cl constitue une méthode précise, fiable qui permet une mesure
directe de I'échantillon et I'estimation des taux de chloruration. Cependant, le suivi de
I’évolution des formes de chlore a I'aide du traceur 36Cl nécessite beaucoup de précautions de
manipulation, du fait de sa radioactivité et ne permet pas de réaliser aisément les mesures
complémentaires nécessaires au suivi des parameétres microbiologiques. Un marquage
isotopique utilisant un isotope stable, tel que le 3’Cl, mériterait d’étre envisagé mais les

méthodes de mesure de ces isotopes sont tres rares.

1.6 Conclusion sur [|'état de connaissance actuel des processus de
chloruration et de déhalogénation dans les sols.

Les stocks de chlore dans les sols sont principalement dominés par le chlore organique
(Clorg) tandis que les flux (apports et pertes) de chlore se font surtout sous forme de chlore
inorganique (Svensson et al., 2007 ; figure 1. 3). Cependant, Nyberg et al. (1999) ; Rodstedth
et al. (2003) ; Bastviken et al. (2006) ; Svensson et al. (2010) notent un déséquilibre entre les
entrées (sous forme de dép6ts de chlore inorganique (Clin)) et les sorties de chlore a I'échelle
du bassin versant. Le sol semble pouvoir agir (i) soit comme un puits, avec Cli, entrée > Cli,
sortie : une partie du Clin « entrée » est immobilisée dans le sol sous la forme de Clo, ce qui
suggere la dominance du processus de chloruration, (ii) soit comme une source de chlore ,
avec Clin entrée < Cli, sortie . Le Cli, sortant du sol correspond a la lixiviation des flux Clin
« entrée » et des flux Clo transformé en Cli, par le processus de déhalogénation.

Concernant les processus de transformation du chlore dans les sols sur le long terme,
les bilans établis dans la littérature considérent le plus souvent des taux de chloruration

identiques aux taux de déhalogénation (figure 1. 3 ; Oberg et al., 2005 ; Bastviken et al., 2013).

La littérature met en évidence une influence de la teneur en matiére organique, du pH,
du couvert végétal et des microorganismes (via leurs activités enzymatiques) sur la répartition
des teneurs en chlore dans les sols. Cependant, le réle des microorganismes sur cette
répartition, tout comme celui des paramétres environnementaux qui la controle, sont encore

mal compris. De la méme fagon, les processus de formation (chloruration) et de dégradation
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(déhalogénation) du chlore organique dans les sols sont encore peu documentés. L’origine,

supposée microbienne, du processus de chloruration n’a en effet pas encore été clairement

démontrée. La formation de chlore organique en conditions abiotiques est encore peu

étudiée, notamment en termes de cinétique. Les études qui supposent une origine

microbienne au processus de chloruration (Bastviken et al., 2007 ; Bastviken et al., 2009 ;

Rohlenova et al., 2009) emploient toutes une méthodologie identique qui fait intervenir un

suivi par tracage isotopique a 'aide de I'isotope radioactif 36Cl. Cette technique d’étude, bien

que tres précise, nécessite des précautions de manipulations qui limitent la mesure et le suivi

des parametres microbiologiques des sols, pourtant nécessaires pour démontrer |'origine

microbienne du processus de chloruration.

Exportation de biomasse

Pluviolessivats
Cly: 41 kg.ha.an™
(Redon et al., 2011)

Prélévement
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Dépots secs et humides
Cloy: 20 kg.ha.an™
L. (Redon et al., 2011)
Emissions gazeuses
Clyg: 380 g.ha.an?
(Laniewski et al., 1995; Oberg and
Gron, 1998)

cl,,.: 0,04-0,13 g.m?.an!

org*

(Dimmer et al., 2001)

Cl;,: 6-100 kg.ha.an?
(Oberg and Gron, 1998; Redon et
al,, 2011)

h 4

Secs:
Clig: 15-73% dépét total
(Svensson et al.,, 2010)

Humides
Cl: 0,5-220 kg.ha.an™!
(Clarke et al., 2009)

Litiere
Clio: 0,1-2,5 kg.ha.an?

\(Bastviken et al.,, 2013)

Sol

Clyyy : 20->1000 mg kg™
(Oberg, 2003)

Horizon organique

Cl,g: 45-1041 mg.kg™

(Asplung et al., 1994; Redon et al., 2011;Pupier, 2015)

T~

Chloruration

2-13 kg.ha.an!
(Oberg et al., 2005)

_—
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(Redon et al., 2012)

Cl;,: 3,7.10%1,1.10°mg.kg*
(Johansson et al., 2000, 2002;
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(Asplung et al., 1994; Redon et al., 2011;Pupier, 2015) /

Clm -—

Déhalogénation
Supposé égale a la
chloruration

Clarg
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Rodstedth et al., 2003)
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Clior: 2% (Lovett et al., 2005)

Figure 1.3. Bilan des données obtenues dans la littérature sur le chlore dans les sols. Les
stocks contenus dans le sol sont identifiés en rouge. Les apports de chlore au sol (flux
d’entrées) sont représentés par des fleches bleues. Les pertes (flux de sorties), quant a

elles, correspondent aux fleches vertes. Les données sont issues des travaux cités
précédemment.
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1.7 Objectifs de la these

L'objectif général de cette étude est d’améliorer la compréhension des processus
biotique et abiotique amenant a la formation du chlore organique dans les sols. Nos travaux
visent notamment a mettre en évidence le role des microorganismes (abondance, activité)
dans les processus biotiques de chloruration.

Pour cela, plusieurs approches complémentaires comprenant des mesures in situ et

des expériences au laboratoire ont été utilisées sur des sols contrastés.

La premiére partie de ce travail correspond au chapitre « Matériels et méthodes » dans
lequel seront explicitées les méthodes employées pour obtenir les résultats présentés dans
les chapitres suivants. Les types de sols étudiés, les techniques d’extraction et de mesure des
teneurs en chlore, les analyses physico-chimiques et microbiologiques ainsi que celle

permettant le suivi de la formation de chlore organique y sont notamment abordés.

Les résultats obtenus font I'objet de plusieurs chapitres. Le premier (chapitre 3) est
consacré au développement des méthodes (i) d’extraction des échantillons de sol et (ii) de
mesure des teneurs des différentes formes de chlore dans les sols. Différentes protocoles
d’extraction du chlore nécessaires a la mesure des teneurs par AOX, par activation
neutronique, et par ICP MS HR ont été testés. Ensuite, I'influence de certains parametres de
mesure a été déterminée afin d’optimiser la méthode de mesure des teneurs en chlore par

AOX.

Dans le second chapitre de résultats (chapitre 4), les teneurs en chlore total et chlore
organique ont été mesurées dans des sols présentant des caractéristiques physico-chimiques
et biologiques contrastées, a différentes saisons sur 3 années. Les échantillons ont été
prélevés dans I’horizon organo-minéral de surface (0-20cm) car c’est I’horizon le plus riche en
carbone et en microorganismes. Par ailleurs, nous faisons I’hypothése qu’il s’agit de la partie
du sol ou le phénomeéne de chloruration biotique est le plus facilement observable. Les
échantillons ont été prélevés sur différents substrats et sous différentes occupations
végétales, a des saisons contrastées. Plus précisément, deux sols ont principalement été

étudiés : I'un développé sur gres siliceux dans les Vosges sous couvert végétal forestier ainsi
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que sous prairie, et I'autre sur substrat carbonaté localisé en Meuse, sous culture et sous forét.
Ces échantillons de sols ont été prélevés a trois saisons (mars 2012, juin 2013 et mars 2014).
Les relations entre les quantités de chlore et les propriétés physico-chimiques et

microbiologiques des sols ont ensuite été étudiées.

Dans un troisieme chapitre (chapitre 5), la contribution de I’activité microbienne au
processus biotique de chloruration a été étudiée au laboratoire. Pour cela, des incubations
ont été réalisées avec des échantillons de sols selon plusieurs modalités : stérilisés inoculés
par les bactéries autochtones ou stérilisés non inoculés sur des périodes de temps de quelques
semaines a plusieurs mois. Ces incubations ont été effectuées avec un ajout de chlore
inorganique sous forme de sel NaCl, avec un suivi au cours du temps de |’activité microbienne
et des formes organique et inorganique du chlore par analyseur d’AOX. Par ailleurs, la mesure
de la spéciation du chlore organique (aliphatique, aromatique) dans les échantillons issus de

ces incubations a été testée par spectrométrie XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure).

Enfin, dans le dernier chapitre de résultats (chapitre 6), afin de préciser la dynamique
du chlore inorganique et le taux de chloruration, une expérience d’incubation a été réalisée,
en enrichissant le sol par ajout de 3’ Cl sous forme de sel Na¥’Cl. Les incubations ont été
réalisées avec du sol stérilisé et ré-inoculé ou non par la microflore du sol. Ce marquage au
37Cl a permis un suivi de I"évolution du chlore inorganique ajouté au cours du temps de
I'incubation. Des parameétres microbiologiques des sols (activités enzymatiques, activités de
respiration) ont également été mesurés au cours du temps. Les analyses du chlore isotopique
ont été réalisées a I'aide d’un ICP MS HR en collaboration avec le laboratoire LCABIE de
I’'Université de Pau. Ce chapitre fait I'objet d’'une publication en révision dans le journal Soil

Biology and Biochemistry.

Enfin, le chapitre 7 est une discussion générale de I'’ensemble des résultats et propose
de nouvelles perspectives d’étude de la dynamique du chlore organique dans les sols et du
role des microorganismes sur les processus de chloruration et se termine par les conclusions

générales de I'étude.
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Chapitre 2

Matériel, dispositifs expérimentaux et
méthodes d’analyses
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2 Matériel, dispositifs expérimentaux et
méthodes d’analyses

2.1 Matériel : Sites et sols étudiés

Les horizons de quatre types de sols développés dans des contextes environnementaux
(substrat, couvert végétal) contrastés ont été prélevés et étudiés : deux sols développés sur
roche calcaire et deux sols développés sur roche acide. L’'origine et la nature différente de ces
deux sols devaient permettre d’observer les éventuelles différences ou similitudes de
comportement du chlore dans des environnements variés. L'échantillon de sol prélevé
correspond toujours a I’horizon organo-minéral de surface (A1, 0-20 premiers centimétres)
car il s’agit de I’horizon le plus riche en chlore (Redon et al., 2011). Un sol a teneur en chlore

certifiée a également été utilisé afin d’évaluer la justesse et la fidélité de nos mesures.

2.1.1 Description des sites et des sols prélevés

Les échantillons de sol prélevés sur roche calcaire sont issus du site de 'OPE! de
I’ANDRAZ a Bure (55), en Meuse, prés de la commune de Montier sur Saulx. Le site est localisé
a une altitude de 339 metres. Le climat est continental avec une température moyenne
annuelle de 10 °C et une pluviométrie de 1050 mm (Andra (2009)). Plus précisément, les
échantillons de sols ont été prélevés sur les calcaires du Barrois et sous 2 couverts végétaux
différents : sous forét (essentiellement forét de hétre) et sous culture (champ de blé). Il s’agit
d’un sol brun calcaire sous culture (Calcaric cambisol) et d’'un sol brun calcique voire de

rendzine brunifiée sous forét (Calcic cambisol).

Les échantillons de sol prélevés sur roche acide, quant a eux, proviennent des Vosges
(88), a proximité du col du Haut Jacques. Le site est localisé a une altitude de 605 métres, et
son climat est continental avec une température moyenne annuelle de 10.4 °C pour une

pluviométrie de 1126 mm. Le substrat correspond au gres Intermédiaire. Les échantillons de

"' OPE : Observatoire pérenne de ’environnement
2 ANDRA : Agence nationale de traitement des déchets radioactifs
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sol ont été prélevés sous deux couverts végétaux différents : sous forét (essentiellement de
hétres, sapins et de pins) et sous prairie. Le sol sous forét correspond alors a un sol brun acide
(Adystic cambisol). Pour le sol sous prairie, I'identification n’a pas pu étre faite, a cause de sa

trop importante anthropisation.

Par ailleurs, un sol a teneur en chlore certifiée a été acquis en Janvier 2014. Il s’agit d’un
échantillon de terre de référence GBWQ07455 de chez Sylab, prélevé en Chine. Sa teneur
certifiée en chlore total est de 75 +/- 9 mg.kg™* (obtenue suite a des mesures inter-laboratoires

réalisées par le fournisseur).

En résumé, les échantillons de sols étudiés proviennent de deux sites de Lorraine, 'un situé
en Meuse et I'autre situé dans les Vosges. Sur chacun de ces sites les échantillons de sols ont
été prélevés dans I'horizon Al sous deux couverts végétaux différents : forét et prairie pour
le site des Vosges et forét et culture pour le site de Meuse. Les horizons de sols ont été
prélevés en plusieurs réplicas (3 ou 4) sur trois années consécutives (2012, 2013 et 2014). Par
ailleurs, un sol a teneur en chlore certifiée a également été étudié. Les échantillons de sols
sont désignés par des appellations qui sont celles utilisées dans tout le manuscrit (tableau 2.

1).

Tableau 2.1. Appellations données aux horizons de sols étudiés et nombre d’échantillons prélevés
chaque année, sur chaque site.

Site des Vosges Site de Meuse
Année de Forét Prairie Forét Culture
prélevement
2012 VF2012 MF2012 MC2012
(3 réplicas) (3 réplicas) (3 réplicas)
2013 VF2013 VP2013 MF2013 MC2013
(4 réplicas) (4 réplicas) (4 réplicas) (4 réplicas)
2014 VF2014 VP2014 MF2014 MC2014
(4 réplicas) (4 réplicas) (4 réplicas) (4 réplicas)
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2.1.2 Méthode d’échantillonnage et données météorologiques.

Les échantillons de sols des sites de Meuse et de Vosges (1.1 et 1.2) ont été prélevés
sur chaque site a trois dates de prélevements : mars 2012, juin 2013 et mars 2014, afin de
prendre en compte un éventuel facteur saisonnier.

En mars 2012, les sols ont été échantillonnés sur chaque site en trois points a quelques
meétres de distance. Chacun de ces points résulte de trois prélevements homogénéisés sur le
terrain. Trois échantillons composites sont ainsi obtenus pour chaque sol afin de limiter la
variabilité spatiale (figure 2. 1). En 2012, le sol brun développé sur roche acide (Adystic

cambisol) a été prélevé uniquement sous forét, et non sous culture.

P1 P2 P1 P2

L T
! !
(@) (©)

P3 P3
P1 P2

o @)

~N

®
|

P3 2m

® P: Prélevements de sol

. R: Echantillons compositesissus de I'homogénéisation des prélévements

Figure 2.1. Schéma explicatif de la méthode de préléevement des échantillons de sols.

Pour les prélevements réalisés en juin 2013 et en mars 2014, la méthode
d’échantillonnage était identique mais les sols ont été échantillonnés en quatre points. Un

échantillon supplémentaire a été ajouté par rapport a 2012 afin d’obtenir une moyenne plus
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représentative de I'éventuelle hétérogénéité du sol. Cette méthode de préléevements permet
ainsi d’obtenir quatre échantillons composites.

Dés le retour au laboratoire, une partie des sols échantillonnés est conservée en
chambre froide pour réaliser des analyses d’activités microbiennes dans les jours suivant le
préléevement. Une autre partie des sols est conservée a -20 °C pour la quantification des génes
microbiens. Le reste des sols est séché a I'air pendant plusieurs semaines, puis tamisé a 2 mm
et broyé finement avant les analyses de chlore et d’autres paramétres pour la caractérisation

des sols (analyses totales C, N, capacité d’échange cationique, cations échangeables...).

Les conditions météorologiques aux dates de prélévement des sols peuvent étre
définies par la hauteur de précipitations quotidiennes (mm) et par la température moyenne
sous abri (°C). Pour le site de prélévement des sols bruns acides, ces données météorologiques
sont issues de la station de mesure de Ban de Sapt, située a une altitude de 590 metres et a
une distance d’environ 20 km par rapport au lieu de prélevement des sols. La station de
mesure concernée pour le site de préléevements des sols bruns calcaires et calciques
correspond a celle de Houdelaincourt, située a 390 metres d’altitude et a une distance

d’environ 12 km par rapport au lieu de prélevement des sols.

2.2 Dispositifs expérimentaux : incubations

Des expériences d’incubation des échantillons de sol ont été réalisées afin de mettre
en évidence I'effet de I'activité microbienne sur I’évolution des formes de chlore au cours du
temps. La mise en incubation des sols permet d’accroitre I'activité des microorganismes et de
comparer a des témoins abiotiques. Cette activité peut par ailleurs étre contrélée et suivie
tout au long de l'incubation ainsi que les formes de chlore a la fin des incubations. Trois
dispositifs d’incubation sous différentes modalités et conditions ont été mis en place. Les deux
premieres incubations ont été réalisées pour tester certains parametres tels que I'ajout de
chlore, le type de sol, les conditions d’incubation. Elles ont permis de définir les conditions de
la troisieme incubation qui a été réalisée avec ajout de 3’Cl inorganique pour suivre le
processus de chloruration, et la contribution de I'activité microbienne a ce processus. Pour

ces incubations, les sols ont été stérilisés et ré-inoculés par la microflore indigene.
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2.2.1 Stérilisation des sols

Pour la premiere incubation, les sols ont été stérilisés par autoclavage (Apave) : deux

étapes de stérilisation a 120 °C pendant 20 min avec 24 h d’intervalle.

Dans la deuxiéme et troisieme incubation, les sols ont été stérilisés par irradiation aux
rayonnements gamma (45-55 Kgray, Laboratoire lonisos, Dagneux, 01). lls ont pour cela été
répartis dans des sacs plastiques doubles (25 g/sachets) avant irradiation, pour faciliter la

manipulation en conditions stériles.

2.2.2 Extraction de la microflore des sols

Deux protocoles ont été utilisés pour extraire les bactéries des sols étudiés et inoculer
une partie des sols stérilisés. Ces deux protocoles ont été testés afin de conclure sur celui qui

permettrait d’extraire la plus grande quantité de bactéries.

e Extraction des bactéries par un gradient de Nycodenz

Pour réaliser cette étape de ré-inoculation, les bactéries ont été préalablement
extraites a I'aide d’une solution de Nycodenz par une méthode faisant intervenir un gradient
de densité (Balland et al, 2010): 5 g de sol sont ajoutés a 20 mL de solution de NaCl (8,5 g.L)
ainsi qu’a 5 g de billes de verre (2 mm de diameétre). L'ensemble est mis en agitation orbitale
pendant 1h. Ensuite, 15 mL de la suspension obtenue sont placés dans un tube (plastique) de
centrifugation de 50 mL. Un volume de 10 mL de solution de Nycodenz (1,3 g.mL™?) est ajouté
avec précautions dans le fond du tube. Le tube est alors centrifugé (Beckman Avanti TM J-25)
a 10000 rpm pendant 1 h a 4 °C. Apres centrifugation, une fine couche contenant les cellules
bactériennes a extraire s’est formée entre le surnageant et la solution de Nycodenz. Cette
couche est alors prélevée délicatement et placée dans un nouveau tube. Une solution de NaCl
(8,5 g.L!) est ensuite ajoutée au tube (jusqu’a remplissage du tube) qui est alors centrifugé a
10000 rpm pendant 10 min a 15 °C. Le surnageant est ensuite éliminé puis 200 uL de NaCl
(0,85 %) sont ajoutés au culot. Le contenu du tube est ensuite a nouveau centrifugé a 10000

rpm pendant 10 min a 15 °C. Cette étape de rincage est encore répétée deux fois puis le culot
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obtenu dans le fond du tube qui contient les cellules bactériennes apres centrifugation est re-

suspendu dans 500 plL d’eau ultrapure. Le tube est ensuite placé a 4 °C pour conservation.

Aprées cette étape d’extraction, le nombre de bactéries contenues dans la solution est
compté a l'aide d’un microscope (Nikon Eclipse 80i). Pour cela, un volume de 20 L de la
solution bactérienne diluée d’un facteur 100 est placé sur une cellule de Thoma. Cette cellule
correspond a une lame possédant un quadrillage composé de 16 grands carrés composés
chacun de 16 petits carrés. On compte alors le nombre de bactéries moyen contenu dans un
grand carré (obtenu aprés comptage pour 4 grands carrés). Ainsi, en connaissant le volume de
solution bactérienne placé sur la cellule, les dimensions de la cellule et le nombre moyen de
bactéries comptées dans un grand carré, on peut calculer le nombre de bactéries contenues
dans 1mL de solution bactérienne en appliquant la formule suivante : Nombre de cellules.mL
1= N x 2,5 X10°, avec N : nombre moyen de cellules compté dans un grand carré. Dans cette
étude, cette méthode d’extraction est réalisée sept fois et a permis d’extraire en moyenne

4,7.108 (+ 2,7.108) bactéries.mL* de solution.

¢ Extraction des bactéries selon la méthode de Binet (1999)

Selon le protocole de Binet (1999), 10 g de sol sont ajoutés a 10 g de billes de verre
(2mm) et 10 mL d’eau ultrapure puis agités pendant 1 h. La solution ainsi obtenue est ensuite
filtrée a 5 um (filtres Pall), placée dans un tube de centrifugation (plastique) puis centrifugée
une premiére fois a 3290 rpm pendant 1 min. De cette facon, les particules lourdes de sols
restantes dans la solution tombent au fond du tube. Le surnageant est récupéré, placé dans
un nouveau tube puis centrifugé une nouvelle fois a 32900 pendant 10 min. Le surnageant est
ensuite éliminé et le culot est re-suspendu dans 1 mL d’eau ultrapure afin de récupérer les
cellules bactériennes.

Le nombre de cellules contenues dans la solution bactérienne est ensuite compté
comme décrit précédemment a 'aide d’'un microscope et d’'une cellule de Thoma. Dans le
cadre de cette étude, cette méthode d’extraction est réalisée dix fois et a permis d’extraire

en moyenne 9,3.108 (+ 2,3.108) bactéries.mL* de solution.
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2.2.3 Protocole de la premiéere incubation : influence du sol, de I’ajout de
chlore et des conditions d’aération

L’objectif de la premiere incubation était de tester I'influence du type de sol ainsi que
de I'ajout de chlorure sur I’évolution des teneurs en chlore au cours du temps et I'activité des
microorganismes. Ces incubations ont été réalisées avec les échantillons VF2013 (teneurs en

chlore élevée) et MF2013 (teneurs en chlore moyennes)

Les échantillons de sol stérilisés par autoclavage ont été mis en incubations dans des
flacons sérum (10 g de sol par flacon de 250 mL) selon deux modalités : stérilisés ou stérilisés
puis ré-inoculés par les bactéries indigénes extraites par la méthode au Nycodenz (paragraphe
I1.2). Les échantillons de sols ont été ré-inoculés a une concentration d’environ 107 bactéries.g

Lsol.

Les flacons ont recu ou non un ajout d’une solution de chlore inorganique (solution de
NaCl ; quantité de NaCl ajoutée égale a la quantité initiale de chlore total, soit environ 120
mg.kg! (1,2 mg NaCl par flacon) pour VF2013 et 50 mg.kg™! (0,5 mg NaCl par flacon) pour
MF2013). Une partie des flacons a été mise en incubation en conditions aérobies (étape
d’aération par ouverture des flacons pendant 15 min tous les deux jours en conditions
axéniques afin d’apporter I'oxygene nécessaire aux bactéries aérobies). L'autre partie des
flacons a été incubée en conditions limitées en oxygéne (pas d’étape d’aération des sols ;
Figure 2. 2).

L’expérience comportait 4 répétitions par modalité (40 flacons). L'incubation a duré 5
semaines en chambre d’incubation a 28 °C. Une mesure du CO> libéré a été réalisée tous les
deux ou trois jours a l'aide d’un spectrophotométre a infrarouge (BINOS 1004) afin de

qguantifier I'activité microbienne.
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VF2013 (Vosges) MF2013 (Meuse)

e N v N

Stérile Ré-inoculé Stérile Ré-inoculé

Sans Ajout CI Sans Sans Ajout CI Sans
ajout CI ajout CI

| LT T

| Conditions aérobies | | Conditions aérobies [
A v
Conditions limitées Conditions limitées
en oxygene en oxygene

Figure 2.2. Schéma des différentes modalités mises en place dans le premier dispositif
d’incubations. Nombre de répétitions : 4. Temps d’incubation : 5 semaines

2.2.4 Deuxiéme incubation : Influence de la ré-inoculation et de I'apport de
Clin en conditions aérobies et anaérobies dans le sol irradié.

Cette deuxieme incubation a été réalisée avec le sol VF2014. Les échantillons de sols
(25 g de sol par flacon de 250 mL) ont cette fois été préalablement stérilisés par irradiation.
Apres stérilisation, les flacons de sols ont été ré-inoculés ou non avec les bactéries
autochtones. La ré-inoculation a été réalisée avec une suspension de bactéries obtenue selon
le protocole de Binet (1999) de fagon a obtenir un nombre de bactéries d’environ 8.107
bactéries.g* de sol.

Chacune de ces modalités a ensuite été mise en incubation avec ou sans ajout de
chlore inorganique. Cet ajout de chlore a été réalisé a I'aide d’une solution de NaCl de telle
sorte que I'ajout final correspondait a une concentration de NaCl dans le sol incubé de 100
mg.kg? (2,5 mg NaCl par flacon). Les flacons ont été mis en incubations en conditions aérobies
et en conditions anaérobies strictes. La condition anaérobie a été obtenue et maintenue en
remplacant I'air présent dans les flacons par de I'azote a I'aide de I'appareil Mart Anoxomat.

Chaque modalité était répétée 4 fois et les flacons ont été mis en incubation a 28 °C pendant
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54 jours (Figure 2. 3). Une mesure du CO, libéré a été réalisée tous les deux ou trois jours, et

les flacons placés en conditions aérobies ont été aérés comme pour les incubations

précédentes (11.1).

VF2014 (Vosges)

e

Stérile

7N

o™

Ré-inoculé

7N

Sans ajout Cl Ajout CI Sans ajout CI Ajout CI
Conditions Conditions Conditions Conditions
aérobies aérobies aérobies aérobies
Conditions Conditions Conditions Conditions
anaérobies anaérobies anaérobies anaérobies
Figure 2.3. Schéma des différentes modalités mises en place dans le deuxieme dispositif

d’incubations. Nombre de répétitions : 4. Temps d’incubations : 54 jours

2.2.5 Troisiemes incubations : du sol irradié et ré-inoculé avec ajout de 3’Cl

Le troisitme type d’incubation avait pour objectif d’étudier la formation de chlore
organique a partir d’'un ajout de 3’Cl inorganique en conditions biotiques et abiotiques. La
mise au point de la méthode de préparation des échantillons et de mesure des isotopes du

chlore dans les échantillons est développée dans la partie 3.1.4.

Ces incubations ont été mises en place avec le sol MF2014. Les échantillons de sols (25
g par flacons de 250 mL) ont été d’abord stérilisés par irradiation puis enrichis en Na3’Cl (98%
37Cl) de telle sorte que I'ajout final de Na3’Cl soit d’environ 100 mg.kg™? par flacon (2,5 mg ;

soit environ 61 mg.kg* de 37Cl)

Cette expérience a été menée en deux parties. La premiére avait pour but de déterminer
la répartition des formes de chlore dans le sol stérilisé juste aprés I'ajout de 3’Cl, et leur
évolution lors d’une incubation en conditions abiotiques (Figure 2. 4). Les échantillons de sols

ont été soit directement prélevés aprés I'ajout (T0), soit mis en incubations en conditions
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stériles et en conditions aérobies pendant 15 jours (T1). Chague modalité a été réalisée avec
4 répétitions. L'émission de CO; a été mesurée tous les deux jours et I'ensemble des flacons

est aéré pendant 15 min aprés chaque mesure.

La deuxieme partie de cette incubation, quant a elle, avait pour objectif de mettre en
évidence une évolution de la répartition des teneurs en chlore dans le sol en présence
d’activité microbienne au cours du temps. Les échantillons de sol ont été mis en incubation
selon deux modalités : stérile (non ré-inoculé) ou ré-inoculé avec les bactéries autochtones
(1.10% bactéries.g? de sol). Cette étape de ré-inoculation a été réalisée comme décrit
précédemment selon le protocole d’extraction de Binet (1999). L'ensemble des flacons de sols
a été mis en incubation en conditions aérobies. Chaque modalité a été réalisée avec 4
répétitions et deux temps de prélévements. La moitié des dispositifs a été arrété apreés 15
jours d’incubation (T1) et I'autre moitié aprés 3 mois (T2). De la méme fagcon que pour les
incubations précédentes, I'’émission de CO; a été mesurée tous les deux jours et I'ensemble

des flacons aéré pendant 15 min aprés chaque mesure.

MF2014 (Meuse)

Ajout ¥Cl

7N\

Stérile Ré-inoculé

Figure 2.4. Schéma des différentes modalités mises en place dans la troisieme série
d’incubations. Nombre de répétitions : 4. Temps d’incubations T1 : 15 jours. T2 : 90 jours

2.3 Analyses réalisées sur les sols

2.3.1 Maesures des teneurs en chlore des sols

La quantification des teneurs en chlore organique et inorganique d’un sol nécessite
une étape d’extraction préalable de I’échantillon. Plusieurs protocoles ont été testés (voir
chapitre 3). Le protocole présenté dans ce chapitre 2 est celui qui a finalement été retenu

pour les analyses dans les chapitres4a 7.
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2.3.1.1 Protocoles d’extraction du chlore organique et du chlore inorganique des
échantillons de sol selon Bastviken et al. (2007)

Le protocole de Bastviken et al. (2007) (Figure 2. 5) permet de séparer deux fractions
de chlore organique : le chlore organique non extractible (Clone) et le chlore organique

extractible (Clog). Le chlore inorganique (Clin) est également extrait et peut étre analysé.

| Sol initial séché et broyé ‘

!

3g de sol séché et broyé + 20mL d’eau ultrapure.
Agitation (1h, 30rpm). Centrifugation (15min, 5000rpm). Stockage des extraits surnageants
(étape a réaliser une seconde fois avec le culot).
Culot + 20mL KNO, 0,1M.
Agitation (1h, 30rpm). Centrifugation (15min, 5000rpm). Stockage des extraits surnageants
(étape a réaliser une seconde fois avec le culot).

! |

Sol résiduel (culot) Solutions
Congélation puis séchage a 70°C Extraits 1

Chlore organique non extractible

|
1g de sol séché et broyé + 25mL d’eau ultrapure.
Agitation (1h, 30rpm). Centrifugation (15min, 5000rpm). Stockage des extraits surnageants
(étape a réaliser une seconde fois avec le culot).
Sonication du sol culot. Culot + 25mL d’eau ultrapure.
Agitation (1h, 30rpm). Centrifugation (15min, 5000rpm). Stockage des extraits surnageants
(étape a réaliser une seconde fois avec le culot).

Les 4 solutions correspondants aux extraits sont mélangés.

| | '

Sol résiduel (culot) Solutions |—s| 10mL extraits + 50mg charbon actif + 1mL solution de
Extraits 2 nitrates acidifiée
(0,22M KNO; 0,02M HNO; + 4 gouttes de HNO,
concentré pH<2). Agitation (1h).
Filtration du mélange sur un fritté.
Ringage du fritté avec une solution de nitrates acidifiée
(6 x 3mL 0,01M KNO, 0,001M HNO,).
Ringage du fritté par eau distillée acidifiée
(6 x 3mL acidification HNO;).

| |

Filtrat Charbon actif
Chlore inorganique Chlore organique
Chlore microbien extractible 1 et 2

Figure 2.5. Protocole d’extraction et de mesure des teneurs en chlore organique extractible,
organique non extractible et inorganique selon Bastviken et al. (2007).
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Dans un premier temps, 3 g de sol séché et broyé sont placés dans un tube (plastique) de
50 mL avec 20 mL d’eau ultrapure. Les tubes sont alors agités sur un agitateur rotatif pendant
1h a 30 rpm puis centrifugés pendant 15 min a 5000 rpm. Apres centrifugation, la solution
constituant le surnageant, qui correspond a la premiere solution d’extraction est récupérée
et conservée. 20 mL d’eau ultrapure sont ajoutés au flacon contenant le sol résiduel dans le
culot qui subit une nouvelle étape de centrifugation (15 min, 30 rpm). La solution d’extraction
est a nouveau récupérée et mélangée a la solution précédente. Ces deux étapes d’extraction
par centrifugation sont répétées une nouvelle fois avec 20 mL de KNOs (0,1 M), qui remplace
alors I'eau ultrapure. Les solutions d’extraction sont toutes mélangées entre elles (Cle1). Elles
contiennent le chlore inorganique (Clin) et le chlore organique extractible 1 (Cloe1). Le culot

solide obtenu apres centrifugation correspond au chlore organique non extractible (Clone).

Ce culot subit ensuite une nouvelle étape d’extraction. Pour cela, 1 g de sol séché et
broyé est placé dans un tube (plastique) de 50 mL avec 15 mL d’eau ultrapure. Les tubes sont
alors agités sur un agitateur rotatif pendant 1 h a 30 rpm puis centrifugés pendant 15 min a
5000 rpm. Aprés centrifugation, la solution constituant le surnageant, qui correspond a la
cinquieme solution d’extraction est récupérée et conservée. 15 mL d’eau ultrapure sont
ajoutés au flacon contenant le sol résiduel dans le culot qui subit une nouvelle étape de
centrifugation (15 min, 30 rpm). La solution d’extraction est a nouveau récupérée et mélangée
a la solution précédente. Le sol résiduel subit alors une étape de sonication avant d’étre a
nouveau extrait avec 15 mL d’eau ultrapure. Cette étape est réalisée deux fois et les quatre
solutions d’extractions obtenues sont toutes mélangées entre-elles. Elles sont nommées
« extrait 2 » (Cle2) et contiennent le chlore organique extractible 2 et le chlore contenu dans
les cellules microbiennes. Le sol résiduel contient alors le chlore organique associé aux acides

humiques et aux acides fulviques du sol (Clra-Ha).

Pour avoir acces a la teneur en chlore organique extractible 1 et 2 (Clog1, Cloe2), a la
teneur en chlore inorganique (Clin) et a la teneur en chlore contenu dans les cellules
microbiennes (Clu), une étape d’extraction supplémentaire est nécessaire. Pour cela, 10 mL
de solution d’extraction (Cle1 ou Clg2) sont ajoutés a 50 mg de charbon actif ainsi qu’a 1 mL de
solution de nitrate acidifiée a pH inférieur a 2 (0,22M KNO3 0,02M HNOs et quelques gouttes

de HNOs concentré). L'ensemble est agité pendant 1 h a 30 rpm a l'aide d’un agitateur rotatif
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puis filtré sur un fritté en quartz a I'aide d’'une colonne de filtration Xprep3 (TE instrument).
Le charbon actif contenu sur le fritté est ensuite rincé 6 fois a I'aide de 3 mL d’une solution de
nitrate acidifée (0,01 M KNO3 0,001 M HNOs) puis 6 fois avec de I’eau ultrapure acidifiée (ajout
de quelques gouttes de HNOs concentré). Apres ces étapes de filtration-ringage, le filtrat
contient le chlore inorganique (Clin) et le chlore contenu dans les cellules microbiennes (Clwm).
Le charbon actif contenu sur le fritté contient le chlore organique extractible 1 et 2 (Clog: et
Cloe2). Le tableau 2. 2 résume les différentes fractions de chlore obtenues a I'aide de ce
protocole et leur donne des appellations, qui seront celles employées dans la suite du

manuscrit.

Tableau 2.2. Appellations des fractions de chlore obtenues grace au protocole de Bastviken et al.

2007
Forme de chlore Appellation

Chlore total Clror

Chlore organique non extractible Clone
Chlore organique extractible 1 Cloe1
Chlore organique extractible 2 Clog2
Chlore extraits 1 Clea
Chlore extraits 2 Clez
Chlore inorganique Clin
Chlore microbien Clwm

Chlore associé aux acides humiques et fulviques Clra-Ha
Chlore organique total Clo

2.3.1.2 Mesures des teneurs en chlore par analyseur d’AOX

Les mesures des teneurs en chlore présentes dans les échantillons solides sont
réalisées a I'aide d’un analyseur d’AOX (Adsorbable Organic Halogens, Xplorer TE instrument).
Ces mesures réalisées par I'analyseur d’AOX ont fait I'objet au préalable d’'une étape de
calibration (chapitre 3). La méthode de mesure présentée dans ce chapitre 2 correspond a

celle qui a finalement été retenue pour les travaux de thése (chapitre 4 a 6).
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L'analyseur d’AOX permet de déterminer les teneurs en halogénes (brome, iode et
chlore) d’un échantillon. La somme des teneurs en iode et en brome étant considérée comme
négligeable, les teneurs en halogénes mesurées par l'analyseur d’AOX sont supposées

correspondre aux teneurs en chlore total (Clror).

Pour obtenir la teneur en chlore d’un échantillon solide, une prise d’essai de 200mg
(Figure 2. 6 A), placée sur un fritté en quartz dans un passeur (Figure 2. 6 B) est introduite
directement dans I’AOX a I'aide d’une cuillere en quartz ou elle subit une combustion par
pyrolyse dans le four (four a 1000 °C, Figure 2. 6 C). Cette combustion transforme le chlore en
chlorures d’hydrogene gazeux. Ces gaz sont transférés dans laveur de gaz rempli d’acide
sulfurique (95 %) qui piege I'eau encore présente dans les gaz. Les chlorures d’hydrogéne
gazeux, libérés de toutes traces d’eau, atteignent alors une cellule électrolytique de titration

argentimétrique (Figure 2. 6 D) qui contient de I'acide acétique (75 %).

Four (C)
Combustion a 1000°C

I |

Passeur (B) Récupération
Introduction de des gaz formés

I'échantillon suite a la

dans le four combustion

Cellulede | s Mesuredela
3 titration (D) teneur en

Echantillon chlore
(A)

Figure 2.6. Schéma des différentes étapes de mesure du chlore par analyseur d’AOX.
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Les chlorures d’hydrogéne, trés solubles dans ce milieu, vont se dissoudre. Le chlore se
retrouve alors sous forme d’ions chlorures qui vont réagir avec |‘électrode en argent pour
former un précipité de chlorure d’argent. La perte d’ion argent sur I’électrode est mesurée et
traduite en signal électrique (figure 2. 7). La teneur en chlore de I’échantillon est alors obtenue

en intégrant I'aire présente sous le pic.

—— Baseline X |

Signal({pC)

Time( S)

Figure 2.7. Exemple de signal électrique obtenu suite a une mesure par la cellule électrolytique.

2.3.1.3 Mesures des teneurs en chlore par activation neutronique

La méthode consiste a irradier un échantillon par un flux de neutrons. Cette réaction
nucléaire va provoquer la transformation des éléments chimiques contenus dans I’échantillon
en isotopes instables. Ces isotopes sont ensuite identifiés et quantifiés grace a I’étude de leur
spectre. Cette méthode est non destructive et ne nécessite pas de préparation
supplémentaire. Dans le cadre de cette étude, les mesures par activation neutronique ont été

réalisées par le Reactor Instituut Delft, situé aux Pays-Bas.

2.3.1.4 Mesures des teneurs en chlore (3’Cl) et des rapports isotopiques par ICP MS HR.

La mesure du 37Cl et du 3°Cl a été réalisée a I'aide d’un ICP MS HR dans le laboratoire

LCABIE-IPREM (Institut des sciences analytiques et de physico-chimie pour I’environnement
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et les matériaux) a Pau, avec |'aide de Maité Bueno. Cette méthode nécessite la minéralisation

et la mise en solution du chlore des échantillons solides.

2.3.1.4.1 Principe de la méthode de mesures par ICP MS HR.

L'ICP MS HR est un spectroméetre de masse a plasma induit par haute fréquence et
haute résolution (m/4m> 10 000 ; Thermo Scientific, Germany), qui permet de distinguer les
isotopes du chlore 3°Cl et 3’Cl. Il permet la séparation, 'identification et la quantification des
éléments d’un échantillon en fonction de leur masse, de leur charge et de leur vitesse. Il
correspond a l'association d’une torche a plasma générant des ions a un spectromeétre de
masse qui permet la séparation de ces ions. Plus précisément, I'analyse des échantillons par
ICP MS HR se fait en 4 étapes : (i) introduction/nébulisation, (ii) ionisation, (iii) séparation en

masse et (iv) détection :

(i) L’échantillon liquide est introduit dans I'appareil ou il subit une nébulisation grace
a un flux d’Argon. Il est alors transformé en une suspension de trés fines
gouttelettes.

(ii) L'aérosol ainsi formé est introduit dans un plasma par une chambre de
pulvérisation de Scott et par un nébuliseur concentrique en quartz (Gass
Expansion, Hawthorn, Australie) ou il est ionisé. Les parametres d’acquisition des
données sont présentés dans le tableau 2. 3.

(iii) Les ions ainsi obtenus sont accélérés. lls rencontrent alors un systéme de lentilles
électrostatiques qui extrait les ions positifs. Ces ions sont ensuite séparés en
fonction de leur masse, de leur charge et de leur vitesse a I'aide d’un quadripodle
émettant un champ électromagnétique. La fréquence appliquée au quadripdle
permet de sélectionner les ions transmis présentant alors un rapport m/z
particulier. Le quadripOle joue donc le rble de filtre.

(iv) Les ions sélectionnés passent ensuite par un multiplicateur qui permet d’atteindre
un nombre important d’ions. Le signal obtenu correspond a un nombre de coups
(impulsions) qui permet d’accéder directement a la concentration de I'élément
analysé. L'ensemble est relié a une interface informatique permettant de traiter

les résultats.
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L'ICP MS HR est un outil d’analyse hautement performant pour la détermination des
rapports isotopiques dans les systémes naturels. Une solution constituée de 1.0 pg L™* of Li,
B, K, Na, Sc, Co, Fe, Ga, Y, Rh, In, Ba, Lu, Tland U in 5 % (v/v) HNOs est utilisée pour optimiser
le réglage de I'appareil. L'effet mémoire du systéme d’introduction a été controlé par ringage
a l'aide d’une solution d’eau ultrapure (18.2 MQ, Millipore), d’'une solution de méthanol a 2%
(v/v) ou d’hydroxyde d’ammonium a 5% (v/v) aprés aspiration d’une solution standard en
chlorures (100 pg L™1). Cette technique présente cependant quelques biais : les interférences
(autre éléments avec le méme rapport m/z ou association d’un élément de masse équivalente
a un élément donné). Par exemple, le 3’Cl peut étre remplacé par 36AriH*, 2C*2C13C*. Pour
contrer ce probléme, la sélection des ions doit se faire pour des masses trés précises (3 chiffres
aprés la virgule). Pour cela, il existe deux modules associés a I'ICP MS HR : un module de
séparation par masse et vitesse (secteur magnétique) et un module de séparation par énergie
cinétique (secteur électrostatique) ainsi qu’un jeu de fentes plus ou moins larges qui permet
de sélectionner I'ion a la sortie du quadripéle. Cette méthode permet alors d’accéder a une
haute résolution (R= m/Am=10000). Le tableau 2. 3 permet de définit les parametres

d’acquisition de I'appareil.

Tableau 2.3. Parametres d’acquisition de I'ICP MS HR

RF (W) 1150
Flux de plasma (L. min~?) 16
Flux de gaz auxiliaire (L. min~?) 0,90
Flux du nébuliseur (L. mint) 0,99
Position de la torche A optimiser tous les jours
Echantillonneur et cones Nickel
Fenétre d’aquisition 150%
Fenétre d’intégration 80%
Nombre d’échantillons par pics 20
Temps de residence par échantillons (ms) 50
Nombre de scans par isotopes 3 x40
Temps d’acquisition total (min) 6
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2.3.1.4.2 Dissolution des échantillons solides a I'aide d’une solution de TMAH

L'ICP MS HR permet uniquement I'analyse d’échantillons sous forme liquide. Les
échantillons de sol a analyser ont donc été préalablement minéralisés. La méthode de
minéralisation retenue (voir chapitre 3) consiste en la dissolution des échantillons sous haute

température en présence d’une base forte, le TMAH (hydroxyde de tétraméthylammonium).

Une prise d’essai de 200 mg d’échantillon de sol séché est placée dans un tube
(plastique) a fond plat de 50 mL avec 1 mL de solution de TMAH ainsi que 4 mL d’eau ultrapure.
Les tubes sont ensuite placés sur une plaque chauffante (DigiPrep— SCP Science) a 80 °C
pendant 180 min. L'utilisation de tubes a fonds plats est nécessaire pour assurer un maximum
de surface de contact des tubes avec la plaque chauffante. Les solutions récupérées apres
minéralisation sont ensuite filtrées a 0,45 um (filtres Pall) puis diluées dans de I’eau ultrapure.
Le facteur de dilution, qui est le méme pour tous les échantillons, est de 50. Les échantillons

ainsi préparés sont ensuite préts pour I'analyse par ICP MS HR.

2.3.1.4.3 Analyse du 3’Cl et du 3°Cl par ICP MS HR et traitement des données

Les teneurs en chlore dans les différentes fractions ont ensuite été mesurées dans les
échantillons liquides par ICP MS HR grace a la méthode de dilution isotopique inverse

(Hintelmann and Evans. 1997).

Dans le cas de la mise en place d’un tracage isotopique, les échantillons sont
préalablement enrichis en traceur (¥Cl). lls présentent alors une composition isotopique
modifiée. La quantification des concentrations naturelles (75,26% 3°Cl + 24,24% 3’C| = chlore
naturel) et enrichies (2% 3°Cl + 98% 37Cl = chlore traceur) de I’élément dans I’échantillon est
alors obtenue par dilution isotopique inverse (RID). Pour cela, les rapports isotopiques sont
mesurés avant et aprés ajout d’une quantité connue de chlore de composition isotopique
naturelle. Ces ajouts constituent des ajouts dosés et le chlore ajouté correspond alors a un

étalon.
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Le rapport isotopique optimal est calculé pour chaque échantillon afin d’estimer la
guantité de chlore naturel a ajouter aux échantillons via I'étalon, ceci permettant de limiter
les erreurs de propagation durant le calcul de dilution isotopique (Hoelzl et al. 1998). Il s’agit
du rapport a atteindre pour que le calcul soit le plus juste possible. Ce rapport optimal est

calculé de la fagon suivante :

Rﬂptimal = 1l*"{Hna’cunEII xRéchantiIlﬂn]
Avec:
®  Rnaturel : Rapport 3°CI/?’Cl de I'étalon de chlore de composition isotopique naturelle

utilisé pour I'ajout dosé.

®  Rechantillon : Rapport 3°Cl/3’Cl mesuré dans I’échantillon avant ajout dosé.

La concentration en chlore total (= naturel + traceur) est alors obtenue grace a la formule

suivante :

r r ar 35
_ O Xw X Wr::r x (R x Aﬂﬂtu]"e.'_ Anarura.‘]
35
w X W!n: X ( Ej:ifqichnﬂ:allan - R XS? Aichnn:f.!.!art)

Avec :

e (C:concentration de Cl total (= naturel + Cl traceur) dans I’échantillon

e (' :concentration de I'ajout (ajout dosé)

e w,w :masses de |I'’échantillon et de I'ajout (ajout dosé)

e Wat : masse atomique de Cl dans I’échantillon

e \W’at: masse atomique de Cl ajouté (ajout dosé)

e R:rapport 3>Cl/3Cl mesuré aprés I'ajout (ajout dosé)

o  3735Aschantilon: abondance de I'isotope 35 et 37 dans I’échantillon avant ajout

e 37357 wre: abondance de isotope 35 et 37 dans I'ajout (blanc enrichi a I'aide d’une

solution de chlore de composition isotopique naturelle)
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L’abondance correspond a la proportion de chacun des isotopes par rapport a I’'ensemble des

isotopes.

La concentration en chlore naturel [Cl naturel] correspond a la concentration en chlore
naturellement présent dans I’échantillon (composé de 75,76 % de 3°Cl et 24.24 % de 37Cl). La

concentration en Cl traceur [Cl traceur] est composée de 2 % de 3°Cl et 98 % de 3’Cl.

Les concentrations de chlore naturel et de chlore traceur peuvent ensuite étre

calculées a partir de la concentration en chlore total grace a la formule suivante :

35
C X Aéchanullon|
|

[ClnatureI] = 354 . :
nature

35A
35 naturel 37
CX Ae’chant:“lon - [( 37 4 ) X C X Aéchantxl!on
naturel
[Cltrac:ur] a 35A 35A
( traccur) . ( natural)
37 37
/Atraceur Anaturcl
Avec:

o 3735\ .ceur: abondance de I'isotope 35 et 37 dans I’étalon (blanc enrichi a I'aide d’une

solution de chlore de composition isotopique enrichit

Le rapport isotopique optimal est calculé pour chaque échantillon afin de limiter les
erreurs de propagation durant le calcul de dilution isotopique (Hoelzl et al., 1998). Tous les
rapports isotopiques obtenus ont été préalablement corrigés du biais de masse en utilisant un
modele linéaire apres détermination des facteurs de biais de masse avec les abondances
naturelles du standard (Heumann et al., 1998). Les incertitudes de mesures sont définies en
combinant des incertitudes analytiques a celles liées a la moyenne et a I'écart type de chaque

échantillon (n = 3).
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2.3.1.5 Mesures des chlorures par chromatographie ionique.

Les teneurs en chlore inorganique (Clin) ont été également mesurées au laboratoire par
chromatographie ionique (ICS 3000 Dionex) dans les échantillons liquides. L’échantillon
liqguide est injecté sur une colonne échangeuses d’anions (groupement ammonium
guaternaire) chargée positivement. Les chlorures de I’échantillon chargés négativement vont
donc se fixer dans un premier temps sur la colonne. lls sont ensuite décrochés et transportés
en fonction de leur vitesse, de leur charge, de leur masse et de leur taille par un éluant (KOH)
vers une cellule conductimétrique. L'utilisation d’étalons permet d’établir une droite de

calibration afin d’accéder aux concentrations.

2.3.2 Analyse des autres parameétres physicochimiques des sols

2.3.2.1 Mesure du taux d’humidité des sols aprés prélevements.

Le taux d’humidité des échantillons de sols a été évalué des le retour au laboratoire
apres prélevements sur les différents sites. Pour cela, une portion de 30 g de sol est séchée a
I'air pendant plusieurs semaines. La différence de poids avant et aprés séchage permet

d’accéder a I’humidité des sols (%).

2.3.2.2 Mesure de la teneur en carbone et en azote des sols.

La mesure des concentrations totales en carbone et en azote a été réalisée a l'aide
d’un analyseur élémentaire (Flash EA 1112 Thermo) pour les échantillons de sol apres
prélévements. Pour cela, 30 mg de sol séché, tamisé a 2 mm et broyé sont déposés dans une
capsule en étain qui est ensuite introduite dans I'analyseur. La capsule subit une combustion
par pyrolyse (940 °C). Les gaz (CO2 et NO) issus de cette combustion sont alors séparés par
une colonne de chromatographie gazeuse et les teneurs en C et N sont détectés par

conductivité thermique sous forme élémentaire.
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2.3.2.3 Mesure du pH (eau) des sols.

Le pH des sols a été mesuré au laboratoire pour I'ensemble des sols aprés
prélevements en suivant le protocole suivant : 10 g de sol séché et tamisé (2 mm) sont
mélangés a 20 mL d’eau ultrapure puis agités pendant 1 h. Aprés 24 h de repos, le pH des sols
est mesuré dans les solutions de sol a I'aide d’un pH-métre (Choffel Electronique) aprés

étalonnage de I'électrode.

2.3.2.4 Mesures de la granulométrie, de la CEC et de la teneur en calcium, en phosphore,
en éléments totaux et échangeables des sols.

Les autres parameétres physico-chimiques des échantillons de sols apres prélévements
ont été mesurées par le LAS? de I'INRA d’Arras. lls s’agit de la granulométrie 5 fractions (NF X
31-107), le calcaire (CaCO3 NF ISO 10693), le phosphore (P20s NF ISO 11263) par la méthode
Olsen, la capacité d’échange cationique par la Méthode Metson (NF X 31-130), le Fe par la
méthode Mehra-Jackson (ICP AES), les teneurs en Ca, Mg, Mn, K, Na (ICP AES NF ISO 22036)
et les teneurs en Na, Mg, Ca et K échangeables (EAF NF X 31-108) par dosage des solutions

d’extraction des sols a 'acétate d’ammonium.

2.3.3 Analyse des parameétres microbiologiques

Les parametres microbiologiques qui sont déterminés pour chaque échantillon de sols
prélevé ou incubé permettent de quantifier les microorganismes et d’évaluer leur activité

dans les sols.

2.3.3.1 Quantification du nombre de copies de génes 16S et 18S des échantillons

La quantification du nombre de copies de génes ARNr16S et ARNr18S permet d’estimer
respectivement le nombre de bactéries et de champignons présents dans les échantillons de
sol.

Pour cela, une premiére étape d’extraction de I’ADN des sols a été réalisée (kit FastDNA
SPIN Kit for soil (MP Biomedicals, Santa Ana, USA)). Cette étape consiste a lyser (lyse

mécanique et enzymatique) les cellules (bactériennes entre autres) et a libérer leurs contenus

3 LAS : Laboratoire des Analyses de Sol
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cellulaires, dont les acides nucléiques, dans un tampon. Ces acides nucléiques sont séparés
des protéines par une extraction de phase dans un mélange phénol/chloroforme puis
précipités dans une solution d’isopropanol. Plus précisément, la premiére étape qui consiste
a la lyse (mécanique et enzymatique) des cellules est réalisée en mélangeant 500 mg de sol
(congelé) dans un tube (plastique) contenant la matrice de lyse (billes de céramiques et de
silice ; « Lysing Matrix », MP Biomedicals, Santa Ana, USA) avec 978 L de tampon phosphate
de sodium et 122 plL de tampon MT (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) qui permettent une
meilleure homogénéisation et solubilisation des protéines. Le tube est ensuite placé dans un
vibrobroyeur (Fastprep-24) pendant 40 secondes (force 6.0) puis centrifugé pendant 10 min a
13000 g. L’étape suivante, qui consiste a précipiter les protéines, est réalisée en transférant la
totalité du surnageant dans un microtube (plastique) de 2 mL avec 250 ulL de réactif PPS
(protein precipitation solution ; MP Biomedicals, Santa Ana, USA). La solution ainsi obtenue
est ensuite mélangée par inversion des tubes 10 fois afin de faire précipiter les protéines. Le
tube est ensuite centrifugé pendant 5 minutes a 13000 g. Pour fixer I’ADN sur une matrice, 1
mL de silice (MP Biomedicals, Santa Ana, USA) est ajouté a la totalité du surnageant dans un
tube (plastique) de 15 mL. La solution est ensuite mélangée par inversion des tubes pendant
2 minutes. Les tubes sont ensuite placés pendant 3 minutes a température ambiante. La
fixation de I’ADN chargé négativement se fait sur la matrice. Apres élimination de 500 uL de
surnageant, 600 uL de la matrice sont placés apres re-suspension dans une colonne de
filtration. La colonne est ainsi centrifugée pendant 1 minute a 13000 g puis le liquide recueilli
dans le réservoir est éliminé. Cette étape est répétée jusqu’a épuisement total du surnageant.
Ensuite, 500 pL de solution de lavage SEWS-M (MP Biomedicals, Santa Ana, USA ) sont ajoutés
au tube puis mélangés par pipetage/refoulement et centrifugés a 13000 g pendant 1 minute.
Le réservoir est vidé une derniéere fois puis le tube est a nouveau centrifugé pendant 2 minutes
a 13000 g et placé pendant 5 minutes a température ambiante pour sécher la matrice. La
derniére étape consiste a éluer I’ADN en ajoutant au tube 100 uL de DES (eau ultrapure sans
DNAse et de RNAse ; MP Biomedicals, Santa Ana, USA). Apreés re-suspension de la matrice, le
tube est mis a incuber pendant 5 minutes a 55°C sur un bloc chauffant (Benchmark) puis il est
centrifugé a 13000 g pendant 1 minute afin de récupérer I’ADN en solution. Les extraits d’ADN

ainsi obtenus sont conservés a -20°C en attendant les étapes suivantes.
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Ensuite, une seconde étape de PCR (Réaction de polymérisation en chaine) qui permet
la réplication d’une portion de taille connue de brins d’ADN en un nombre suffisant pour
permettre son analyse est pratiquée sur les extraits d’ADN (Feslke et al., 1998 ; Heuer et al.,
1999). Pour cela, I’ADN est tout d’abord dénaturé, afin d’obtenir de I’ADN a I'état de simple
brin. Les amorces viennent ensuite s’hybrider de maniere spécifique a chacun des simples
brins et délimitent ainsi la région d’ADN a amplifier. Finalement, 'ADN polymérase (Taq
polymérase) permet de réaliser la réplication de ’ADN délimité par les amorces. L’'ensemble
de ces étapes constitue un cycle. Une PCR est réalisée sur un nombre de cycles déterminés.

Plus précisément, un mélange réactionnel est réalisé en mélangeant 5 uL de tampon
Taq (Thermo Scientific), 3 uL de MgCl2 (25 mM ;Thermo Scientific), 1 uL de dNTPs (10 mM),
0,2 pL de Taq polymérase (5 unités. uL?), 0,5 pL de BSA, 0,25 uL de DMSO, 1 uL d’amorce 1
(foward ; 10 uM ; 968F pour la PCR 16S, Fung SF pour la PCR 18S), 1 uL d’amorce 2 (reverse ;
10 uM ; 1401R pour la PCR 16S, FF 390R pour la PCR 18S) et 38,0510 pM. uL! d’eau QSP.
Ensuite, 49 uL de mélange réactionnel sont ajoutés a 1 pL d’extrait d’ADN dans des microtubes
(plastique ; eppendorf). L'amplification est réalisée dans un thermocycleur (Bio Rad, MJ Mini)
pendant 2h30 (Feslke et al., 1998 et Heuer et al., 1999 ; 33 cycles). La premiére phase de
I"'amplification correspond a la phase de dénaturation initiale, qui dure 4 minutes a 95 °C. Les
cycles, quant a eux, correspondent a une phase de dénaturation de 30 secondes a 95 °C, suivit
d’une phase d’hybridation de 30 secondes a 63 °C (-0,5°C/cycle) et d’une phase d‘élongation
de 30 secondes a 72 °C. Enfin, I'amplification se termine par la phase d’élongation finale, qui
dure 7 minutes a 72 °C.

Ces deux premieres étapes sont validées grace une électrophorése sur gel d’agarose
(Major Science Mini-150), qui permet de visualiser 'ADN. Cette étape sert a estimer la
guantité (taille) et la qualité de I’ADN extrait ou amplifié par PCR. Pour cela, une premiere
étape consiste a couler un gel d’agarose (70 g.L 1) avec des puits. Le gel ainsi obtenu est placé
dans une cuve contenant le tampon de migration (TAE ; Tris 484 g, Acétate 114,2 mL, EDTA 37
g, H20 gsp 2 L) et les puits sont remplis avec 10 uL d’amplicons mélangés a 2 uL de tampon de
charge. Un puit est chargé avec 1 uL de marqueur de taille (mélange de molécules d’ADN de
tailles connues). Un courant électrique (125 V) est ensuite appliqué au gel pendant 20 min afin
de faire migrer I’ADN (chargé négativement) présent dans les puits. Apres cette étape, le gel
est placé dans un bain de bromure d’éthidium (1 mg.L?) puis rincé a I'eau pour étre enfin

soumis a un rayonnement UV qui permet de visualiser '’ADN. Le bromure d’éthidium vient
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s’intercaler entre les brins d’ADN et devient alors fluorescent lorsqu’il est soumis a un
rayonnement UV. Une image numérique de gel est ensuite enregistrée grace a une caméra
reliée a un ordinateur (Geldoc, Biorad). Le résultat obtenu est une image présentant des
bandes qui permettent de savoir si I’ADN a été correctement amplifié.

La derniéere étape consiste a la réalisation de la gPCR (PCR quantitative en temps réel
absolu) qui permet de quantifier les génes 16S (Cébron et al., 2009) et 18S (Thion et al., 2012).
Le protocole est le suivant : un mélange réactionnel est réalisé en mélangeant 10 pL de 1Q
SYBR Green Supermix, 0,4 uL de BSA, 0,2 uL de DMSO, 0,08 uL de T4gp32 (500 pg.mL?), 0,8
puL d’amorce 1 (foward, 10 uM ; 968F pour la gPCR 16S, Fung SF pour la gPCR 18S), 0,8 pL
d’amorce 2 (reverse ; 10 uM ; 1401R pour la gPCR 16S, FF 390R pour la gPCR 18S) et 19 pL
d’eau QSP. Ensuite, 19 uL de mélange réactionnel sont mélangés a 1 uL d’extrait d’ADN.
L'amplification est réalisée dans un thermocycleur (Bio Rad, MJ Mini ; 39 et 44 cycles). Les

programmes d’amplification sont différents pour les genes 16S et 18S (tableau 2. 4).

Tableau 2.4. Programme nécessaire a la réalisation d’'une gPCR 16S et 16S.

qPCR 165 qPCR 18S

Programme 95°C, 5min (1 cycle) 95°C, 5min (1 cycle)
95°C, 20s;56°C,20s;72°C,30s;82°C,5s | 95°C,205s;50°C, 20s; 72°C,

(39 cycles) 30s; 80°C, 10 s (44 cycles)
72°C, 5 min ; 95°C,305s;51°C,55s; 95°C, 72°C, 5 min; 95°C, 10 s;
0,5C 65°C,5s5;95°C,0,5C

Apres amplification, la quantité de genes 16S et 18S est obtenue en mesurant la

densité optique de la solution grace a une courbe d’étalonnage.

2.3.3.2 Mesures d’activité enzymatique.

Les enzymes sont les principaux médiateurs de la dégradation, de la minéralisation de
la matiere organique et du fonctionnement du cycle des éléments. Elles sont donc utilisées
pour observer les réponses des écosystemes aux perturbations et servent ainsi d’indicateurs

(Burns and Dick. 2002 ; Marx et al. 2001). Dans notre étude, la mesure de leur abondance
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permet d’estimer I'activité des microorganismes présents et de corréler celle-ci aux formes de

chlore présentes dans les sols.

Les enzymes sélectionnées dans cette étude ont été choisies pour représenter les principales
voies de dégradation de la matiére organique et le fonctionnement des grands cycles

biogéochimiques:

e Diacetate de fluoréscéine (FDA ; hydrolyse représentant une activité globale)
e Laccase (oxydo-réductase impliquée dans le cycle du carbone)
e Phosphatase alcaline (hydrolase impliquée dans le cycle du phosphore)

e Amino-peptidase (hydrolase impliquée dans le cycle de I'azote)

Ces activités enzymatiques ont été mesurées suivant le protocole établi dans les
travaux de Stauffer et al, (2014) pour I'ensemble des sols aprés prélevements ainsi que pour
les sols issus de la deuxieme série d’incubations. Pour la troisieme incubation, seule I'activité
FDA a été mesurée.

La mesure des activités d’hydrolyse de la FDA, phosphatase alcaline et amino-
peptidase s’effectuent de la fagon suivante : Une solution de sol est réalisée en mélangeant
2,5 g de sol frais dans 50 mL de tampon approprié pour chaque enzyme puis agités dans un
agitateur orbital (Stuart Scientific) a 250 rpm pendant 10 minutes. lls sont ensuite soniqués
pendant 2 minutes puis agités une nouvelle fois pendant 10 minutes a 250 rpm. Le test peut
alors étre réalisé en mélangeant un volume de 25 uL de la suspension de sol dans une
microplaque noire (Greiner bio-one 96 puits) avec la solution tampon et le substrat. Les
mesures de fluorescence des microplaques sont réalisées toutes les heures pendant 6 h avec
un spectrophotometre (Safas Monaco Xenius SP2000 XC) et les microplaques sont placées a
I'obscurité a 28 °C entre chaque mesure. L'activité enzymatique est ensuite déduite d’une
courbe étalon propre a chaque enzyme qui a été préalablement réalisée a 'aide d’un
standard.

Pour I'activité laccase, le protocole est différent : 400 pL de solution de sol sont ajoutés
a 100 pL de solution substrat et a ImL d’une solution tampon dans un microtube (plastique)
de 1,5 mL. Le tube est ensuite placé a 37 °C pendant 10 minutes dans un agitateur a 50 rpm
puis centrifugé a 10000 rpm a 4 °C pendant 5 minutes pour stopper la réaction. Un volume de
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250 ulL de la solution obtenue est placé dans une microplague noire a fond transparent
(Greiner bio-one 96 puits) et I'absorbance est lue a I'aide d’un spectrophotomeétre (Safas
Monaco Xenius SP2000 XC). L'appareil fait intervenir la Loi de Beer-Lambert qui permet
ensuite d’avoir accés a la valeur d’activité enzymatique.

Toutes les activités enzymatiques ont été mesurées sur sol frais, dans des conditions
de pH et de température controlées. Les volumes de solution tampons, de substrat ainsi que
la longueur d’onde de mesure propre a chaque test enzymatique sont résumés dans le tableau

ci-dessous (Tableau 2. 5)

Tableau 2.5. Volumes de solution tampon, de substrat et longueur d’onde de mesure propre a
chaque test enzymatiques

Activités Cycle Solution Tampon Substrat Longueur

mesurées de sol d’onde de
mesure

Laccase Carbone 400 uL Acétate 2,2’-azinobis- Absorbance
ImL50mM pH 5 (3ethylbenzothiazoline-6- 418 nm

sulfononicacid)
diamonium salt)

100 pL 5 0mM

(Sigma Aldrich)

Phosphatase | Phosphate 25l Phosphate 4-MUB-phosphate Excitation
alcaline 95uL 0,1M pH 7,5 30 uL 1 mM 330 nm
MES (Sigma Aldrich) Emission
100pL 0,1M pH 6 450 nm
Amino- Azote 25 uL Phosphate L-Leucine-7-amino-4- Excitation
peptidase 95uL 0,1M pH 7,5 methylcoumarin 342 nm
30 uL 1 mM
Trizma Emission
100uL 0,05M pH 8 (Sigma Aldrich) 440 nm
Hydrolyse de Activité 25 uL Potassium Diacetate de fluoréscéine Excitation
la FDA globale Phosphate 490 nm

195uL 60mM pH 30 puL 400 pg/mL

76 Emission
(Sigma Aldrich) 523 nm
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2.3.4 Détermination de la spéciation du chlore dans les sols par spectrométrie
XANES.

2.3.4.1 Principe de la méthode spectrométrique XANES.

La spectroscopie d’absorption des rayons X permet de décrire I'environnement local
autour d’un atome donné (quelques A) et permet d’en déduire son état d’oxydation, sa
coordination et la nature, la distribution spatiale des atomes voisins.

Les spectres obtenus décrivent I’évolution du coefficient d’absorption en fonction de
I’énergie du faisceau incident sur une gamme d’énergie réduite, de 100 a quelques centaines
d’eV avec une résolution spectrale de 0,1 a 2 eV. Le phénomene physique a |'origine de cette
évolution ou des variations du coefficient est I'absorption des photons X, suivi de I'éjection
d’un électron de cceur de I'atome absorbant, qu’on appelle aussi effet photo-électrique (figure

2.8).

photon X
e.

Haute Energie
electron de coeur

Figure 2.8. Schéma de |'effet photo-électrique

L'avantage majeur de la technique est que les énergies d’ionisation ou encore les
énergies pour lesquelles I'effet photoélectrique se produit sont des valeurs discretes
spécifiqgues d’'une couche électronique donnée d’un atome donné. Ainsi en se placant dans
une gamme d’énergie avoisinant I’énergie des électrons de coeur des atomes de chlore, on ne
mesure que le phénomeéne d’absorption par les atomes de chlore. Les spectres obtenus sont
généralement décrits selon deux ou trois régions, la premiére région avant seuil qui décrit les
transitions électroniques autorisées, la région du seuil pour laquelle les photons incidents sont

absorbés et des électrons éjectés de I'atome (ou région XANES, X ray Absorption Near Edge

62



Structure) et la région qui s’étend sur plusieurs centaines d’eV apres le seuil d’absorption, est

la région dénommeée EXAFS (Extended X-ray Absorption Fine Structure (Figure 2. 9).
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Figure 2.9. Spectre d’absorption des rayons X au seuil K du Cl.

L’énergie d’ionisation Eg correspond a I'énergie du seuil d’absorption (communément

prise comme le maximum de la dérivée premiere du spectre)

2.3.4.2 Préparation des échantillons pour les mesures de spectroscopie et conditions de
mesure

Pour les échantillons de sol, environ 30 mg de sol séché sont broyés finement dans un
mortier puis pressés a I'aide d’un pastilleur (2 tonnes) pour former une pastille (6 mm).
L’échantillon est fixé sur un portoir en cuivre par du scotch carbone, placé dans la chambre
«échantillon » (Figure 2. 10) et mis sous vide (pompe turbo-moléculaire). Le portoir en cuivre

est relié par une tresse en cuivre a un réservoir d’azote liquide (température de I’échantillon
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d’environ -100 °C), rempli une fois que la pression dans I’enceinte est suffisamment faible. La
faible température a pour objectif de diminuer ou ralentir les dommages liés au rayonnement
(volatilisation du chlore, production de radicaux). L'obturateur de la ligne n’est ouvert que
lorsque la température et la pression sont stables.

Les échantillons de référence ont été mesurés a I'aide d’'un porte—échantillon en
boutonniére. Les mesures ont été effectuées sur la ligne de lumiere LUCIA du synchrotron
SOLEIL. La ligne est installée au niveau d’un élément d’insertion de type onduleur, qui garantit
une meilleure brillance du faisceau. L'intensité du courant dans I'anneau était de I'ordre de
400 mA pour nos mesures. Le rayonnement X incident est monochromatisé par un
monochromateur a cristaux et focalisé sur I'échantillon par des miroirs de type Kirkpatrick-
Baez.

Dans le cas de nos échantillons, les concentrations en chlore nous ont contraints a
travailler par mesure de la fluorescence X directement liée a I'absorption des rayons X. La

fluorescence constitue un des phénoménes physiques de désexcitation de I'atome.

Rayons X Porte - échantillon
Platine motorisée

sortant

Rayons X
entrants

Figure 2.10.  Vue de la chambre-échantillon (Flanck et al. (2006)).

Les spectres ont été enregistrés entre 2800 et 2880 eV (région XANES du spectre) avec
un pas en énergie de 0,2 dans la région du seuil (2818-2840 eV) et 0,5 eV apres seuil (2840-

2860). Le temps d’acquisition est de 1 sec par point. Ce temps d’acquisition par point a été
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choisi afin de pouvoir détecter des modifications de la spéciation du chlore sous le faisceau

de rayons X et pour chaque échantillon entre 3 et 5 spectres ont été enregistrés.

Le tableau 2. 6 présente les échantillons qui ont été choisis pour ces analyses. Les
échantillons ont été choisis afin de tester l'influence de différentes traitements sur la
spéciation du chlore : stérilisation par autoclave, stérilisation par irradiation, ré-inoculation,

incubation en conditions aérobies et anaérobies, avec ou sans ajout de sels de chlore.

Tableau 2.6. Récapitulatif des échantillons analysés par spectroscopie d’absorption X. Cl, = chlore
organique, Cli, Chlore minéral ou inorganique XANES.

Avant incubation

Echantillon Modalité
MF2013 initial sans traitement

stérilisé par autoclave
VF2013 initial sans traitement

stérilisé par autoclave
VF2014 stérilisé par irradiation

Premiere expérience d’incubations

MF2013 ré-inoculé

ré-inoculé ajout de sels de chlore minéral

autoclavé ajout de sels de chlore minéral

VF2013 ré-inoculé

ré-inoculé ajout de sels de chlore minéral
Seconde expérience d’incubations

VF2014 ré-inoculé
ré-inoculé ajout de sels de chlore minéral
ré-inoculé anaérobie
ré-inoculé ajout de sels de chlore minéral anaérobie
irradié
irradié ajout de sels de chlore minéral
irradié anaérobie
irradié ajout de sels de chlore minéral anaérobie
Solutions Standards
Acide trichloroacétique (Clo) aliphatique TCA
Chlorotétracycline (Clo) aromatique CTCH
Chlorure de calcium (Cl;y) CaCl,
Chlorure d’ammonium (Cli,) NH4Cl

Des standards en solution aqueuse de Clo (CTCH et TCA) et Clin (CaCl; et NH4Cl) ont été
analysés. Les composés CTCH et TCA correspondent a des standards organochlorés

respectivement aromatique et aliphatique.
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2.3.4.3 Méthode de traitement des spectres

L’analyse des spectres XANES a été effectuée grace au logiciel Athena (Ravel and
Newville., 2005). Tout d’abord, 'ensemble des spectres obtenus pour un méme échantillon
(ou méme pastille) sont moyennés a condition que tous les scans ou tous les spectres soient
superposables et qu’aucune évolution de la spéciation du chlore ne soit détectée entre deux

spectres successifs. Dans le cas d’une évolution, seul le premier spectre mesuré est retenu.

L'interprétation qualitative des spectres s’est fondée sur la publication de Leri et al.

(2007) (Figure 2. 11).

| x1

Normalized fluorescence yield (FF/10)
-
(=)
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2810 2820 2830 2840 2850
Photon energy (eV)

Figure 2.11. Spectres obtenus par spectrométrie XANES dans les travaux de Leri et al., 2007. A, B
= tétrachlorophénol, chlorophénol rouge (chlore organique aromatique), C = chlorodécane
(chlore organique aliphatique), D, E, F = KCl solide, trizma-HCl solide, glycine-HCl solide (chlore
inorganique).

Les spectres A, B et C ont été obtenus pour trois composés organochlorés,
respectivement du tétrachlorophénol (A) du chlorophénol (B) et du chlorodécane (C). Les deux
premiers ont une partie organique aromatique, alors que le spectre C a une partie organique
aliphatique. D’un point de vue spectral, le caractére aromatique du ligand organique, décale
le seuil d’absorption de quelques eV vers les plus hautes énergies (0,2 a 0,4 eV) et la premiere
oscillation (X1) est décalée également vers les plus hautes énergies. Les spectres suivants sont

obtenus pour des composés iorganiques ou minéraux, du KCl solide (D), du trizma-HCl solide
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(F), du HClI solide avec ajout de glycine (G) et du HCl aqueux (H) respectivement. Ces spectres
montrent que le seuil d’absorption du chlore inorganique est décalé d’environ 2-2,2 eV vers
les plus hautes énergies.

Les spectres des échantillons ainsi que les valeurs correspondantes de EO et X1 ont été
comparés a ceux obtenus pour les standards du Clo (CTCH, TCA) ou du Clin (CaClz, NH4Cl) afin
de positionner nos échantillons entre les deux péles du chlore inorganique et des composés
organo-chlorés.

Des combinaisons linéaires (Linear Combination Fitting) ont été effectuées avec le
méme programme Athena pour tenter de mettre en évidence de maniere numérique les
évolutions de la spéciation du chlore. Pour ce faire, des spectres de sols, présentant des

caractéristiques extrémes (caractéristiques organiques ou inorganiques) ont été utilisés.

2.3.5 Analyses statistiques

Les analyses statistiques réalisées sur I’'ensemble des données ont été obtenues grace
au module XLSTAT du logiciel Microsoft Excel©. Les tests statistiques les plus employés

correspondent a des ANOVA.
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Chapitre 3

Méthodes de mesure des teneurs en
chlore du sol : comparaison et choix
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3 Méthodes de mesure des teneurs en chlore du
sol : comparaison et choix

L'analyse de la littérature a fait apparaitre I'existence de plusieurs méthodes d’analyses
des formes de chlore dans les sols, et I'absence de méthode de référence. L’acquisition d’un
équipement de type analyseur d’AOX au LIEC au démarrage de la thése a nécessité des mises
au point sur I'analyse par cette technique, notamment pour I'appliquer a des sols, alors qu’elle
est dédiée aux analyses des formes de chlore en solution. Cette technique de mesure par
analyseur d’AOX a notamment été comparée a celle par activation neutronique. Par ailleurs,
I’utilisation de I'ICP MS HR pour analyser les isotopes 3’Cl et 3°Cl (naturels et apportés sous
forme de traceur) a aussi nécessité des mises au point, notamment pour I'analyse a partir
d’échantillons solides. Ce troisieme chapitre avait pour objectif de tester les méthodes
d’extraction des sols préalables a I’'analyse des formes de chlore par analyseur d’AOX et par
ICP MS HR puis de tester les méthodes d’analyse du chlore et de les comparer afin de choisir
celles qui devaient étre employées dans la suite des travaux de thése. Ce troisieme chapitre
présente les méthodologies testées puis les résultats obtenus suite a ces essais. Ces essais ont
permis dans un premier temps de comparer les résultats obtenus suite a I'application de
divers protocoles d’extraction, de solubilisation et de séparation du chlore organique pour
I'analyse par AOX ou par ICP MS HR. Ce chapitre porte ensuite sur l'influence de plusieurs
parameétres intervenant dans la mesure directe des teneurs en chlore par analyseur d’AOX.
Enfin, il aborde I'influence de la technique de mesure employée pour déterminer les teneurs

en chlore, et conclut sur le choix des méthodes retenues.

3.1 Matériel et méthode
3.1.1 Protocoles d’extraction du chlore organique

La quantification des teneurs en chlore organique et inorganique d’un sol nécessite une
étape d’extraction préalable de I’échantillon. Trois protocoles ont été testés : un protocole

simplifié, celui de la norme NF, et celui décrit par Basviken et al., (2007).
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3.1.1.1 Premier protocole d’extraction : protocole simplifié de séparation du chlore
inorganique et du chlore organique total

Un premier protocole d’extraction relativement simple permettant la séparation du
chlore organique total (Clo) et du chlore inorganique (Clin) a été développé au laboratoire

(Figure 3. 1).

Sol initial séché et broyé

v

50mg sol séché et broyé + 50mg charbon actif + 5mL
de solution KNO; (KNO;, 0.2M + HNO,, 7.10M).
Agitation (1h, 30rpm). Filtration de la solution sur
un fritté.
Ringage du fritte (3 X 10mL KNO;, 0.01M + quelques
gouttes de HNO,)

P AN

Filtrat Fritte
i’ hi
Chlore Chlore organique
inorganique total

Figure 3.1. Protocole simplifié d’extraction et de séparation du Clo et du Cli,

Dans un premier temps, 50mg de sol séché a I'air, tamisé (2 mm) et broyé sont ajoutés
a 5mL de solution d’extraction (KNO3, 0.2M + HNOs, 7.10°3M) ainsi qu’a 50mg de charbon actif
(Merk ; qui permet le piégeage du chlore organique extractible). L'ensemble est mis en
agitation pendant une heure, a une fréquence de 30 rpm. Le mélange est ensuite versé sur
une colonne de filtration (Xprep3, Figure 3. 2). La filtration se fait sous flux d’argon sur un fritté
en quartz placé a la base de la colonne. Ce fritté est ensuite rincé avec une solution de nitrates

(3 fois 10 mL 0.01M KNOs + quelques gouttes de HNO3).

Le fritté contient le chlore organique total (Clo) en partie dans le sol résiduel (dans
lequel reste le chlore organique non extractible) et en partie sur le charbon actif (ou est piégé

le chlore organique extractible). Les solutions d’extraction et de ringage (filtrat), récupérées a
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la sortie de la colonne de filtration, contiennent le Cli, de I’échantillon. La teneur en Clo a été
mesurée par analyseur d’AOX pour I’'horizon de sol VF2012 apres application de ce protocole

d’extraction.

Mélange
(50mg sol + 50mg
charbon actif + SmL de
solution KNO, (KNO,
0,2M + HNO, 7.10*M)

Charbon actif piégé sur le
fritté
Chlore organique total

Filtrat
Chlore inorganique

¢ »

Figure 3.2. Colonne de filtration Xprep3 et principe de I’extraction du Clo et Cl,

3.1.1.2 Deuxiéme protocole d’extraction : issu de la norme NF

Le protocole établi par la norme NF 16166 a également été testé dans cette étude. Le
protocole est assez similaire au protocole simplifié développé au laboratoire mais dans celui-

ci est utilisée une solution de nitrate de sodium (Figure 3. 3).
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Sol initial séché et broyé

100mg sol séché et broyé + 30mg charbon actif +
10mL de solution NaNO, (0,2M). Agitation (1h,
30rpm). Filtration de la solution sur un fritté.
Ringage du fritté (25mL 0,01M NaNO,)

pd N

Filtrat Fritté
Chlore Chlore organique
inorganique total

Figure 3.3. Protocole d’extraction et de mesure des teneurs en Clo et du Cli, selon la norme NF
16166.

Dans un premier temps, 100mg de sol séché, tamisé (2mm) et broyé sont ajoutés a
30mg de charbon actif ainsi qu’a 10mL de solution d’extraction (0.2M NaNQO3). L’ensemble est
mis en agitation pendant une heure, a 30 rpm puis filtré sur un fritté a I'aide d’'une colonne de

filtration Xprep3. Ce fritté est ensuite rincé a I'aide de 25mL de NaNO3 0,01 M.

Le Clin est contenu dans les solutions d’extraction et de rincage (filtrat) alors que le Clo
est présent dans le charbon actif et dans le sol résiduel obtenu apres extraction. La teneur en
Clp a été mesurée par analyseur d’AOX pour I’horizon de sol VF2012 aprés application de ce

protocole d’extraction.

3.1.1.3 Troisiéme protocole : selon Bastviken et al . (2007)

Ce troisiéme protocole, issu des travaux de Bastviken et al. (2007), est assez similaire
au deuxieme protocole d’extraction (norme NF) mais il permet de séparer deux fractions de
chlore organique : le chlore organique non extractible (Clone) et le chlore organique extractible
(Clog). Le protocole plus détaillé, qui sera celui principalement utilisé dans la thése, est décrit
dans le chapitre 2.3.1.1. La teneur en Clo a été mesurée par analyseur d’AOX pour I'horizon

de sol VF2012 apres application de ce protocole d’extraction.
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3.1.2 Protocole de solubilisation du chlore des échantillons solides pour
I’analyse par ICP MS HR

L'ICP MS HR permet uniquement I'analyse d’échantillons sous forme liquide. Le chlore
a analyser dans les échantillons de sol lors des expériences d’incubations a donc di étre
préalablement solubilisé. Pour cela, plusieurs méthodes ont été testées afin de déterminer (i)
celle qui permettait d’obtenir le meilleur rendement de minéralisation ou d’extraction et (ii)
celle qui permettait une mesure précise et répétable par ICP-MS-HR. Cette partie présente les

différents protocoles de minéralisation qui ont été testés.

3.1.2.1 Minéralisation des échantillons a I'aide du module de combustion de I’analyseur
d’AOX

Cette premiere méthode consiste a minéraliser par combustion dans I’analyseur d’AOX les
échantillons de sols. Aprés combustion, les gaz sont normalement analysés par la cellule
électrolytique de I'analyseur d’AOX pour accéder aux concentrations en chlore. Pour I'analyse
isotopique par ICP MS HR, les gaz sont récupérés dans différentes solutions qui ont été
sélectionnées d’aprés les travaux de Balcone-Boissard et al. (2009) et Bing-Xian et al. (2013)

et testées afin de connaitre le rendement de piégeage du Clga; dans chacune d’elles :

Na>S03 (4mM) dans une solution de NaOH (25mM)
e KOH (10* M)

e Na»COs (5,4mM), NaHCOs (5,1 mM)
e TMAH (0,5%)

e NaOH (25mM)

e Hx0;(3.10° mM)

e NaySO3(4.10% mM)

e NaOH10*M

e NaxS0;103M

e NaxSO;10* M

e Na;SO; 103 M dans NaOH 10* M

e NaSOs 10* M dans NaOH 10 M
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Les essais utilisant les 7 premieres solutions ont été réalisés avec |’échantillon de sol
VF2012, sur le sol total (Clror) et sur le sol résiduel (Clone) obtenu aprés application du
protocole d’extraction de Bastviken (chapitre 2.3.1.1). Pour les 5 solutions restantes, les
mesures ont été réalisées avec |'échantillon de sol CE et la fraction Clror. La prise d’essai de
sol initialement introduite dans I'analyseur d’AOX pour combustion est de 200 mg et le volume
final de solution choisie permettant de récupérer les gaz est de 12,5 mL pour chaque

échantillon.

Apreés piégeage des gaz, les solutions sont analysées par chromatographie ionique (ICS

3000 Dionex) afin d’estimer le pourcentage de chlore solubilisé.

3.1.2.2 Minéralisation des échantillons par fusion alcaline

Cette deuxieme méthode consiste a réaliser une minéralisation par fusion alcaline des
échantillons de sols. Ce type de minéralisation permet de détruire les composants organiques
et les réseaux cristallins de I’échantillon pour faciliter leur mise en solution. Pour cela, 100 mg
d’échantillon sont calcinés dans un creuset a I'aide d’un fondant de métaborate et tétraborate
de lithium a haute température. Les solutions ainsi préparées sont ensuite prétes pour

passage a I'ICP MS HR.

Cette méthode de minéralisation des échantillons de sols (solides) a été testée avec
I’échantillon CE sur les fractions Clror et Clong, cette derniere étant obtenue selon le protocole

de Bastviken et al. (2007).

3.1.2.3 Extraction des échantillons solides au TMAH

Cette troisieme méthode d’extraction du chlore des sols consiste a extraire les
halogenes contenus dans les échantillons a haute température en présence d’une base forte,
le TMAH (hydroxyde de tétraméthylammonium). Le protocole plus détaillé est présenté dans

le chapitre 2.3.1.4.2.
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Les premiers essais de cette méthode d’extraction ont été réalisés sur les horizons de
sols VF2014 et MF2014 pour les fractions solides correspondant au Clror, Cloex et Clone
obtenues apres application du protocole de Bastviken et al. (2007). Les solutions d’extraction
résultantes ainsi que les fractions liquides correspondant au Cli» et Clg1 ont été analysées par

ICP MS HR.

3.1.3 Optimisation de la méthode de mesure des teneurs en chlore par
analyseur d’AOX.

Afin d’optimiser la mesure des teneurs en chlore, I'influence de la prise d’essai,
I'humidité des gaz de combustion, la température de combustion ou encore le type de

charbon actif utilisé pour les extractions ont été testés.

3.1.3.1 Influence de la prise d’essai d’échantillon sur la mesure de la teneur en chlore

Pour avoir accés a la teneur en chlore dans un échantillon solide (Clror, Clone et Clogs :
respectivement dans le sol total, le sol extrait et le charbon actif), I'échantillon solide est
directement introduit dans I'analyseur d’AOX. Si le chlore dans I'échantillon est réparti de
facon hétérogéne, la prise d’essai de I’échantillon peut avoir une influence sur le résultat

obtenu.

Afin de tester cette éventualité, la teneur en Clior a été mesurée pour différentes
prises d’essai de sol total: 50, 100 et 200mg (prise d’essai maximum possible). Ces essais ont

été réalisés uniquement sur I’échantillon de sol VF2012.

3.1.3.2 Influence de 'acidification de la solution d’extraction et de I'ajout de charbon actif
sur la mesure de la teneur en chlore organique total.

La solution d’extraction (KNO3 0,2M + HNO3 7.103 M) ainsi que la solution de rincage
(KNO3 0,01M + 4 gouttes HNOs) utilisée dans le premier protocole d’extraction (protocole
simplifié) sont toutes deux acidifiées (pH2) a I'aide d’acide nitrique (HNOs3). Cette acidification,
et par conséquent le pH de ces solutions, peut éventuellement jouer un role sur la mesure des

teneurs en Clo. Cette éventualité a été testée en réalisant une série de mesures des teneurs
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en Clo apres application du premier protocole (protocole simplifié) en utilisant une solution
d’extraction (KNO3 0,2M) et de ringage (KNO3 0,01M) acidifiée (pH 2) ou non acidifiée (pH 6).

Ces essais ont été réalisés avec I’échantillon de sol VF2012.

Les protocoles d’extraction font également intervenir du charbon actif pour piéger la
fraction de chlore organique extractible et la séparer de la fraction de chlore inorganique. Afin
de vérifier que le charbon actif permet bien le piégeage de la totalité du chlore organique
extractible, des essais de mesures des teneurs en Clo apres extraction ont été réalisés sans
utilisation de charbon actif. Dans ce cas, 50 mg de sol sont ajoutés a 5 mL de solution
d’extraction (HNO3 0,2M + HNO3 7.103 M) et mélangés pendant 1 h a 30 rpm. La solution est
ensuite filtrée dans une colonne de filtration Xprep3. Le filtrat contient alors en théorie le Clin
et le Cloe; et le sol présent sur le filtre contient le Clone. Ces essais ont été réalisés pour VF2012

et comparés aux résultats obtenus avec utilisation de charbon actif (partie 3. 1. 2. 2)

Par ailleurs, si la microporosité du charbon actif agit comme un piege pour le chlore
organique extractible, elle peut également piéger d’autres composés présents dans I'air
pendant la période de stockage et dutilisation du charbon, provoquant ainsi sa
contamination. Pour tester cette éventualité, la teneur en Clror présente dans une prise
d’essai de 50 mg de charbon actif a été mesurée apres différents temps de stockage du
charbon actif a Iair libre du laboratoire ou sont réalisées les extractions :t=0;1;2;5,5;
21,5; 26 et 32 heures. Les résultats permettront d’établir une cinétique de contamination du

charbon actif a I'air.

3.1.3.3 Role du type de combustion sur la mesure des teneurs en chlore

Les échantillons de sols, ayant ou non subi au préalable une extraction, sont soumis a
une combustion dans le four de I'analyseur d’AOX afin d’avoir accés aux teneurs en chlore.
Afin de vérifier si cette étape de combustion, réalisée a 1000°C, est totale, des essais ont été
menés en faisant varier la température et ’humidité lors de la combustion. Pour cela, la teneur
en Clror a été mesurée en ajoutant aux échantillons de I'oxyde de vanadium (V;0s) devant

servir de catalyseur afin d’augmenter la température de combustion du four et en humidifiant
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ou non le gaz de combustion O,. Ces essais ont été réalisés sur VF2012 et comparés aux

résultats obtenus sans humidification et sans ajout de catalyseur.

3.1.4 Comparaison de méthodes de mesures des formes de chlore

Afin de tester la fiabilité de mesure de notre analyseur d’AQX, les teneurs en chlore
des échantillons VF2012 et MF2012 ont aussi été mesurées par un analyseur d’AOX situé aux
Pays-Bas (TE Instrument, méme marque et méme modele que I'analyseur d’AOX du LIEC). Les
mesures ont été réalisées pour le Clor et le Clo obtenu apres application du premier protocole

d’extraction (protocole simplifié ; 3.1.1.1).

De plus, afin de comparer les teneurs en chlore mesurées par analyseur d’AOX aux
teneurs en chlore obtenues par une autre méthode, les teneurs en Clror et Clo ont été
mesurées par analyseur d’AOX et par activation neutronique sur les échantillons VF, VP, MF

et MC aux 3 dates de prélevements (2012, 2013 et 2014) et sur le sol CE.

Enfin, les teneurs en Clror et en Clone pour les horizons VF2014 et MF2014 ont été

mesurées par ICP MS HR et par analyseur d’AOX afin de comparer les méthodes de mesure.

3.2 Résultats

3.2.1 Influence du protocole d’extraction employé sur les teneurs en chlore
organique

Les teneurs en Clo (chlore organique total : Clone, Cloe1 et Clog2) mesurées par analyseur
d’AOX en fonction de l'utilisation de I'un des trois protocoles d’extraction (simplifié, NF et

Bastviken) sur I’'horizon de sol VF2012 sont présentées dans la Figure 3. 4.
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Figure 3.4. Teneurs en Clo obtenues pour VF2012 apreés application des 3 protocoles
d’extraction. Les différentes fractions de chlore obtenues grace au protocole 3 sont
regroupées pour former une seule forme de Clo. Moyenne +* écart-type (n=3).Test
statistique : ANOVA a un facteur (protocole). Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (P<0,05)

La teneur en Clo, d’environ 130 mg.kg™?, n’est pas significativement différente quel que
soit le protocole d’extraction du sol employé. Les données sont répétables, avec des écarts-

types ne dépassant pas les 20%.

Les teneurs en Clo étant similaires entre les 3 protocoles d’extraction testés, le
protocole employé pour la récupération du Clo avant analyse par analyseur d’AOX ne semble
pas avoir d’'influence sur le résultat obtenu. Cependant, le protocole simplifié et le protocole
issu de la norme NF permettent uniquement d’accéder a la teneur Clo, sans distinction des
différentes formes de Clo. A l'inverse, le protocole d’extraction proposé par Bastviken et al.
(2007), inclut plusieurs étapes successives d’extractions qui permettent la séparation du
chlore organique extractible (Cloe1 et Cloe2) et du chlore organique non extractible (Clong). C'est

pourquoi cette méthode a été retenue dans les expérimentations suiventes de la these.
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3.2.2 Influence du protocole de minéralisation ou d’extraction d’échantillons
solides sur la récupération du chlore en solution pour I'analyse par ICP
MS HR

3.2.2.1 Minéralisation des échantillons a I'aide du module de combustion de I’analyseur
d’AOX

Les teneurs en Clyor et Clone mesurées par chromatographie ionique (ICS 3000 Dionex)

dans une premiére série de solutions utilisées pour piéger le chlore gazeux apres combustion

de I'’échantillon VF2012 sont présentées sur la Figure 3. 5.
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Figure 3.5. Teneurs en Clyor et Clone de I’échantillon VF2012 mesurées par chromatographie
ionique apres minéralisation des échantillons par combustion et piégeage dans les différentes
solutions. Moyenne # Ecart-type (n= 3). Test statistique : ANOVA a deux facteurs (forme de
chlore — solution). Les effets non significatifs sont représentés par ns. Les barres ayant les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05).
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La solution de NaSOs (0,5 g.L'!) dans 25 mM de NaOH permet le piégeage d’un
maximum de chlore (Clror et Clone). Dans ce cas, le piégeage est d’environ 60 mg.kg™ pour le

chlore total (soit environ 50% de la teneur en Clyor connue dans cet échantillon).

Cependant, cette solution est trop concentrée en NaOH pour étre analysée par ICP MS
HR. En effet, les premiers tests réalisés ont permis de constater que la concentration de la
solution de NaOH ne devait pas dépasser les 10* M (pour éviter tout effet de saturation dans

I'appareil).

Ces premiers tests ont conduit a mener une seconde série de tests de rendement de
piégeage de chlore dans des solutions trés peu concentrées (pour éviter les effets de
saturation de I'ICP MS HR). Ces mesures sont réalisées apres combustion du sol certifié pour
le Clor (valeur attendue en Clror de 75 mg.kg™?) et les résultats sont présentés sur la Figure 3.
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Figure 3.6. Teneurs en Clror du sol certifié mesurées par chromatographie ionique aprés
piégeage dans les différentes solutions. Moyenne + Ecart-type (n = 3). Test statistique :
ANOVA a un facteur (solution). Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (P<0,05)

Le rendement de piégeage est trés faible : Les solutions de NaOH 10* et Na2S04 10 qui
ont en moyenne le plus fort rendement permettent de piéger seulement 10 mg.kg™* de chlore
alors que la valeur connue en Clior est de 75 mg.kg?. Lorsque NaOH est ajouté a la solution

de Na;S04la concentration de chlore extraite est non quantifiable.
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Les tests de cette méthode de minéralisation et de différentes solutions de récupération

du chlore sous forme liquide indiquent la difficulté d’arriver a de bons rendements.

3.2.2.2 Minéralisation des échantillons par fusion alcaline

Les résultats obtenus suite a la minéralisation de I’échantillon CE par fusion alcaline
(Clror et Clone) sont présentés sur la Figure 3. 7. Les solutions de fusion ont directement été
passées sur ICP MS HR. Les valeurs attendues sont respectivement de 70 mg.kg* et 38,3 mg.kg"

L pour le Clror et Clone (mesures par activation neutronique).
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Figure 3.7. Signal obtenu par ICP MS HR des solutions issues de la minéralisation par fusion
alcaline. Moyenne * Ecart-type (n = 3) Test statistique : ANOVA a deux facteurs (forme de
chlore et isotope du chlore). Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement
différentes (P<0.05).

Le signal obtenu pour le blanc (fondant de métaborate et tétraborate de lithium sans
échantillon) est toujours supérieur (ou égal) a celui obtenu pour les solutions de
minéralisation des échantillons. Le blanc n’étant donc pas suffisamment propre pour étre
acceptable, les résultats obtenus pour les échantillons ne peuvent pas étre pris en compte. La

méthode de minéralisation par fusion alcaline n’est donc pas retenue.
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3.2.2.3 Extraction du chlore des échantillons solides au TMAH

Les teneurs en chlore mesurées par ICP MS HR dans les solutions d’extraction par le
TMAH sont présentées sur la Figure 3. 8. Les mesures réalisées par ICP MS HR pour I'ensemble
des formes de chlore sont relativement bien répétables (écart types ne dépassant jamais les
10 mg.kg?). Les teneurs mesurées pour Clg; sont faibles, ce qui est en accord avec la littérature
(Bastviken et al, 2007). Cependant, les teneurs en Clin mesurées par chromatographie ionique
(ICS 3000 Dionex) semblent ici trés surestimées.

Les teneurs en Clror mesurées par ICP MS HR (38 et 23 mg.kg™* pour VF2014 et MF2014,
respectivement) sont trés proches de celles obtenues par analyseur d’AOX (43 et 26 mg.kg™
pour VF2014 et MF2014, respectivement). Les teneurs en Clone mesurées par ICP MS HR (22
et 15 mg.kg?! pour VF2014 et MF2014, respectivement), ne représentent que 55 a 65 % des
teneurs mesurées par analyseur d’AOX (40 et 23 mg.kg?! pour VF2014 et MF2014,
respectivement). Ces résultats suggerent que cette technique d’extraction du chlore des
échantillons solides a I'aide d’une solution de TMAH peut étre utilisée dans la suite de I'étude
pour le Clror. Pour le Clong, la méthode n’extrait pas la totalité de la fraction. Toutefois cette
méthode a été retenue parmi celles testées pour les mesures par ICP MS HR dans les solutions

d’extraction.

84



50

a
45
— | [1VF2014
F"no 40
fb —— m MF2014
§, 35
@ 30 S| b
=)
S 25 { bc
o 20 I _cd
< de ge l
> 15
S -
= 10
0
CITOT CIOE1 CIONE
Facteur Teneurs en chlore
Site *
Vosges > Meuse
Forme de chlore *
Clror > Clone > Cloe:

Figure 3.8. Teneurs en chlore obtenues par ICP MS HR aprés extraction au TMAH des
échantillons de sols prélevés en 2014. Moyenne + Ecart-type (n=4). Les effets significatifs sont
représentés par un astérisque. Test statistique : ANOVA a deux facteurs (forme de chlore-site).

Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05).

3.2.3 Influence des conditions de préparation et d’analyse sur les teneurs en
chlore mesurées

Dans les parties suivantes, les différentes formes de chlore obtenues avec le protocole
d’extraction de Bastviken et al., (2007) ont été regroupées en une seule forme qui correspond
au Clo. Comme les trois protocoles d’extraction conduisaient a des résultats non
statistiquement différents (paragraphe 2.1), cette partie regroupe des résultats obtenus avec

différents protocoles d’extraction, sans que ceux-ci soient distingués.
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3.2.3.1 Influence de la prise d’essai et du mode de combustion des échantillons sur la
mesure du chlore par analyseur d’AOX

Les teneurs en Clror obtenues pour I'échantillon de sol VF2012 pour différentes prises

d’essai sont présentées sur la Figure 3. 9.
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Figure 3.9. Teneurs en Clyor obtenues pour VF2012 en fonction de la prise d’essai. Moyenne +
écart-type (n = 3). Test statistique : ANOVA a un facteur (prise d’essai). Les barres ayant les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05)

Les teneurs en Clror mesurées pour des prises d’essai de 50, 100 et 200 mg sont
respectivement d’environ 70, 105 et 130 mg.kg®. La teneur en Clror augmente donc avec la
prise d’essai, mais elle n’est pas proportionnelle a la taille de la prise d’essai. Comme la prise
d’essai d’un échantillon ne peut pas excéder 200 mg (car le fritté de I'analyseur d’AOX est trop
petit pour contenir une plus grosse quantité d’échantillon), alors cette prise d’essai

« maximale » a été retenue pour les analyses de Clror, mais également pour les analyses de

CLone.

3.2.3.2 Influence du pH de la solution d’extraction et du charbon actif sur la teneur en
chlore organique mesurée par analyseur d’AOX.

Les conditions d’extraction du sol, étape préliminaire nécessaire a la mesure des

teneurs en Clo, peuvent avoir une influence sur le résultat obtenu. Plus précisément, le
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parametre pH de la solution d’extraction et I'effet de I'ajout de charbon actif a la solution
d’extraction ont été testés. Les teneurs en Clo obtenues pour I'horizon de sol VF2012 aprés
application du premier protocole d’extraction (protocole simplifié), utilisant une solution

d’extraction acidifiée ou non et du charbon actif ou non sont présentées dans la Figure 3. 10.
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Figure 3.10. Teneur en Clo obtenue pour VF2012 selon 3 modalités. Modalité 1 : acidification de la
solution d’extraction (pH2) et utilisation de charbon actif (CA) pour le piégeage du Clo. Modalité
2 : pas d’acidification de la solution d’extraction (pH7) et utilisation de charbon actif (CA) pour le
piégeage du Clo. Modalité 3 : acidification de la solution d’extraction (pH2) et pas d’utilisation de
charbon actif (SCA) pour le piégeage du Clo (prise d’essai : 50mg). Moyenne + écart-type (n = 3).
Test statistique : ANOVA a deux facteurs (acidification — ajout de charbon). Les barres ayant les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05)

La teneur en Clomesurée pour I’échantillon de sol, d’environ 130 mg.kg™, est identique
lorsqu’elle est mesurée suite a I'application d’un protocole d’extraction incluant I'utilisation
ou non d’une solution d’extraction acidifiée et incluant toujours I‘utilisation de charbon actif.
L’ANOVA indique ainsi qu’il n’y a pas d’effet significatif de I'acidification de la solution sur les
résultats obtenus. A l'inverse, la teneur en Clo est significativement plus faible (environ 70
mg.kg?) lorsqu’elle est mesurée apreés extraction avec une solution d’extraction acidifiée (pH
2) mais sans utilisation de charbon actif. Le pH de la solution d’extraction ne semble donc pas
avoir d’influence sur la mesure de la teneur en Clyor. L'utilisation de charbon actif permet le

piégeage du Clo dans sa porosité. Il est donc nécessaire a la récupération de la totalité du Clo.
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Cependant, si la porosité du charbon actif piege les molécules de Clo de I’échantillon,
elle peut alors également piéger du chlore atmosphérique. Il y a un risque de contamination
du charbon actif au cours du temps. La Figure 3. 11, présente la teneur en Clyor contenue dans
un échantillon de charbon actif exposé a I'air ambiant et permet d’estimer la contamination

de ce charbon actif sur une durée courte.
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Figure 3.11. Contamination d’un échantillon de charbon actif en Cliorau cours du temps.

La teneur en Clor contenue dans [I'échantillon de charbon actif augmente
graduellement avec le temps (de 5 mg.kg™ en début d’expérience a 40 mg.kg* aprés 32 heures
d’exposition). Le charbon actif piége donc bien des molécules de chlore présentes dans

I'atmospheére et peut de ce fait étre rapidement contaminé.

Par ailleurs, au début de I'expérience, le charbon actif présentait déja une
concentration de 5 mg.kg* de chlore total. Le charbon actif utilisé pour cette expérience avait
donc déja subi une précédente contamination. Pour limiter ces risques de contamination, il
est indispensable d’utiliser un charbon actif neuf ou peu exposé a I'air libre lors de chaque

série d’extractions du sol nécessaire au piégeage du Clo pour analyse.
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3.2.3.3 Influence du type de combustion sur les teneurs en chlore mesurées

Les résultats issus des tests d’optimisation de la combustion de I’échantillon par le four

de I'analyseur d’AOX sont présentés dans la Figure 3. 12.
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Figure 3.12.  Teneurs en Clor obtenues pour VF2012 avec et sans humidification des gaz de
combustion et avec ou sans ajout d’un catalyseur V,0s (prise d’essai : 50 mg). Témoin : mesure
réalisée sans ajout de catalyseur et sans humidification des gaz de combustion. Moyenne +
écart-type (n = 3). Test statistique : ANOVA a deux facteurs (humidification — ajout de V,0s). Les
barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05)

La teneur en Clror mesurée pour |'échantillon de sol ne varie pas significativement
lorsque I’échantillon subit une minéralisation avec ou sans humidification du gaz O; de
combustion (sans ajout de catalyseur V,0s). Les résultats sont identiques lorsque la
combustion est réalisée avec ajout d’un catalyseur V,0s pour augmenter la température de
combustion dans le four. Enfin, la teneur en Clror obtenue en combinant I'ajout d’un
catalyseur et I’'humidification des gaz de combustion n’est pas significativement différente de
la teneur en chlore obtenue suite a une combustion « classique » (sans humidification des gaz
de combustion et sans ajout de catalyseur). Les parametres humidité des gaz de combustion
et température de combustion de I'échantillon n’influencent donc pas les teneurs en chlore

mesurées.
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3.2.4 Comparaison de méthodes de mesures des formes de chlore

Cette partie relate l'influence du type d’appareil utilisé sur la détermination des

teneurs en chlore d’un échantillon de sol.
3.2.4.1 Influence de I'analyseur d’AOX utilisé sur la mesure des teneurs en chlore

La comparaison des teneurs en Clyor et Clo des échantillons de sol VF2012 et MF2012

obtenues sur deux analyseurs d’AOX est illustrée dans la Figure 3. 13.
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Figure 3.13.  Teneurs en Clor et Clo pour les échantillons de sol VF2012 et MF2012 obtenues par
deux analyseurs d’AOX. AOX 1 : LIEC (Nancy, France) ; AOX 2: compagnie TE Instrument, Pays-
Bas. Moyenne * écart-type (n = 3). Test statistique : ANOVA a deux facteurs (AOX — forme de

chlore). Les ANOVA ont été faites séparément pour chaque échantillon de sol. Les barres ayant
les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05)

Les teneurs en Clror mesurées pour I’échantillon de sol VF2012, de 'ordre de 130
mg.kg?, ne sont pas significativement différentes lorsqu’elles sont mesurées par I'analyseur
d’AOX 1 ou par I'analyseur d’AOX 2. De la méme fagon, pour VF2012, aucune différence n’est

constatée entre les teneurs en Clo mesurées par les deux appareils.
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Concernant I"échantillon de sol MF2012, les résultats acquis sur les deux appareils ne
sont pas significativement différents, que ce soit pour le Cltor et pour le Clo. Les teneurs en

Clror et en Clo sont toujours proches de 40 mg.kg™.

L’analyseur d’AOX employé pour déterminer les teneurs en chlore d’un échantillon de

sol ne semble donc pas avoir d’influence sur le résultat obtenu.

3.2.4.2 Comparaison des résultats obtenus par analyseur d’AOX et activation neutronique

Les teneurs en Clror et Clo mesurées par analyseur d’AOX ont été comparées aux
résultats obtenus par activation neutronique, afin de confronter ces deux techniques de
mesure. Ces mesures des teneurs en chlore ont été effectuées sur différents échantillons de

sol (Figure 3. 14).
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Figure 3.14. Teneurs en Clior et Clo obtenues par analyseur d’AOX 1 et par activation neutronique
pour CE, VF, VP, MF et MC. Les résultats obtenus pour VF, VP, MF et MC correspondent aux
résultats moyennés pour les 3 années de prélevements (2012, 2013 et 2014). Moyenne * écart-
type (n=3en 2012 et n=4en 2013 et 2014). Tests statistiques : test t de Student. Les résultats
obtenus par AOX 1 et par activation neutronique sont comparés par paires pour une méme
forme de chlore et un méme échantillon de sol. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (P<0,05).
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Les teneurs en Clror sont comprises entre 25 et 100 mg.kg* respectivement pour les
échantillons MF, VF et VP. Pour chaque échantillon, ces valeurs ne sont pas significativement
différentes lorsqu’elles sont mesurées par I'analyseur d’AOX 1 et par activation neutronique,
bien que les valeurs aient tendance a étre plus basses lorsqu’obtenues par analyseur d’AOX.
Pour CE et MC, les résultats obtenus par activation neutronique sont significativement

supérieurs a ceux obtenus par analyseur d’AOX 1.

Les teneurs en Clo montrent des tendances similaires a celles observées pour les
teneurs en Clror. Les résultats sont non significativement différents lorsqu’ils sont obtenus par
analyseur d’AOX 1 et par activation neutronique pour VF, VP et MF et les teneurs en Clo sont
significativement supérieures lorsqu’elles sont mesurées par activation neutronique pour CE

et MC.

L’'ensemble des résultats obtenus est assez reproductible, avec des écarts-type ne
dépassant jamais les 20%, excepté pour les teneurs en Clror et Clo des échantillons VF pour
lesquels I'écart type peut atteindre 50%, sans doute parce que les échantillons des 3 années,

qui différaient beaucoup pour VF (voir chapitre 4), ont été moyennés.

Globalement, la méthode de mesure des teneurs en chlore par analyseur d’AOX
permet donc d’aboutir a des résultats similaires a ceux obtenus par activation neutronique.
Les valeurs obtenues par analyseur d’AOX sont toujours plus faibles que celles obtenues par

activation neutronique, bien que la différence ne soit pas toujours significative.
La teneur en Clror certifiée de I’échantillon CE a été comparée aux teneurs en Clror

obtenues par analyseur d’AOX 1 et par activation neutronique afin de déterminer la méthode

de mesure la plus juste (Figure 3. 15).
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Figure 3.15. Teneurs en Clor de I’horizon de sol CE certifiée, obtenues par activation neutronique
et par analyseur d’AOX 1. Moyenne + écart-type (n = 4).

La teneur certifiée en Clror pour CE est égale a 75 + 9 mg.kgl. La mesure de cet
échantillon de sol par activation neutronique permet d’obtenir une valeur de 65 + 1 mg.kg™*
contre seulement 45 + 0,5 mg.kg! lorsque la teneur en Clror est mesurée par analyseur d’AOX
1. La méthode de mesure par activation neutronique permettrait ainsi d’accéder a un résultat

plus proche de la valeur certifiée que par analyseur d’AOX.
Il est possible d’estimer un rendement de mesures réalisées par analyseur d’AOX 1 par

rapport a celles obtenues par activation neutronique. La Figure 3. 16 permet d’observer ces

rendements pour les horizons de sols CE, VF, VP, MF et MC pour les teneurs en Cltor et en Clo
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Figure 3.16. Rendement de la mesure de chlore total (Clror) et organique (Clo) par analyseur
d’AOX par rapport a I'activation neutronique pour les échantillons de sol CE, VF, VP, MF et MC.
Les résultats obtenus pour VF, VP, MF et MC correspondent aux résultats moyennés pour les 3
années de prélevements (2012, 2013 et 2014). Moyenne + écart-type (n = 3). Test statistique :

ANOVA a un facteur (sol). Les ANOVA ont été réalisées séparément pour le Clror et le Clo. Les
barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (P<0,05)

Les rendements obtenus pour le Clror, d’environ 60%, par rapport a la mesure réalisée
par activation neutronique, sont significativement les mémes pour les sols CE, VP et MC
(respectivement 67, 57 et 62%). Pour VF (80%) et MF (91%), les rendements ne sont pas
significativement différents des précédents mais une tendance a des valeurs plus élevées est
observée (moyenne de 85%). Concernant le Clo, les résultats obtenus sont sensiblement les
mémes : le rendement est d’environ 60 % pour les sols CE, VP et MC (62, 51 et 66%
respectivement) et 80% en moyenne pour les horizons VF (82%) et MF (81%). Ainsi, il
semblerait que les horizons de sols agricoles (de culture ou de prairie) présentent en moyenne
des rendements inférieurs (environ 60%) a ceux des horizons de sols forestiers (environ 80%).
Ce rendement étant variable selon les sols, il est difficilement envisageable de proposer un

facteur de correction systématique des mesures par analyseur d’AOX.

3.2.4.3 Comparaison des résultats obtenus par analyseur d’AOX et par ICP MS HR

Les résultats des analyses effectuées sur les sols VF2014 et MC2014 aprés extraction
au TMAH (Figure 3. 8) ont été comparés a ceux obtenus sur les mémes échantillons de sols

par analyseur d’AOX. Les valeurs obtenues par ICP MS HR sont inférieures a celles obtenues
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par analyseur d’AOX. Un « rendement » pour les fractions Clror et Clone obtenues par ICP MS
HR par rapport a I'analyse de ces fractions par analyseur d’AOX a été calculé. Il varie entre les

formes de chlore, il est de 88% pour Clror et est supérieur a 55% pour Clone (Tableau 3. 1).

Tableau 3.1. Teneurs en chlore total (Clror) et en chlore organique non extractible (Clone)
mesurées par I'analyseur d’AOX et par ICP MS HR pour les sols VF et MF et rendement de la
mesure par ICP MS HR par rapport a I'analyseur AOX.

Clror (mg.kg?) Clone (mg.kg™?)

VF2014 MF2014 VF2014 | MF2014
ICP MS HR 38 23 22 15
AOX 43 26 40 23
Rendement (%) 88 88 55 65

3.2.5 Discussion - Conclusion sur l'influence des conditions d’extraction et
d’analyse sur la mesure des teneurs en chlore

Le tableau 3. 2 permet de faire un résumé des parametres d’analyses qui ont été testés

et de leur influence ou non sur les résultats obtenus.
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Tableau 3.2. Influence des parametres impliqués dans la méthode d’extraction et d’analyse sur les
teneurs en chlore mesurées

Influence des protocoles d’extraction

Résultat
Protocole d’extraction du chlore Résultats identiques pour le Clo
organique et inorganique Protocole Bastviken permettant de distinguer Cloe et Clone
Protocole de solubilisation du Solubilisation au TMAH permet de récupérer le plus de chlore

chlore

Parametres testés lors de I’extraction du sol avant mesure des teneurs en chlore

Résultat

Acidification de la solution | L'acidification de la solution d’extraction n’influence pas la récupération

d’extraction du Clo

Ajout de charbon actif L’ajout de charbon actif a la solution d’extraction est nécessaire au

piégeage et a la récupération de tout le Clo

Parametres testés lors de la mesure des teneurs en chlore par analyseur AOX

Résultat

Prise d’essai Plus la prise d’essai est grande, plus la teneur en Clror augmente. La

prise d’essai retenue est de 200mg.

Humidification des gaz de | L’humidification des gaz de combustion O n’influence pas les teneurs

combustion O2 en chlore mesurées
Utilisation d’un catalyseur (V205s) L'utilisation d’un catalyseur V20s n’influence pas les teneurs en chlore
mesurées

Parmi les différents tests mis en place pour déterminer les parameétres impliqués dans
la méthode d’analyse et de préparation des échantillons, I'humidification des gaz de
combustion O, et l'utilisation d’un catalyseur V,0s pour optimiser la combustion de
I’échantillon dans le four de I'analyseur d’AOX lors de la mesure de la teneur en Clyor ne
semblent pas avoir d’influence sur le résultat obtenu. Il en est de méme pour I'acidification de
la solution d’extraction utilisée pour avoir acces a la teneur en Clo. A l'inverse, la prise d’essai
de I’échantillon introduite dans I’'analyseur d’AOX joue un rdle sur le résultat obtenu : plus la
prise d’essai est importante, plus la teneur en chlore mesurée est élevée. La prise d’essai
retenue pour mesurer les teneurs en Clror et en Clone (non testée) sur les échantillons solides

est ainsi de 200 mg.
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L’ajout de charbon actif s’est révélé indispensable, il permet de piéger tout le Cloe et
évite donc la sous-évaluation des teneurs en Clo, mais le risque de contamination du charbon
actif par l'air ambiant a été mis en évidence et nécessite des précautions (utilisation de

charbon actif neuf ou récemment ouvert).

Concernant la méthode de solubilisation du chlore nécessaire aux mesures par ICP MS
HR, il est apparu que la méthode faisant intervenir 'utilisation de TMAH est la plus efficace,

car elle permet le piégeage de la presque totalité du Clror et d’environ 60 % du Clone.

Le tableau 3. 3 permet de faire un bilan sur la comparaison des différentes méthodes

de mesure des teneurs en chlore testées dans cette étude.

Tableau 3.3. Bilan des résultats obtenus suite a la comparaison des différentes méthodes de
mesure des teneurs en chlore.

Méthodes comparées Résultat

AOX1/A0X2 Pas de différence entre analyseurs d’AOX

AOX1/activation neutronique | Teneurs en chlore mesurées par activation neutronique

>

teneurs en chlore mesurées par analyseur d’AOX

AOX1/ICP MS HR Teneurs en chlore mesurées par ICP MS HR < teneurs en

chlore mesurées par analyseur d’AOX

L'analyseur d’AOX utilisé ne semble pas avoir d’influence sur les teneurs en chlore
(Clror et Clp) mesurées. Les résultats obtenus par une méme méthode sont répétables. La
méthode de mesure des teneurs en chlore par analyseur d’AOX 1 peut donc étre utilisée dans
le cadre de cette étude pour la comparaison de sols et de modalités. Toutefois, les teneurs en
Clror et en Clo obtenues par analyseur d’AOX 1 sont souvent inférieures a celles obtenues par
activation neutronique. Cette méthode semble sous-estimer les concentrations en chlore,
comme l'indiquent les résultats obtenus avec le sol certifié. S’il fallait apporter un facteur de
correction aux mesures réalisées par analyseur d’AQX, il serait de +37 % pour le Clyor et de

+40% pour le Clo pour les sols anthropisés, et de +14 % et de +18 % pour les sols forestiers. I
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apparait ainsi difficile de proposer un facteur de correction systématique des mesures par
analyseur d’AOX. Par ailleurs, une seule valeur certifiée a été utilisée, et il serait sans doute

nécessaire de multiplier les valeurs de référence pour d’autres sols.

De méme, pour les analyses par ICP MS HR, un facteur de correction aurait pu étre
utilisé, puisque les teneurs obtenues sont elles-mémes plus faibles que celles obtenues par
analyseur d’AOX mais pour les mémes raisons que pour I'analyseur d’AOX, le choix a été fait

de ne pas corriger les valeurs obtenues.

En conclusion, les teneurs en chlore pourront étre mesurées par analyseur d’AOX dans
la suite de ce travail, mais en considérant que les valeurs obtenues par cette technique sont
inférieures a celles obtenues par activation neutronique pour un sol de référence, elles

peuvent donc étre sous-estimées.

Dans la suite de ce travail, les mesures des teneurs en chlore seront déterminées a I’aide
d’un analyseur d’AOX en introduisant une prise d’essai de 200 mg d’échantillon dans
I'appareil. Pour la mesure des teneurs en Clg, le protocole d’extraction du sol avant analyse

correspondra au protocole de Bastviken et al. (2007), qui inclut I'utilisation de charbon actif.
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Chapitre 4

Influence des parametres environnementaux
et biophysicochimiques sur la répartition des
teneurs en chlore dans les sols.
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4 Influence des parametres environnementaux et
biophysicochimiques sur la répartition des teneurs en
chlore dans les sols.

Le travail présenté dans ce quatrieme chapitre a pour objectif d’étudier les paramétres
environnementaux et édaphiques des sols qui influencent la répartition des teneurs en chlore
dans les sols. Pour cela les teneurs en chlore (Clyor, Clong, Cloe1) ont été déterminées dans
guatre sols contrastés (horizons organo-minéraux des sols VF, VP, MF, MC, Chapitre 2.1)
prélevés a trois dates de prélévement (mars 2012, juin 2013 et mars 2014). Les teneurs des
différentes formes de chlore ont été obtenues par analyseur d’AOX lors d’'une méme série
d’analyses aprés application du protocole d’extraction de Bastviken et al. (2007) (chapitre
2.3.1.1). Les données météorologiques relevées sur chaque site de prélevements ont été
mesurées. Les échantillons de sol prélevés ont aussi fait I'objet d’analyses physico-chimiques
(pH, C/N, granulométrie, éléments totaux et  échangeables) et microbiologiques
(quantification des genes ARNr 16S et ARNr 18S, et mesure des activités enzymatiques,
chapitre 2.3.3). L'ensemble de ces données a été analysé pour étudier les relations entre les
parameétres biophysico-chimiques et environnementaux et les teneurs en chlore mesurées

dans les sols.

4.1 Répartition des teneurs en chlore au cours du temps.

Les teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) dans les échantillons VF prélevés en 2012,
2013 et 2014, et mesurées par analyseur d’AOX, sont présentées dans la Figure 4. 1. Les

données précises sont reportées en annexe 1.
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Figure 4.1. Teneurs en chlore (Clror, Clong, Clog1) mesurées par analyseur d’AOX dans les

échantillons VF prélevés en 2012, 2013 et 2014. Moyennes * écart-type, (n=3 en 2012 etn=
4 en 2013 et 2014). Les effets significatifs sont représentés par un astérisque. Les barres ayant
les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a un facteur (année),

P<0,05).

La teneur en Clyor est significativement plus élevée en 2012 et diminue lors des deux

prélévements suivants (de 135 mg.kg! en 2012 a 40 mg.kg?* en 2014). Le Clone suit la méme

répartition, avec des teneurs variant de 120 mg.kg! en 2012 a 40 mg.kg* en 2014. La teneur

en Clone représente presque tout le Clror. Concernant le Cloes, les teneurs, toujours inférieures

a 1 mg.kg™? (annexe 1), sont aussi plus faibles en 2014 qu’en 2012.

La Figure 4. 2 correspond aux teneurs en chlore (Clror, Clong, Cloe1) de I'échantillon de

sol VP prélevé en 2013 et 2014.

102




40

35

30 o
25 b b
20
1
10
da d

Teneurs en chlore (mg.kg?)
i

5
0
\ 2013 2014 m 2013 2014 I 2013 2014 |
Y Y |
Chlore total Chlore organique Chlore organique non
extractible extractible
Facteurs Clyor Cloex Clone
Effet année * ns *
2013 >2014 2013 =2014 2013 > 2014

Figure 4.2. Teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) mesurées par analyseur d’AOX pour les
échantillons VP prélevés en 2013 et en 2014. Moyennes * écart-type, n = 4. Les effets
significatifs sont représentés par un astérisque et non significatifs par ns, respectivement. Les
barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a un facteur
(année), P<0,05).

La teneur en Clone mesurée dans le sol, de 'ordre de 27 mg.kg* en 2013 et de 20 mg.kg"
1 en 2014, est significativement plus élevée en 2013. Cette fraction représente 88 % du Clror
(de 32 mg.kg! en 2013 et 22 mg.kg™* en 2014). La teneur en Clog, quant a elle, est trés faible

(toujours <1mg.kg™?; annexe 1) et non significativement différente entre 2013 et 2014.

Les teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) mesurées dans I’échantillon MF prélevé en

2012, 2013 et 2014 par analyseur d’AOX, sont présentées dans la Figure 4. 3.
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Figure 4.3. Teneurs en chlore (Clror, Clong, Cloer) mesurées par analyseur d’AOX dans les
échantillons MF aux 3 années de prélévements (2012, 2013 et 2014). Moyennes + écart-type,
(n=3en 2012 etn=4en 2013 et 2014). Les effets significatifs sont représentés par un
astérisque et non significatifs par ns, respectivement Les barres ayant les mémes lettres ne
sont pas significativement différentes (ANOVA a un facteur (année), P<0,05).

D’apres la Figure 4. 3, la teneur en Clror ne varie pas dans les échantillons prélevés en
2012 et 2013 (en moyenne 40 mg.kg™!). En revanche, elle est significativement inférieure dans
les échantillons prélevés en 2014 (25 mg.Kg?). Le Clong, en moyenne de 27 mg.kg?, représente
83 % du Clror mais n’est pas significativement différent entre les années de prélevements. Le
Cloe1, quant a lui, présente des teneurs trés faibles (intérieures a 1 mg.kg™?; annexe 1) et non

différentes entre les années de prélevement.

La Figure 4. 4 correspond aux teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) obtenues par

analyseur d’AOX dans I"échantillon MC prélevé en 2012, 2013 et 2014.
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Figure 4.4. Teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) mesurées par analyseur d’AOX dans les
échantillons MC aux 3 années de préléevements (2012, 2013 et 2014). Moyennes + écart-type
(n=3en 2012 et n=4en 2013 et 2014). Les effets non significatifs sont représentés par ns.
Les barres d’erreur correspondent a I'écart-type. Les barres ayant les mémes lettres ne sont
pas significativement différentes (ANOVA a un facteur (année), P<0,05).

La teneur en Clror, en moyenne de 30 mg.kg?, n’est pas significativement différente
entre les années de préléevements. Le Clone suit la méme répartition, avec une teneur moyenne
d’environ 27 mg.kg™. La teneur en Clone représente donc environ 90 % du Clror. Concernant le

Cloes, les teneurs, toujours inférieures a 1 mg.kg™ (annexe 1), sont beaucoup plus faibles.
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4.2 Conditions météorologiques avant les trois périodes de prélevements des
échantillons de sols

Les données météorologiques telles que la hauteur cumulée de précipitations et la
température moyenne, calculées a partir des relevés quotidiens de Météo-France durant les
15 jours avant préléevement des échantillons issus des sites de Meuse et des Vosges en 2012,

2013 et 2014, sont présentées sur les Figures 4. 5 et 4. 6.
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Figure 4.5. Hauteur de précipitations quotidiennes cumulées (mm) sur 15 jours avant la date de

prélevement de I’échantillon de sol pour les 3 années de prélevements (2012, 2013 et 2014).

Les données sont issues des stations Météo-France les plus proches des sites de prélévements
(chapitre 2)

Concernant le site des Vosges, la hauteur cumulée des précipitations sur les 15 jours
avant prélevement en mars 2012 est d’environ 35 mm. Les précipitations sont d’environ 20
mm pour les préléevements de 2013 et 2014, donc légérement plus faibles que pour le
prélevement de 2012.

Concernant le site de Meuse, la hauteur cumulée de précipitations est sensiblement la
méme durant les 15 jours avant le prélevement de mars 2012 et de mars 2014 (en moyenne
de 10 mm). Par contre, Les précipitations sont beaucoup plus importantes avant le

préléevement de juin 2013 et atteignent presque 100 mm.
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Figure 4.6. Température moyenne (°C) relevée sur 15 jours avant la date de prélevement des
échantillons de sols pour les prélevements de 2012, 2013 et 2014. Moyennes * écarts-types. n
= 15. Les effets significatifs et non significatifs sont représentés par un astérisque et par ns,
respectivement. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes
(ANOVA a deux facteurs (année-site), P<0,05).

Les températures moyennes enregistrées a proximité des sites Vosges et Meuse
durant les 15 jours avant prélevement sont les plus faibles en mars 2012 (respectivement -2
et 5°C pour le site des Vosges et le site de Meuse) et les plus élevées en juin 2013
(respectivement 22 et 15°C pour le site des Vosges et le site de Meuse). Pour le prélévement
de mars 2014, des températures moyennes intermédiaires ont été enregistrées

(respectivement 6 et 7 °C).
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4.3 Propriétés physico-chimiques des échantillons de sols

4.3.1 Taux d’humidité des échantillons de sols

Le taux d’humidité (%) de chaque échantillon de sol mesuré apres prélevement est

référencé dans le tableau 4. 1.

Tableau 4.1. Taux d’humidité (%) des échantillons de sols pour les 3 dates de prélevements (2012,
2013 et 2014). Moyenne + écarts-types. n = nombre d’échantillons composites prélevés chaque
année (soitn=3en 2012 etn=4en 2013 et n =4 en 2014).

Année de prélevement VF (%) VP (%) MF (%) MC (%)

2012 28,26 + 2,85 24,81 £5,16 18,79+ 2,14
2013 15,67 +1,81 14,57+ 2,50 28,88 £ 2,87 22,35+0,35
2014 17,99+4,42 18,97 +3,15 22,00 £ 3,09 22,51 +2,47

Le taux d’humidité des échantillons de sol provenant du site des Vosges (VF et VP), en
moyenne de 16%, est sensiblement le méme en 2013 et 2014. Il est plus important en 2012
dans I’échantillon VF (environ 28%), année ou les précipitations cumulées sur 15 jours avant

prélévements étaient les plus élevées.

Le taux d’humidité des échantillons de sols prélevés sur le site de Meuse (MF et MC),
de 20% en moyenne, est sensiblement le méme pour les 3 années de prélevements. |l est par

ailleurs plus important que celui des sols prélevés sur le site des Vosges en 2013 et 2014.

4.3.2 Teneurs en carbone total et rapports C/N des échantillons de sols issus
des trois campagnes de prélevements.

Les teneurs en carbone total (%) des échantillons de sols VF ; VP, MF et MC aux trois

dates de prélevements (2012, 2013 et 2014) sont représentées sur la Figure 4. 7.
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Figure 4.7. Teneurs en carbone total pour I'ensemble des échantillons prélevés sur les différents
sites étudiés aux 3 dates de prélevements. Moyennesz écarts-types, (n=3en2012et n=4
en 2013 et 2014). Les effets significatifs sont représentés par un astérisque. Les barres ayant
les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a deux facteurs (année-

site), P<0,05 pour VF, MF et MC et ANOVA a un facteur (année), P<0,05 pour VP).

La teneur en carbone total correspond a du carbone organique dans les sols VF, VP et
MF (pas de carbone inorganique). Cependant, la teneur en carbone total des échantillons MC
correspond a la fois a du carbone organique et a du carbone inorganique, du fait de la richesse

des échantillons en calcaire actif (Tableau 4. 2).

Pour chaque site, les échantillons de sols forestiers présentent des teneurs en carbone

total plus importantes que les échantillons de sols développés sous couvert végétal agricole

(culture et prairie).
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Les teneurs en carbone total diminuent avec les années pour les échantillons du site
des Vosges (de 9 a 2%). Pour les échantillons du site de Meuse, la teneur en carbone total est
identique entre 2012 et 2013 (respectivement 5% et 3% pour MF et MC). En 2014, la teneur

en carbone total est plus faible pour les échantillons MF et identique pour les échantillons MC.

Les rapports C/N calculés a partir des mesures des échantillons de sols VF, VP, MF et

MC aux trois dates de prélevements (2012, 2013 et 2014) sont présentés sur la Figure 4. 8.
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Figure 4.8.  Rapports C/N calculés pour 'ensemble des échantillons prélevés sur les différents
sites étudiés aux 3 dates de prélevements. Moyennes + Ecart-type, (n=3 en 2012 et n=4en
2013 et 2014). Les effets non significatifs sont représentés par ns. Les barres ayant les mémes
lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a deux facteurs (année-site), P<0,05).
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Les rapports C/N ne sont pas significativement différent entre les sites (Meuse et
Vosges). Pour les échantillons VF et VP, le rapport C/N n’est pas significativement différent
entre les années de prélevement. Concernant les échantillons de sols développés sur le site
de Meuse, les rapports C/N augmentent avec les années (de 7 a 16 pour MF et de 5 a 11 pour

MC), bien que la différence ne soit significative qu’entre 2012 et 2014 pour MF.

4.3.3 pH des échantillons de sols issus des 3 campagnes de prélevements

Le pH de chacun des échantillons de sols mesuré apres prélevement en 2012, 2013 et

2014 est représenté sur la Figure 4. 9.
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Figure 4.9. pH des sols prélevés en 2012, 2013 et 2014. Moyenne * Ecart-type (n =3 en 2012 et
n=4en 2013 et n=4en 2014). Les effets significatifs sont représentés par un astérisque. Les
barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a deux
facteurs (année-site), P<0,05).
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Le pH des échantillons de sols prélevés sur le site des Vosges (en moyenne de 4) est
toujours plus faible que celui des échantillons prélevés sur le site de Meuse (en moyenne de
6,5). Par ailleurs, sur un méme site, les échantillons développés sous couvert végétal forestier
(VF et MF) présentent des pH significativement plus faibles que ceux des échantillons
développés sous prairie ou sous culture (VP et MC).

Sur les sites VF, MF et MC, le pH des échantillons prélevés en 2012 est significativement
supérieur a celui des échantillons prélevés en 2013 et 2014. Les pH des échantillons de sols

prélevés en 2013 et 2014, quant a eux, sont identiques.

4.3.4 Teneurs en éléments totaux et échangeables dans les échantillons
prélevés en 2012, 2013 et 2014 sur les sites des Vosges et de Meuse.

Les concentrations en éléments totaux et échangeables ainsi que la CEC dans les
échantillons prélevés en 2012, 2013 et 2014 sur les sites des Vosges et de Meuse sont

présentés dans les tableaux 4. 2 et 4. 3.
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Tableau 4.2.

Teneurs en éléments totaux (teneurs en fer, manganése, potassium, magnésium, sodium, calcium, calcaire et phosphore) de I'ensemble des
échantillons de sols prélevés aux trois dates de prélevements (2012, 2013 et 2014). Moyennes * écarts-types ; n = nombre d’échantillons composites

prélevés chaque année (soit n=3 en 2012 et n=4en 2013 et n =4 en 2014).

Sols Fer (Fe) Manganése (Mn)  Potassium (K) Magnésium (Mg) Sodium (Na) Calcium (Ca) Calcaire (CaCO3) Phosphore (P205)
g/100g mg.kg? mg.kg? g.kg? mg.kg? g.kg? g.kg? mg.kg?

VF

2012 0,71+0,11 21,9+5,8 274 + 14 0,177 +£0,021 23+2 0,04 +0,01 17+3

2013 0,70+0,03 22,1+29,9 58+5 0,013 £ 0,001 8+1 <0,02 <1 15+1

2014 1,01+0,03 125,8+19,3 62+6 0,009 + 0,001 5+1 <0,02 <1 12+1
VP

2013 0,62 +0,01 57,4+5,0 70+ 112 0,027 £ 0,004 11+1 0,57 £ 0,06 <1 17+3

2014 0,94 +0,03 68,5+ 18,8 99 + 26 0,028 + 0,006 5+1 0,23 +0,04 <1 19+2
MF

2012 5,64 £0,20 27,4+3,4 425 + 181 1,019 + 0,036 18+1 2,66+0,18 20+3

2013 6,14 £ 0,76 112,7 + 28,9 141 +18 0,102 £ 0,016 18+5 2,77 £0,23 <1 17+1

2014 4,02 +0,38 56,7+12,2 115+125 0,025 +0,011 8+1 0,20+0,13 <1 24 +3
mMC

2012 5,05+0,75 3,9+0,1 549 + 24 5,683 £ 0,152 12+3 3,25+0,17 33+5

2013 3,93+0,30 8,4+3,4 263 +22 0,893 +£ 0,076 9+1 4,58 +0,82 53+30 54+6

2014 4,89 +0,67 18,3+9,8 195+ 63 0,566 £ 0,353 11+1 3,44 £ 0,66 24 +12 38+12
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Tableau 4.3. Teneurs en éléments échangeables (teneurs en potassium, magnésium, sodium, calcium), CEC et S/T mesurés sur les échantillons de sols
prélevés aux trois dates de préléevements (2012, 2013 et 2014). Moyennes * écarts-types ; n = nombre d’échantillons composites prélevés chaque

année (soitn=3en 2012 et n=4en 2013 et n =4 en 2014).

Sols Potassium (K) Magnésium (Mg) Sodium (Na) Calcium (Ca) CEC Metson S/T (%)
cmol*.kg? cmol*.kg? cmol*.kg? cmol*.kg? cmol*.kg?
VF
2012 0,107 + 0,005 0,022 £ 0,003 0,075 £+ 0,005 0,21+0,04 16,9+ 3,2 2,4
2013 0,148 £ 0,012 0,106 + 0,003 0,036 +£ 0,001 <0,1 12,7+0,4 2,3
2014 0,157 £ 0,016 0,072 £ 0,005 0,023 £ 0,002 <0,1 9,1+0,3 2,8
VP
2013 0,179 £ 0,029 0,221 +0,032 0,049 + 0,002 2,85+0,32 7,3%0,3 45,2
2014 0,254 + 0,066 0,232 £ 0,049 0,021 £ 0,002 1,13+0,19 6,2+0,3 26,4
MF
2012 0,166 + 0,007 0,124 + 0,005 0,059 + 0,002 13,30+ 0,86 17,7+1,0 77,1
2013 0,359 + 0,046 0,842 +£0,1301 0,077 £ 0,205 13,83 +1,15 20,7+1,1 73,0
2014 0,295 +0,319 0,203 +£ 0,088 0,035 + 0,006 1,02 + 0,67 9,1+1,6 17,1
mMC
2012 0,215 + 0,009 0,691 £ 0,019 0,039+ 0,011 16,27 + 0,87 17,1+0,2 100,7
2013 0,673 £ 0,056 7,348 £ 0,629 0,038 + 0,004 22,09+4,14 20,6 £0,7 146,4
2014 7,312 +£11,714 4,655 + 2,900 0,048 £ 0,004 17,23 £ 3,29 18,6 +2,8 157,2
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Les échantillons de sols prélevés sur le site de Meuse (MF et MC) sont globalement
plus riches en éléments totaux Fe, K, Mg, Ca, CaCOs et P,0s que ceux provenant du site des
Vosges (VF et VP). Sur un méme site, en ce qui concerne les diverses occupations des sols, il
apparait que les échantillons de sols issus de milieux agricoles (culture, prairie), sont
généralement plus riches en éléments totaux que les sols forestiers. Les échantillons de sols
VP sont notamment plus riches en Mn, Mg et Ca que les échantillons VF. De la méme fagon,

les échantillons MC sont plus riches en K, Mg, Ca, CaCOs et P05 que les échantillons MF.

Sur tous les sites, les teneurs en éléments échangeables K, Mg, Ca sont variables en

fonction des années de prélevement (Tableau 4. 3) :

e Lateneur en potassium des échantillons MC, passe d’environ 0,4 cmol*.kg™* en
moyenne entre 2012 et 2013 a plus de 7,3 cmol*.kg? en 2014.

e Lateneur en magnésium pour les échantillons MC évolue considérablement entre
2012 (environ 0,7 cmol*.kg!) et 2013-2014 (en moyenne 6 cmol*.kg™?).

e Lateneur en calcium pour les échantillons MF passe d’environ 13 cmol*.kg™* pour les

années 2012 et 2013 a 1 cmol*.kg* pour I'année 2014.

Mais il est possible de distinguer certaines tendances, visibles lors des 3 dates de

prélévement :

e Les teneurs en éléments échangeables K, Mg, Ca sont plus élevées pour les
échantillons du site de Meuse que pour les échantillons du site des Vosges.

e Les échantillons de sols occupés par des activités agricoles (culture, prairie),
présentent des teneurs en éléments échangeables K, Mg, Ca plus importantes que

les échantillons de sols forestiers.
La CEC est trés variable, entre 9 et 20 cmol*.kg* selon les années, dans les sols occupés

par de la forét (VF et MF). Elle est plus stable dans les sols agricoles, assez élevée dans les

échantillons MC (entre 16 et 20 cmol*.kg?) et faible dans les échantillons VP (6-7 cmol*.kg™?)
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Le taux de saturation S/T est toujours tres faible pour les échantillons VF alors qu’il est
plus élevé sur les échantillons VP (26-45%). Les échantillons MF sont légérement désaturés en

2012 et 2013 (17-77%) alors que les sols MC sont saturés.

4.3.5 Granulométrie mesurée sur les échantillons de sols prélevés en 2013 et
2014.

La texture (granulométrie) mesurée sur les échantillons de sols prélevés en 2013 et 2014

est présentée dans le tableau 4. 4.

Tableau 4.4. Granulométrie 5 fractions (argiles, limons fins, limons grossiers, sables fins, sables
grossiers) mesurée sur les échantillons de sols prélevés en 2013 et 2014 (moyenne + écarts-

types, n=4).
Argile Limons fins  Limons grossiers  Sables fins Sables grossiers

sols (<2 um) (2/20 um) (20/50 um) (50/200 pum) (200/2000 pum)
VF (%)

2013 15,8+6,9 149+4,0 7,1+1,8 31,5+8,2 30,7 £8,6

2014 170+7,1  16,4+4,0 8,9+3,4 32,1+1,8 25,7 +12,5
VP (%)

2013 15,7+9,8 13,7+7,2 6,6 2,6 33,0£9,3 30,9+14,0

2014 145+46 14,1+14,9 7,1+11,4 24,8+9,7 39,6 +37,9
MF (%)

2013 399+16,3 24,7+9,6 12,0+6,0 16,5+ 12,3 7,0+12,8

2014 23,9+ 36,8 27,0+ 8,0 149+3,6 26,5+ 38,7 7,8+11,9
MC (%)

2013 40,7+18,0 30,9+23,7 14,3+5,7 11,6 +12,1 2,6+55

2014 38,6+36,8 28,5+13,0 13,9+8,8 14,2 £23,1 50+22,4

Les échantillons de sols issus du site de Meuse (MF et MC) présentent une
granulométrie plus riche en éléments fins (argile, limons fins, limons grossiers) que les
échantillons de sols développés sur les sites des Vosges (VF et VP), plus riches en éléments

grossiers (sables fins et grossiers). Ainsi, la texture des échantillons provenant du site des
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Vosges est limono-sableuse. La texture des échantillons du site de Meuse, quant a elle, est

limono-argileuse.

Sur chaque site, la granulométrie est globalement similaire entre les échantillons de

sols prélevés les différentes années de prélevements

4.4 Caractéristiques microbiologiques des échantillons de sols

4.4.1 Quantification des genes ARNr 16S et ARNr 18S présents dans les
échantillons de sols prélevés en 2012, 2013 et 2014.

Les nombres de copies de génes d’ADNr 16S (bactériens) et 18S (fongiques) mesurés
dans les échantillons de sols prélevés en 2012, 2013 et 2014 sont présentés dans le tableau 4.

5.

117



Tableau 4.5. Nombre de copies de génes bactériens (16S) et fongiques (18S) dans les échantillons
de sols prélevés en 2012, 2013 et 2014. Moyennes + écarts-types (n=3 en 2012 et n =4 en 2013
et 2014). Deux ANOVA a deux facteurs (temps, site) ont été réalisées : une avec les données des
3 années pour les sols VP et MF, I'autre pour les années 2013 et 2014 avec les 4 sols.. Les effets
significatifs sont représentés par un astérisque dans le tableau des ANOVA en -dessous (P<0,05).
Les données ayant les mémes lettres pour un méme sol aux différentes dates de prélévement ne

sont pas significativement différentes (test post-hoc).

Sols Nombre de copies de génes 16S /g sol sec) Nombre de copies de génes 18S /g de sol sec)
VF
2012 3,72.106 + 1,45.10° 5,26.10° + 2,47.10%
a a
2013 3,91.10° + 4,96.10% 4,30.10% + 1,64.108
b b
2014 2,50.10°+ 8,36.10% 9,69.107 +2,91.107
b b
VP
2013 4,11.10° +9,79.108 1,62.10% +5,72.107
a a
2014 3,02.10° + 7,76.108 3,84.107 +1,60.107
a b
MF
2013 5,76.10° + 1,56.10° 1,42.108 + 4,39.107
a a
2014 2,58.10° +9,76.108 7,46.107 + 2,74.107
b b
MC
2012 8,29.10° + 7,47.10°8 1,04.10° + 1,07.10°
a a
1,51.10° +5,77.108 1,74.107 + 7,75.10°
2013 b b
2014 2,25.10° + 8,50.10% 3,06.107 + 1,25.107
b b
Facteur 16S 18S 16S 18S
2013-2014 2013-2014 2012-2013-2014 2012-2013-2014
Année * * * *
2013 >2014 2013 >2014 2012 <2013=2014 2012 < 2013=2014
SOI * * * *
MC < MF = VF =VP VF>VP =MC=MF VF>MC VF > MC

Le nombre de copies de geénes ARNr 16S est plus élevé par rapport a celui des génes
ARNr 18S pour I'ensemble des échantillons de sols étudiés aux 3 dates de prélevements. Les
échantillons MC présentent des quantités de génes ARNr 16S plus faibles que les échantillons
MF, VF et VP en 2013 et 2014. La quantité de génes ARNr 18S est significativement plus élevée
pour les échantillons VF que pour les échantillons MC, VP et MF en 2013 et 2014. La
comparaison des nombres de copies de genes ARNr 16S et ARNr 18S entre les 3 années (VF et
MC) montrent des nombres plus faibles en mars 2012, a la période la plus froide des trois
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années, par rapport aux prélevements de juin 2013 et mars 2014. La comparaison des données

pour les 4 sols sur les années 2013 et 2014 montre un nombre de copies de genes ARNr 16S

et ARNr 18S plus élevés en 2013 (pour I’'horizon VF pour 16S et pour les horizons VP et VF pour

185).

Les rapports 18S/16S pour les échantillons de sols prélevés a ces trois dates sont

représentés sur la Figure 4. 10.
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Figure 4.10.
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Rapports 185/16S dans les échantillons de sols prélevés en 2012, 2013 et 2014.
Moyenne + Ecart type (n =3 en 2012 et n =4 en 2013 et 2014). Les effets non significatifs sont
indiqués par ns. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes

(ANOVA a deux facteurs (année-site), P<0,05).

Les rapports 185/16S les plus élevés sont obtenus pour les échantillons de sol VF

prélevés en mars 2012 et juin 2013 (respectivement 0.14 et 0.10). Dans les autres échantillons
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les rapports 185/16S ne sont pas significativement différents, quelle que soit I'année de

prélevement (entre 0,02 et 0,04).

4.4.2 Activités enzymatiques FDA, laccase, amino-peptidase et phosphatase
mesurées dans les échantillons de sols prélevés en 2012, 2013 et 2014.

Les activités enzymatiques d’hydrolyse de la FDA, amino-peptidase, phosphatase et

laccase, ont été mesurées sur les échantillons de sols étudiés afin d’évaluer I'activité

microbienne des sols (respectivement Figures 4. 11, 4. 12, 4. 13 et 4. 14).

6 —
5 a
=)
‘&' 02012
e 4 12013
E’ 2014
B i
o=
5
= 2 be be
<
1 - c b
c c
N h + -
VF VP MF MC
Facteur FDA (VF — MF — MC) FDA (VP)
Site *
MF = MC > VF
Année * *
2014 > 2013 > 2012 2013 >2014
Figure 4.11.  Activité d’hydrolyse de la FDA (U) mesurée dans les échantillons de sols prélevés en

2012, 2013 et 2014. Moyenne * Ecart type (n =3 en 2012 et n =4 en 2013 et 2014) pour VF, MF
et MC ; ANOVA a un facteur (année) pour VP. Les effets significatifs sont indiqués par un
astérisque. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA

a deux facteurs (année-site), P<0,05).
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Pour les échantillons de sols provenant du site des Vosges (VF et VP), I'activité de FDA
est en moyenne de 1U. Cette activité ne varie pas en fonction des années de prélevement
dans les échantillons VF mais elle est plus faible en mars 2014 qu’en juin 2013 dans les
échantillons VP.

Excepté en mars 2012, 'activité FDA mesurée dans les échantillons de sols développés
sur le site de Meuse (MF et MC), est plus élevée que celle mesurée dans les sols prélevés dans
les Vosges. Sur le site de Meuse, cette activité FDA est plus forte dans les échantillons de mars

2014 que dans ceux de juin 2013 et mars 2012 (globalement de 0,5 a 4 pour MF et MC).

L’activité enzymatique phosphatase mesurée en mars 2014 dans les échantillons de

sols juste aprés leur prélevement est présentée sur la Figure 4. 12.
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Figure 4.12.  Activité phosphatase (U) dans les échantillons de sols prélevés en 2014. Moyenne +
Ecart-type. n = nombre d’échantillons composites prélevés en 2014, soit n = 4. Les barres ayant
les mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a un facteur (site), P<0,05).

Activité enzymatique Phosphatase (U)

Cette activité n’est pas significativement différente entre les échantillons prélevés sur

VF, VP et MC. Elle ne différe significativement qu’entre VP et MF.

L’activité enzymatique amino-peptidase mesurée en juin 2013 et mars 2014 dans les

échantillons de sols juste apres leur prélévement est représentée sur la Figure 4. 13.
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Figure 4.13.  Activité amino-peptidase (U) dans les échantillons de sols prélevés en 2013 et 2014.
Moyenne + Ecart-type. n = = 4. Les effets significatifs et non significatifs sont indiqués par un
astérisque et par ns, respectivement. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (ANOVA a deux facteurs (année-site), P<0,05).

Concernant les échantillons de sols développés sur le site des Vosges (VF et VP),
I’activité amino-peptidase est identique quelle que soit I'année de prélevement considérée et
I’occupation végétale (en moyenne de 0,5 U).

L’activité amino-peptidase mesurée dans les échantillons MC est significativement
supérieure a celle mesurée dans les échantillons des Vosges (environ 2 U en 2013 et 2014).
L’activité dans les échantillons MF est moins importante que dans les échantillons MC. En mars

2014, cette activité est tres proche de celle mesurée dans les échantillons Vosges.
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L’activité laccase mesurée en juin 2013 et en mars 2014 dans les échantillons de sols

apres prélevement est présentée sur la Figure 4. 14.

1 .
O
09 2013 a
[
_og 2014 W
= J
Q -
§ 0,7 b
3 016 I C
w | c
3
.E' 0,5 c
1]
§. 0,4 C
g 03 C
>
g 0,2
0,1 -
0
VF VP MF MC
Facteur Laccase
Site *
VP >VF=MF=MC
Année *
2013 > 2014

Figure 4.14.  Activité laccase (U) dans les échantillons de sols prélevés en 2013 et 2014. Moyenne
+ Ecart-type. n = 4. Les effets significatifs sont indiqués par un astérisque. Les barres ayant les
mémes lettres ne sont pas significativement différentes (ANOVA a deux facteurs (année-site),

P<0,05).

En juin 2013, I'activité laccase est significativement plus élevée dans les échantillons
prélevés sur le site des Vosges (VF et VP autour de 0,7 U) que dans les échantillons prélevés
en Meuse (MF et MC autour de 0,3 U), quel que soit le couvert végétal considéré. En mars
2014, les activités laccase ne sont plus significativement différentes entre sites (entre 0,2 et

0,3 U pour VF, VP, MF et MC).
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4.5 Discussion sur l'influence des parametres biophysicochimiques
sur la répartition des teneurs en chlore dans les sols

Plusieurs Analyses en Composante Principale (ACP) ont été réalisées en prenant en
compte diverses caractéristiques des sols (physico-chimiques et microbiologiques) afin
d’identifier les parameétres qui influencent la répartition des teneurs en chlore dans les sols.
Les ACP qui sont présentées dans cette partie correspondent a celles qui permettent
d’apporter le plus d’éléments de réponse quant aux corrélations entre teneurs en chlore et

parametres mesurés.
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Figure 4.15.  Analyse en Composante Principale (ACP). Les variables correspondent a la teneur en

chlore total (Clror), en chlore organique extractible (Clog1), en chlore organique non extractible
(Clone), a la teneur en argiles, au pH, a la CEC, I'activité enzymatique FDA, aux teneurs en Corg et
en N, aux quantités de genes 16S et 18S et aux données météorologiques (précipitations et
températures) en 2013 et 2014.

La Figure 4. 15 inclut les teneurs en Clror, Clong, Cloei, la teneur en carbone organique

et en azote, les quantités de génes ARNr 16S et ARNr 18S, la CEC, le pH, la teneur en argiles,
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les précipitations et la température ainsi que l'activité enzymatique FDA mesurés pour
I’ensemble des horizons de sol prélevés en 2013 et 2014. Une ACP incluant également les
données de I'année 2012 a été réalisée mais elle mettait surtout en évidence les quantités de
génes ARNr 16S et ARNr 18S trés différentes en 2012 par rapport aux années 2013 et 2014 et

n’a donc pas été retenue.

La Figure 4. 15 permet de mettre en évidence une corrélation entre les teneurs en
Clror, Clone et Clog1, ce qui confirme notamment la répartition similaire observée entre Clone et
Clrorsur les Figures 4.1,4.2,4.3 et 4. 4. Redon et al. (2011, 2012) démontrent également une
corrélation entre le Clror et le Clone. Dans notre étude, le Clone représente, en moyenne pour
les 3 années de prélévements, 89% du Clror pour I’échantillon de sol VF, 87% pour I’échantillon
VP, 78% pour I"échantillon MF et 95% pour I'échantillon MC. Ces proportions de Clone par
rapport au Clror sont similaires a celles calculées par Redon et al. (2012), pour lesquels le Clone
représente 87%, 83% et 89% du Clror respectivement dans des échantillons de sols de surface
(0-30 cm) cultivés, de prairie et forestiers. Redon et al. (2011) montrent également que pour
un humus (horizon organique) et un horizon de sol minéral, le Clone compte pour 75 et 89%
du Clyor, respectivement. Dans notre étude, le Clog1, quant a lui, étant toujours inférieur a 1
mg.kg! (Figures 4. 1, 4. 2, 4. 3 et 4. 4), représente une trés faible proportion du Clror (< 1%),
assez proche de celle estimée par Redon et al. (2011), qui considerent la teneur en Clog1
comme négligeable. Dans les sols étudiés dans ce travail la fraction Clone représente la

majeure partie du Clo et du chlore total du sol.

D’apreés la Figure 4. 15, I'axe 1, qui explique 37% des variations, sépare les échantillons
VF2013 des autres, en lien avec des teneurs en chlore, en carbone organique, les nombres de
copies de genes ARNr 16S et ARNr 18S ainsi que des températures plus élevées. Les
échantillons de sols VF sont plus riches en chlore (Clyor, Clone) que les échantillons des autres
sites. L'axe 2, qui explique 30 % des variations, discrimine les échantillons de sol du site de
Meuse de ceux du site des Vosges, en lien avec les précipitations, la teneur en argiles, la CEC

et le pH.

Sur chaque site (Meuse ou Vosges), la comparaison des résultats (Figures 4. 15, 4. 1,4.

2, 4.3 et 4. 4) indique que les échantillons de sols développés sous couvert végétal forestier
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(VF et de maniere moins nette MF) présentent des teneurs en chlore (Cltor, Clone) plus
importantes que celles mesurées pour les échantillons de sols agricoles (VP et MC). Les
teneurs en Clyor mesurées sur les échantillons de sols dans notre étude sont en effet comprises
entre 25 et 140 mg.kg ™ sous forét (MF et VF), entre 20 et 35 mg.kg* sous prairie (VP) et entre
25 et 35 mg.kg? sous culture (MC). Ces gammes de valeurs sont en accord avec les travaux de
Redon et al. (2012), qui trouvent, dans une étude menée sur 51 sols francais issus du réseau
RMQS (Réseau de Mesures de la Qualité des Sols), des teneurs en Clror moyennes de 50 mg.kg"
! pour des échantillons de sols de surface (0-30 cm) agricoles, des teneurs moyennes de 54
mg.kg? pour des échantillons de sols de surface de prairie et des teneurs moyennes de 90
mg.kg! pour des échantillons de sols de surface forestiers. Les teneurs en chlore dans les sols

étudiés ici varient en fonction de I'usage des sols (agriculture ou forét).

Les horizons de sol étudiés se distinguent également par leur pH (Figures 4. 15 et 4. 9).
Le pH des échantillons de sols du site des Vosges est plus faible que celui des échantillons
provenant de Meuse. Ces résultats s’expliquent par la nature de la roche mere sur laquelle les
sols se développent : les sols du site des Vosges se développent sur du grés acide tandis que
les sols du site de Meuse se développent sur un substrat calcaire, induisant un pH plus élevé
dans les sols. Les échantillons VF, les plus riches en chlore sont les sols avec les plus bas pH.
Ces résultats suggérent que plus le pH des horizons de sols étudiés est faible, plus la teneur
en Clror et en Clo est élevée. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Redon et al.
(2012), qui montrent une relation entre la teneur en Clior et le pH des sols. Nos travaux

confirment donc que les teneurs en chlore sont plus élevées dans les sols a pH acide.

Les horizons de sols étudiés présentent des teneurs en carbone organique différentes.
L’ACP (Figure 4. 15) permet de mettre en évidence une corrélation entre les teneurs en chlore
et la teneur en carbone organique. D’aprés la Figure 4. 8, le rapport C/N mesuré en 2012 est
significativement plus important pour I’échantillon de sol VF que pour les échantillons de sols
MF, et a une répartition similaire a celui du chlore. Une ACP a été réalisée en incluant le
rapport C/N au lieu de C et N séparément, mais le parameétre était moins discriminant. La
teneur en carbone total (Figure 4. 7) diminue au cours des années de prélévement pour les
échantillons de sols provenant du site des Vosges, comme pour la teneur en chlore. La teneur

en chlore des horizons de sols étudiés semble donc plus importante dans les sols avec une
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teneur en carbone total et un rapport C/N plus élevé. Ces résultats sont en accord avec les
travaux de Redon et al. (2011, 2012), qui montrent que la teneur en Clyor et la teneur en Clo
sont étroitement liées a la teneur en carbone organique des sols et plus généralement a la
teneur en matiére organique.

Les teneurs en chlore des sols semblent donc étroitement liées a la teneur en

carbone organique.

Bastviken et al. (2009), Oberg et al. (1998), Winterton et al. (2000), et Verhagen et al.
(1998) montrent que le processus de chloruration de la matiére organique est principalement
gouverné par des processus microbiologiques en lien avec des activités enzymatiques,
dépendantes du substrat disponible (matiére organique) et du pH. Matucha et al. (2007)
démontrent également grace a une expérimentation menée sur des sols forestiers, la
formation d’acide chloroacétique et de chloroforme par des processus microbiologiques
impliqués dans la dégradation de substances humiques. Hoekstra et al. (1999) et vanPee et
Unversucht (2003) montrent que le processus de chloruration constitue une voie
d’alimentation des microorganismes. Les enzymes microbiennes de type chloroperoxydase
sont impliquées dans la dégradation des liaisons C-C de composés organiques réfractaires, les
rendant alors plus biodisponibles. Johansson et al. (2000) et Delong et Field. (1997)
démontrent également que I'exposition de lignine au chlore augmente sa biodisponibilité. Ces
différents travaux tendent a montrer qu’il existe une relation entre les activités microbiennes
et les teneurs en chlore dans les sols. Or, dans I’ACP de la Figure 4. 15, aucune corrélation
entre les teneurs en chlore et I'activité enzymatique FDA n’est observée. Cependant, I'activité
enzymatique FDA, bien que considérée comme reflétant I'activité microbienne globale,
correspond a une activité d’hydrolase. Or, comme souligné précédemment, les activités
microbiennes impliquées dans le processus de chloruration correspondent a des
haloperoxydases. La relation entre teneurs en chlore et activités microbiennes n’est peut-étre
pas observable grace a la FDA, méme si elle reflete une activité globale. La Figure 4. 16
correspond a une ACP réalisée en prenant en compte toutes les activités enzymatiques

mesurées en 2014 (FDA, amino-peptidase, laccase, phosphatase).
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Figure 4.16.  Analyse en Composante Principale (ACP). Les variables correspondent a la teneur en
chlore total (Clior), en chlore organique extractible (Cloe1), en chlore organique non extractible
(Clong), a la teneur en argiles, au pH, a la CEC, aux activités enzymatiques FDA, laccase (L), amino-
peptidase (AP), phosphatase (P), laccase (L), aux teneurs en Corg et en N, aux quantités de génes
16S et 18S et aux données météorologiques (précipitations et températures).

D’aprés cette ACP, I'axe 1, qui explique 43 % des variations, sépare les échantillons de
sol du site de Meuse de ceux du site des Vosges, et les parametres explicatifs sont le C, N, FDA,
taux d’argiles, pH et températures. Les teneurs en chlore ne semblent pas étre corrélées avec
les activités enzymatiques FDA, et laccase. A l'inverse, les activités enzymatiques amino-
peptidase et phosphatase semblent corrélées avec les teneurs en chlore, selon I'axe 2, qui
explique 18% des variations, et discrimine VF de VP ou MF. Cependant, le vecteur associé a
I'activité amino-peptidase est deux fois plus petit que celui du Clror et du Clone. La corrélation

observée n’est donc pas trés robuste.

Les échantillons de sols étudiés présentent des quantités de génes ARNr 16S et ARNr
18S différentes (Figure 4. 10). Les rapports 185/16S diminuent au cours des années pour les

échantillons de sols provenant du site des Vosges, comme pour les teneurs en chlore. Une ACP
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incluant le rapport 185/16S (données non présentées) a permis de montrer une corrélation
entre teneurs en chlore et rapport 185/16S. Par ailleurs, d’aprés la Figure 4. 15, les quantités
de génes ARNr 16S et ARNr 18S sont corrélées avec les teneurs en chlore total et organique
non extractible. Il semble donc que plus le rapport 185/16S et plus les quantités de genes ARNr
16S et ARNr 18S des échantillons de sol étudiés sont élevés, plus les teneurs en chlore total et
organique sont importantes. Bastviken et al. (2007), montrent en effet, dans le cadre d’une
expérience d’enrichissement de sol au 3Cl, une rapide rétention dans les sols de chlore
inorganique par les microorganismes (20% du chlore inorganique ajouté initialement au sol
est incorporé dans la biomasse microbienne en 5 jours), en accord avec une formation sur le
long terme de chlore organique, suggérant que de fortes quantités de chlore sont retenues
dans la biomasse des sols. Il semble donc exister une relation entre microorganismes et

teneurs en chlore dans les sols.

Plus précisément, les champignons, estimés par le nombre de copies de génes ARNr
18S, sont généralement plus abondants dans les sols forestiers et conduisent de ce fait a une
augmentation du rapport 185/16S. D’aprés la Figure 4. 10, les rapports 185/16S sont
effectivement plus importants pour les échantillons du sol forestier VF par rapport aux autres
sols. C'est dans les échantillons de ce sol forestier VF que les teneurs en chlore sont les plus
importantes (Figures 4. 1 et 4. 3). Les teneurs en chlore mesurées dans les échantillons de sols
semblent donc étre corrélées a la quantité de champignons présente dans les sols. La Figure
4. 15 confirme ces observations car la quantité de genes ARNr 18S est davantage corrélée aux
teneurs en chlore que la quantité de genes ARNr 16S (vecteur plus long). En effet, Clutterbuck
et al. (1940) ; Hunter et al. (1987), delong et Field (1997) et Oberg et al. (2002) suggérent ]que
le processus de chloruration correspond au résultat de I'activité de nombreux organismes
comme les champignons. Gribble et al. (2003) associent aussi la formation de composés
organochlorés a l'activité des champignons. Harper et al. (1995) montrent également la
formation de chlorométhane par des champignons qui méthylent les chlorures. Verhagen et
al. (1998) précisent par ailleurs que les Basidiomycetes sont les principaux champignons a étre
impliqués dans la synthése de composés organiques chlorés : 20 familles et 68 genres de
Basidiomycétes produisent des composés halogénés de faible poids moléculaire avec plus de
81 métabolites chlorés. La formation de chlore organique dans les sols pourrait donc étre

liée a la quantité, et a I'activité, des champignons des sols.
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Les échantillonnages ont été réalisés lors de saisons trés contrastées : hiver tres froid
en mars 2012, printemps doux en juin 2013 et hiver doux en mars 2014. Ces différences de
saisons et de températures lors des prélevements entre les années peuvent expliquer certains
résultats comme les abondances microbiennes et les activités enzymatiques plus faibles en
2012 qu’en 2013 et 2014 (tableau 4. 5, Figure 4. 11). Par ailleurs, les teneurs en chlore (Clror
et Clone) mesurées pour les échantillons VF et VP sont plus faibles au cours des années, donc
ne semblent pas répondre de la méme maniére aux variations de température.

D’apreés la Figure 4. 15, les teneurs en chlore seraient corrélées avec la température, mais il
peut s’agir d’une relation indirecte en lien avec I'activité microbienne. Les travaux de Oberg
et al. (1996) qui démontrent un effet de la saison avec une formation de chlore organique
maximale en automne et minimale en été. De la méme facon, d’aprées Myneni et al., 2002 et
Leri et Myneni, 2011, une partie de la formation de chlore organique a lieu principalement
pendant la dégradation de la litiere et est de ce fait dépendante de la saison. Les
précipitations, quant a elles, semblent avoir moins d’influence sur les teneurs en chlore.
Indirectement, les variations saisonniéres de température semblent donc pouvoir influencer

les teneurs en chlore présentes dans les sols.

En conclusion de ce chapitre, la teneur en Clone dans les échantillons de sol prélevés
est quasiment équivalente a la teneur en Clyor. Les teneurs en chlore les plus importantes sont
observées dans les horizons de surface des sols forestiers, surtout sous peuplements mixtes
sapins/hétres se développant sur roche acide (VF). Sous forét I'apport de matiére organique
est important via les chutes de litieres, pluviolessivats et renouvellement annuel des racines
fines. De plus, ces sols ont la particularité d’avoir de faibles pH et un turn-over de la matiere
organique plutét lent, qui conduit a une accumulation de cette matiere organique et en
particulier de carbone organique dans les horizons superficiels des sols. Ces sols qui
présentent des teneurs en carbone organique élevées présentent également des teneurs en
chlore importantes. La matiére organique, et plus précisément le carbone organique,
représente un substrat pour la croissance des microorganismes. De cette facon; le turn-over
étant lent, le processus de déhalogénation peut étre supposé faible et les microorganismes
capables de chloruration produisent du chlore organique qui s’accumule. Cette hypothese

confirme les fortes teneurs en chlore mesurées dans ces sols. Cependant, aucune corrélation
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robuste entre les teneurs en chlore et les activités enzymatiques étudiées n’a pu étre observée
dans cette étude. Par contre, il apparait que les échantillons de sols les plus riches en carbone
et chlore organiques présentent des rapports 185/16S les plus importants ainsi que des
teneurs en genes ARNr 18S les plus élevées. Les teneurs en chlore semblent donc étre liées
aux quantités de microorganismes des sols. Nos résultats suggérent que les parametres
environnementaux et édaphiques jouent sur le type de microorganismes présents et
influencent certaines activités spécifiques agissant sur le cycle du carbone et du chlore.

La répartition des teneurs en chlore des sols dépend donc du pH, de I'usage des sols,
de la teneur en carbone organique, de la quantité de microorganismes des sols, notamment
de la quantité de champignons. Plus précisément, les sols forestiers a faibles pH ou les
champignons sont prédominants présentent un turn-over de la matiére organique qui est
plutot lent, conduisant a une accumulation de carbone organique et des teneurs élevées en
chlore organique. La combinaison des parameétres physico-chimiques et microbiologiques
semble ainsi conditionner les teneurs plus ou moins importantes de chlore organique et par

conséquent, de chlore total.
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Chapitre 5

Evolution des formes de chlore au cours du
temps lors d’incubations en conditions biotiques
et abiotiques et étude exploratoire de la
spéciation du chlore
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5 Evolution des formes de chlore au cours du temps lors
d’incubations en conditions biotiques et abiotiques et étude
exploratoire de la spéciation du chlore

L'objectif de ce cinquieme chapitre est de préciser la contribution de I'activité
microbienne au processus de chloruration dans les sols. Pour cela, deux expériences
d’incubations de sols ont été mises en place selon différentes modalités (stériles, inoculées,
ajout ou non de chlore sous forme inorganique NaCl, conditions aérobies ou anaérobies). Le
suivi et la mesure de parametres microbiologiques, ainsi que la mesure des teneurs en chlore
des sols dans les différentes conditions expérimentales apres incubations devaient permettre
de mettre en évidence la formation de Clo, en association ou non avec la présence de
microorganismes. Le tableau 5. 1 rappelle les différentes conditions d’ incubation des sols,
ainsi que les mesures réalisées sur les sols pendant et a la fin des incubations. Les détails des

méthodes employées sont présentés dans le chapitre 2.
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Tableau 5.1. Conditions de mise en incubation et mesures réalisées sur les sols pour les deux

expériences.

|

Premiere expérience

Deuxiéme expérience

Conditions de mise en incubation

Echantillons de sol VF2013 et MF2013 VF2014

Temps d’incubation 35 jours 55 jours

(jours)

Méthode de stérilisation Autoclavage Irradiation

Modalités 5 modalités (2 facteurs croisés, + 1) modalités (3 facteurs
croisés)

- Stérilisé/ stérilisé ré-inoculé

- Avec/sans ajout de Clin
- Stérilisé ré-inoculé incubé sous
apport limité en oxygene

- Stérile/stérilisé réinoculé
- Avec/sans ajout de Clin
- Aérobie/anaérobie

Chlore inorganique ajouté
(modalités « ajout de Clin »)

VF2013 : 73 mg.kg*
MF2013 : 30 mg.kg™

VF2014 : 61 mg.kg*

Mesures réalisées sur les sols

Parametres
microbiologiques suivis

- Emission de CO;

- Emission de CO,
- Activités
enzymatiques :
FDA
Laccase
Amino-peptidase
Phosphatase

Technique de mesure des
teneurs en chlore

Activation neutronique (une seule
répétition analysée)

Analyseur d’AOX

Dans la premiére incubation, les échantillons de deux sols ont été utilisés (VF2013 et

MF2013). Les teneurs en chlore ont été mesurées par activation neutronique (chapitre 2-

3.1.3) avec une seule répétition. Dans la seconde incubation, un seul sol a été étudié, et celui

issus du site des Vosges a été choisi car les teneurs en Clo étaient les plus importantes. La

mesure des teneurs en chlore a été réalisée par analyseur d’AOX (chapitre 2-3.1.2).

Plusieurs échantillons de sols issus de ces incubations ont été analysés par
spectroscopie d’absorption X, XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) afin de
déterminer une éventuelle évolution des formes de chlore au cours du temps et afin de
préciser la spéciation du Clo (aliphatique, aromatique) des échantillons issus de ces
incubations. Le tableau 5. 2 synthétise les modalités et les appellations des échantillons

analysés par cette technique. Les détails concernant les modalités et la méthode de mesure

sont présentés dans le chapitre 2.3.4
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Tableau 5.2. Récapitulatif des modalités et des appellations des échantillons analysés par
spectrométrie XANES.

Site de Meuse

Echantillon Appellation
MF2013 initial sans traitement M
MF2013 stérilisé par autoclave MA
MF2013 incubation 1 —ré-inoculé i1-MR
MF2013 incubation 1 — ré-inoculé ajout de chlore i1-MRCI
MF2013 incubation 1 — autoclavé ajout de chlore i1-MACI
Site des Vosges
Echantillon Appellation
VF2013 initial sans traitement \Y
VF2013 stérilisé par autoclave VA
VF2014 stérilisé par irradiation \
VF2013 incubation 1 — ré-inoculé i1-VR
VF2013 incubation 1 — ré-inoculé ajout de chlore i1-VRCI
VF2014 incubation 2 — ré-inoculé i2-VR
VF2014 incubation 2 — ré-inoculé ajout de chlore i2-VRCI
VF2014 incubation 2 — ré-inoculé anaérobie i2-VRa
VF2014 incubation 2 — ré-inoculé ajout de chlore anaérobie i2-VRaCl
VF2014 incubation 2 —irradié i2-VI
VF2014 incubation 2 —irradié ajout de chlore i2-1Cl
VF2014 incubation 2 —irradié anaérobie i2-Vla
VF2014 incubation 2 —irradié ajout de chlore anaérobie i2-VlaCl
Standards
Echantillon Appellation
Acide trichloroacétique (Clo) TCA
Chlorotétracycline (Clo) CTCH
Chlorure de calcium (Cli,) CaCl,
Chlorure d’ammonium (Cli,) NH,CI
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Le traitement des spectres obtenus suite a l'analyse de ces échantillons par
spectrométrie XANES a été réalisé grace au logiciel Athena. Par ailleurs, les spectres ont été

identifiés et classés d’apres les travaux de Leri et al. (2007).

Ce chapitre est structuré en quatre parties. La premiére partie décrit les résultats des
premieres incubations. Ces résultats permettent de discuter de l'influence du sol, de la
stérilisation par autoclavage et de I'ajout de chlore sur I’activité microbienne et sur les teneurs
en chlore des sols. La deuxieme partie présente les résultats des secondes incubations. Ceux-
ci montrent I'influence de la réinoculation du sol irradié, en présence et en absence de Clin
ajouté, sur les teneurs en chlore. Les résultats obtenus suite aux mesures réalisées par
spectrométrie XANES sont présentés dans la troisieme partie. Enfin, la quatrieme et derniére

partie discute et fait la synthése des résultats obtenus.

5.1 Activité de respiration des microorganismes et teneurs en chlore
dans les incubations des sols VF et MF autoclavés et réinoculés

L’évolution de I'’émission de CO, mesurée au cours du temps ainsi que les teneurs en
chlore mesurées par activation neutronique pour les échantillons VF2013 et MF2013 issus de

la premiére incubation sont présentées sur la Figure 5. 1.
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Figure 5.1. Evolution de I’émission de CO, (moyennes * écart-type) des échantillons VF2013 (a)
et MF2013 (b) au cours de la premiére incubation. Moyennes + écart-type (n=3). Les effets
significatifs sont représentés par un astérisque. Les effets non significatifs sont représentés par
ns. Les points ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différents (ANOVA a un
facteur (modalité), P<0,05a T =7, 14 et 35 jours pour VF2013 et T=9 et 35 jours pour MF2013)
et teneurs en Clror et Clone mesurées par activation neutronique sur une répétition par
modalité de VF2013 (c) et MF2013 (d) (n=1).

5.1.1 Incubation de I’échantillon de sol forestier des Vosges (VF 2013)

L’émission de CO2 augmente graduellement de 200 a 7 jours a 2500 pg C-CO2.gt a 35
jours pour les échantillons VF2013 autoclavé ré-inoculés, avec ou sans ajout de Cli» et pour les
échantillons ré-inoculés incubés sous apport en oxygéne limité. Pour le sol autoclavé (noté
« stérile » sur Figure 5. 1), I'émission de CO, augmente en début d’incubation puis atteint un
plateau entre 10 et 20 jours (autour des 500 et 1000 pg C-CO..g* pour les modalités sols
autoclavés avec et sans ajout de chlore, respectivement). Entre 20 et 35 jours d’incubation,

I’émission de CO; augmente a nouveau pour atteindre une valeur maximale d’environ 2000
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ng C-CO2.g. A 35 jours, il n’y a pas de différence significative entre le sol autoclavé et le sol
autoclavé et réinoculé suggérant une contamination microbienne dans le sol autoclavé.
Concernant l'effet de I’'ajout de chlore, il semble que les modalités avec ajout de chlore
présentent des émissions de CO; plus faibles que les modalités sans ajout de chlore, mais la
différence n’est pas significative. Enfin, aucune différence significative n’est constatée entre
les modalités aérobies et les modalités en condition d’apport en oxygene limité. En raison de
la contamination des échantillons de sol autoclavé, les analyses de chlore ont été réalisées sur

un seul réplicat, pour donner une indication sur les teneurs trouvées.

Les teneurs de Clor (Figure 5. 1 ¢) mesurées en fin d’incubation sont du méme ordre
de grandeur (en moyenne 125 mg.kg) pour les modalités sans ajout de chlore. Les modalités
avec ajout de chlore présentent également des teneurs en Clror comparables, de I'ordre de
220 mg.kg?, et la différence avec les échantillons sans chlore ajouté semble correspondre a la
guantité de chlore ajoutée. Les teneurs en Clong, quant a elles, sont du méme ordre de
grandeur quelle que soit la modalité considérée (en moyenne 95 mg.kg?) et représentent
environ 76 % du chlore des modalités sans ajout de chlore. Cependant, I'absence de
répétitions ne permet pas d’identifier d’éventuelles différences significatives des proportions

de Clone par rapport au Clrorentre les modalités.

5.1.2 Incubation de I’échantillon de sol forestier de Meuse (MF 2013)

Les modalités autoclavées ré-inoculées présentent une émission de CO; qui augmente
graduellement de 1000 pg C-CO.g™ & 8 jours a 2000 pg C-CO,.g™ & 35 jours. L’émission de CO,
pour les modalités autoclavées (stériles), quant a elle, augmente de 250 a 8 jours a 1000 ug C-
CO,.g ™t a 35 jours et bien qu’elle semble plus basse, elle n’est pas significativement différente
des modalités ré-inoculées. Aucune différence significative d’émission de CO; n’est constatée
non plus entre les modalités avec ou sans ajout de chlore. Enfin, les modalités ré-inoculées en
conditions d’apport en oxygene limité présentent des émissions de CO; non significativement
différentes de celles obtenues pour les modalités inoculées en conditions aérobies. Comme
pour le sol VF2013, cette absence de différence significative nous a conduit a n’analyser les

teneurs en chlore que pour une seule répétition.
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Les analyses des teneurs en Clror dans les échantillons en fin d’incubation (Figure 5.
1d) semblent présenter des variations (respectivement 55 et 70 mg.kg* pour les modalités
autoclavées et autoclavées ré-inoculées), mais I'absence de répétitions dans cette analyse
limite I'interprétation de ces données. Les teneurs en Clior des échantillons avec ajout de
chlore (en moyenne 85 mg.kg?) sont plus élevées que celles des échantillons sans ajout de
chlore, et la différence correspond a la quantité de Cl ajoutée.

Les teneurs en Clone semblent plus élevées dans les échantillons ré-inoculés et ré-
inoculés avec ajout de chlore que dans les échantillons des modalités autoclavées et
autoclavées avec ajout de chlore, mais I'absence de répétitions dans cette analyse, et
I’augmentation de I'émission de CO; au cours du temps dans les échantillons autoclavés, ne
permet pas de conclure. Enfin, les teneurs en Clone des échantillons ré-inoculés avec un apport
limité d’oxygéne semblent légerement plus faibles que celles des échantillons ré-inoculés

(condition aérobie).

5.2 Evolution des teneurs en chlore total et organique lors des incubations du
sol VF2014 irradié : influence de la ré-inoculation et de I’apport de chlore
inorganique.

5.2.1 Activité de respiration des microorganismes

L’évolution de I’émission de CO, mesurée sur les échantillons VF2014 incubés en
condition aérobie est présentée sur la Figure 5. 2.

Pour rappel, I'émission de CO, des sols incubés en condition anaérobies n’a pas été
suivie. En effet, pour éviter une éventuelle entrée d’oxygéne, les flacons sont restés fermés

toute la durée de I'incubation.
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Figure 5.2.  Evolution de I'émission de CO; au cours de la seconde incubation pour les
échantillons VF2014 placés en condition aérobie. Moyennes + écart-type (n= 3). Les effets
significatifs sont représentés par un astérisque. Les effets non significatifs sont représentés par
ns. Les points ayant les mémes lettres ne sont pas significativement différents (ANOVA a un
facteur (modalité), P<0,05a T = 2 et 54 jours)

Pour les modalités irradiées (avec ou sans ajout de Clin), I'émission de CO; reste tres
faible et augmente trés légérement de 0 a 100 pg C-CO2.g™ durant les 54 jours d’incubation.
Dans les modalités ré-inoculées (avec et sans ajout de Clin), I’émission de CO; est faible
pendant les dix premiers jours, puis la production de CO, augmente considérablement. Cette
émission de CO; est significativement plus importante dans les modalités ré-inoculées avec
ajout de chlore que dans les modalités ré-inoculées sans ajout de chlore (maximum a 54 jours

de 1400 et 900 pg C-CO..g?, respectivement).
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Activité enzymatique FDA (U)

5.2.2 Activités enzymatiques FDA, laccase, amino-peptidase et phosphatase

Les activités enzymatiques FDA, laccase, amino-peptidase et phosphatase mesurées

dans les échantillons VF2014 apres la seconde incubation sont présentées sur la Figure 5. 3.
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Figure 5.3. Activité enzymatique FDA, Phosphatase, Amino-peptidase et Laccase (U) des

échantillons VF2014 (incubations 2). Moyennes + écart-type (n=3). Les effets significatifs
sont représentés par un astérisque. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas
significativement différentes (ANOVA a deux facteurs (condition - modalité), P<0,05).

En fin d’incubation, I'activité d’hydrolase de la FDA est faible (2U) dans les sols irradiés

(modalités stériles avec ou sans ajout de chlore ; conditions aérobies et anaérobies) ainsi que
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dans ceux irradiés et ré-inoculés en conditions anaérobies. A I'inverse, I'activité FDA mesurée
est plus importante dans les sols des modalités ré-inoculées, incubés en conditions aérobies.
Par ailleurs, les modalités ré-inoculées sans ajout de chlore présentent des activités plus

importantes (7 U) que les modalités ré-inoculées avec ajout de chlore (5 U).

L'activité enzymatique phosphatase est toujours faible pour I'ensemble des
échantillons, quelle que soit la modalité, bien que les sols incubés en conditions aérobies
présentent des activités plus importantes (en moyenne 0,4 U) que les échantillons anaérobies
(inférieure a 0,1 U). En conditions aérobies, I'activité phosphatase est significativement plus

faible pour le sol irradié que pour les autres traitements.

Les échantillons de sol irradiés placés en condition aérobie présentent des activités
enzymatiques amino-peptidase significativement plus faibles (inférieures a 0,01 U) que les
échantillons incubés en condition anaérobie (0,06 U). Pour les modalités aérobies (ré-
inoculées, avec ou sans chlore), les activités amino-peptidase ne sont pas significativement

différentes entre les échantillons et restent trés faibles pour 'ensemble de ces échantillons.

Les activités enzymatique laccase mesurées sont trés faibles et ne sont pas

significativement différentes entre les modalités (aérobie et anaérobie ; 0,035 U en moyenne).

5.2.3 Teneurs en chlore obtenues apreés incubations par analyseur d’AOX

Les teneurs en chlore mesurées par analyseur d’AOX dans les échantillons VF2014

incubés en conditions aérobies sont présentées sur la Figure 5. 4.
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Figure 5.4. Teneurs en chlore (Clror, Clog1 et Clone) obtenues par analyseur d’AOX pour les
échantillons VF2014 irradiés aprés 54 jours d’incubation en condition aérobie ré-inoculés (Ré-
inoculé) ou non (Stérile) et avec (ajout Cl) et sans ajout de Cl. Moyennes * écart-type (n=3). Les
effets significatifs sont représentés par un astérisque. Les effets non significatifs sont
représentés par ns. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement
différentes (ANOVA a un facteur (modalité), P<0,05).

Les teneurs en Clror mesurées apres 54 jours d’incubation ne sont pas significativement
différentes entre les modalités irradiées et irradiées ré-inoculées sans ajout de chlore (en
moyenne 80 mg.kg!). De la méme facon, les teneurs en Clior ne sont pas significativement
différentes pour les modalités avec ajout de chlore (irradiées et irradiées ré-inoculées ; en

moyenne 175 mg.Kg?), mais elles sont plus élevées qu’en absence de Cl ajouté.

La teneur en Clone est significativement plus élevée pour la modalité irradiée ré-
inoculée avec ajout de chlore que pour la modalité irradiée (témoin stérile), alors que la

modalité irradiée avec ajout de chlore et la modalité irradiée ré-inoculée ne sont pas
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significativement différentes du témoin stérile. Ainsi une partie du Clin ajouté a été
transformée en Clone sous I'effet de la réinoculation microbienne. Le Clone représente presque
la totalité du chlore dans les sols des modalités sans ajout de Clin.

Les teneurs en Clog1, quant a elles, sont tres faibles et ne sont pas significativement

différentes quelle que soit la modalité considérée (environ 1 mg.kg™?).

La Figure 5. 5 illustre les teneurs en chlore mesurées par analyseur d’AOX pour

I’ensemble des échantillons VF2014 incubés en conditions anaérobies.
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Figure 5.5. Teneurs en chlore (Clor, Cloe1 et Clone) obtenues par analyseur d’AOX pour les
échantillons VF2014 irradiés aprés 54 jours d’incubation en condition anaérobie ré-inoculés
(Ré-inoculé) ou non (Stérile) et avec (-ajout chlore) et sans ajout de chlore. Moyennes + écart-
type (n=3). Les effets significatifs sont représentés par un astérisque. Les effets non significatifs
sont représentés par ns. Les barres ayant les mémes lettres ne sont pas significativement
différentes (ANOVA a un facteur (modalité), P<0,05).
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Globalement, les teneurs en Clyor, Cloe1 et Clone des échantillons incubés en condition
anaérobie présentent une répartition identique a celle des échantillons incubés en condition
aérobie : Les teneurs en Clror, d’environ 80 mg.kg?, sont similaires entre les modalités sans
ajout de chlore (irradiées et irradiées ré-inoculées). Les modalités avec ajout de chlore
(irradiées et irradiées ré-inoculé) présentent également des teneurs en Clror identiques (en
moyenne 160 mg.Kg).

La teneur en Clone représente presque la totalité du chlore pour les modalités sans
ajout de Clin (en moyenne 80 mg.kg?) et n’est pas significativement différente entre les
différentes modalités. La différence significative obtenue entre les modalités irradiées (stérile)
et les modalités irradiées ré-inoculées avec ajout de Clin pour les échantillons placés en
conditions aérobies (Figure 5. 4) n’est donc pas observée en conditions anaérobies.

Enfin, les teneurs en Cloe1 (environ 1 mg.kg™) sont trés faibles et sont identiques quelle

gue soit la modalité considérée.

5.3 Analyse exploratoire par spectrométrie XANES de la spéciation
du chlore des échantillons de sol incubés

D’apreés les travaux de Leri et al. (2007), les spectres obtenus par spectrométrie XANES
sont définis notamment par les positions des énergies EO, X1 et X2. Ces positions d’énergies

sont particuliéres pour le Clin et pour le Clo. (chapitre 2.3.4).

Les spectres obtenus pour les standards organiques TCA et CTCH ainsi que pour les
standards inorganiques CaCl, et NH4Cl permettent d’observer I'allure de chaque type de
spectre (Clin et Clo) et de définir les positions des énergies propres a chaque forme de chlore

(Clin et Clo).

5.3.1 Spectres des standards.

La Figure 5. 6 présente les spectres obtenus pour les 4 standards analysés dans notre

étude.
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Figure 5.6.  Spectres obtenus pour les standards Cli, (CaCl; et NH4Cl) et Clo (CTCH et TCA). Pour

chaque spectre sont données les valeurs de EO (énergie d’ionisation) et X1 (énergie au

maximum du seuil d’absorption)

Le tableau 5. 3 permet de récapituler les énergies EO et X1 obtenues a partir des spectres de

chaque standard (Cli, Clo aromatique et Clo aliphatique).

Tableau 5.3. Energies d’ionisation EO et énergie du premier pic X1 propres a chaque standard (Clin,
Clo aromatique et Clo aliphatique).
CTCH TCA NH4Cl et CaCl;
EO Proche de 2822,8 eV Proche de 2822,6 eV De 2824,6 eV a 2825,0 eV

X1

Proche de 2823,6 eV

Proche de 2823,3 eV

Proche de 2827,9 eV

Sur les spectres des standards Clo, le premier pic est bien identifié, alors que celui-ci

est tres large sur les spectres des standards Clin.

L’énergie d’ionisation EO du standard en Clo TCA est plus faible de 0,2 eV que celle du

standard en Clo CTCH. De la méme facon, I'énergie du premier pic X1 du standard TCA est

plus faible de 0,3 eV par rapport au standard CTCH.
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Concernant les standards en Clin, les énergies d’ionisation sont comprises entre 2824,6
eV et 2825 eV. L’énergie du premier pic X1, quant a elle, est proche de 2827,9 eV pour NH4Cl

et pour CaCl,.

5.3.2 Spéciation du chlore dans les échantillons de sols des Vosges

5.3.2.1 Sols initiaux et stérilisés

Lors des mesures réalisées sur les sols initiaux (sans traitement), des résultats trés
hétérogenes ont été obtenus : les spectres enregistrés lors de I'analyse de différentes prises
d’essai (différentes pastilles) d’'un méme échantillon de sol pouvaient présenter des
caractéristiques tres distinctes.

La Figure 5. 7 montre les spectres obtenus pour différentes pastilles (prises d’essai)
préparées a partir d’'un méme échantillon de sol (VF2013 initial sans traitement). Pour ces
différentes pastilles, dans certains cas nous avons pu enregistrer un spectre correspondant a
du chlore aux caractéristiques proches d’'un composé organo-chloré (Figure 5. 7 a), et dans
d’autres cas un spectre correspondant a du chlore aux caractéristiques proches d’un composé
chloré inorganique (Figure 5. 7c). La Figure 5. 7b correspond a un spectre qui présente des
caractéristiques intermédiaires suggérant la présence de chlore organique et de chlore

inorganique.
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Figure 5.7. Exemples de spectres obtenus pour 3 prises d’essai distinctes préparées a partir d’'un
échantillon de sol (VF2013 initial sans traitement.) EO : énergie d’ionisation. X1: énergie au
maximum du seuil d’absorption

La relation entre les positions en énergie EO et X1 calculées a partir des spectres
obtenus pour différentes prises d’essai de sols des Vosges (V initial sans traitement, VA
(autoclavé), VI (irradié), i1-VR (incubation 1 — autoclavé Ré-inoculé), i1-VRCI (incubation 1 —

autoclavé Ré-inoculé ajout de chlore) et de standards, est illustrée sur le graphe de la Figure

5.8.
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Figure 5.8.  Position du maximum d’absorption (X1) en fonction de I'énergie d’ionisation EQ sur
les spectres des sols des Vosges VF2013 initial sans traitement (V ), stérilisé par autoclave
(VA), VF2014 stérilisé par irradiation (VI ), incubation 1 — Ré-inoculé (i1-VR), incubation 1 — Ré-
inoculé ajout de chlore (i1-VRCI) ainsi que ceux des standards acide trichloroacétique (TCA),
chlorotétracycline (CTCH), chlorure de calcium (CaCl,) et chlorure d’ammonium (NH4Cl).

Ce type de représentation permet de positionner les échantillons entre deux péles,
I’'un de chlore inorganique (CaClz, NH4Cl) et I'autre de chlore organique (TCA, CTCH). Ce graphe
met en évidence I’'hétérogénéité du signal obtenu pour le sol initial des Vosges (non stérilisé
ni incubé, V), mais aussi pour le sol irradié (VI). Cependant, le signal obtenu lors de I'analyse
de ces échantillons de sol a des caractéristiques (EO, X1) qui ne sortent jamais des limites
données par les composés standards. Des études complémentaires sont nécessaires pour

expliquer rigoureusement cette hétérogénéité.

Les points correspondants aux échantillons de sol ré-inoculés et incubés avec ajout de
chlore inorganique (i1-VRCI) semblent Iégerement plus proches des standards minéraux NH4Cl
et CaCl; que les échantillons de sol initial. Un seul échantillon a été analysé pour le sol ré-
inoculé sans ajout de chlore (i1-VR), qui a une valeur de X1 plus élevée que celle du sol initial,

mais d’autres mesures seraient nécessaires pour confirmer cette observation.

151



o]

X1 (eV)

X1 (eV)

La Figure 5. 9 illustre les positions des énergies maximales X1 du premier pic en
fonction de I’énergie d’ionisation EO obtenues a partir des spectres (i) des échantillons de sol

des Vosges apres la seconde incubation et (ii) des standards en Clin et Clo
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Figure 5.9. Position du maximum d’absorption (X1) en fonction de I'énergie d’ionisation EO pour
les échantillons par rapport aux standards : a) VF2013 initial avant incubation (V), VF2014
incubés apres irradiation (i2-VI), apres irradiation et ré-inoculation ( i2-VR) ; b) les mémes

modalités avec ajout de chlore (i2-VICl et i2-VRCI) ; c) les échantillons incubés en conditions
anaérobies VF2014 irradié (i2-Via), irradié et ré-inoculé (i2-VRa) et d) les mémes modalités
avec ajout de chore (i2-VIaCl et i2-VRaCl). Les standards sont : acide trichloroacétique (TCA),
chlorotétracycline (CTCH), chlorure de calcium (CaCly) et chlorure d’ammonium (NH4CI).

Comme dans la Figure précédente, les variations importantes observées pour les
échantillons de sol initial (V) sont reportées. Le sol irradié (i2VI) semblerait moins dispersé et
plus proche du péle organique que le sol initial. Les échantillons de sol ré-inoculé en conditions
aérobies et aérobies présentent des spectres avec des positions d’énergies qui sembleraient

également plus concentrées et proches du pole organique (i2-VR, i2-VRa,) (Figure 5. 9 a et c)
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ce qui n’est pas le cas pour les échantillons avec ajout de Clin ( i2-VICI, i2-VIaCl) (Figure 5.9 b

et d).

Les positions des énergies des modalités aérobies (i2-VR, i2-VI et i2-VRCI, i2-VICI)
semblent respectivement comparables a celles des modalités anaérobies (i2-VRa, i2-Vla et i2-

VRaCl, i2-VlaCl)

Enfin, les positions des énergies des modalités avec ajout de Cli, (i2-VRCI, i2-VRaCl, i2-
VICI, i2-VIaCl) sont plus proches de celles des standards Clin que les modalités sans ajout de

Clin (i2-VR, i2-VRa, i2-VI, i2-VIa).

5.3.3 Spéciation du chlore dans les sols de Meuse

5.3.3.1 Sols initiaux et stérilisés

Les positions en énergie de EO et X1 relevées sur les spectres obtenus par I'analyse les
différentes prises d’essai des échantillons du sol de Meuse (initial sans traitement), MA (sol

autoclavé) et des standards sont reportées sur le graphe de la Figure 5. 10.
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Figure 5.10. Comparaison des énergies maximales X1 du premier pic en fonction des énergies

d’ionisation EO des standards par rapport aux échantillons M et MA. Echantillons M (MF2013

initial sans traitement), MA (MF2013 stérilisé par autoclave), TCA (acide trichloroacétique),
CTCH (chlorotétracycline), CaCl, (chlorure de calcium), NH4Cl (chlorure d’ammonium).

Les spectres issus de l'analyse des échantillons de sol initial (M) présentent des
positions d’énergie plus groupées que celles du sol VF. Ces valeurs sont plus proches de celles
des standards du Clin (CaClz, NH4Cl) que du Clo (TCA, CTCH). Les échantillons de sol autoclavé
(MA), quant a eux, ont une répartition globalement similaire a celle du sol initial non

autoclavé.

5.3.3.2 Sols apres incubation

Les positions en énergie du maximum d’absorption X1 en fonction de I'énergie
d’ionisation EO obtenues a partir des spectres des échantillons i1-MR, i1-MRCl, i1-MACI ainsi
que de celles des standards en Cli, et Clo sont représentées sur la Figure 5. 11. Pour
comparaison, les positions des échantillons initiaux (M) ont également été placées sur ce

graphe.

154



2829

M
2828 Ai1-MR ® @
i1-MRCI
Ret i1-MACI -
2826 e '
%- W CTCH A
E 2875 ® CaClz
® NHACI
2824 A
m
2823
2822
2822 2823 2824 282°¢

EO (eV)

Figure 5.11.  Position du maximum de I'absorption (X1) en fonction de I'énergie d’ionisation (Eo)
obtenues sur les spectres des échantillons de sol de Meuse par rapport aux standards : MF2013
initial avant incubation (M), MF2014 incubé autoclavé apres ajout de chlore (i1-MACI), incubé et

ré-inoculé (i1-MR), incubé et ré-inoculé aprés ajout de chlore (i1-MRCl). Les standards sont :
acide trichloroacétique (TCA), chlorotétracycline (CTCH), chlorure de calcium (CaCl,) et chlorure
d’ammonium (NH4ClI).

Les échantillons de sol i1-MR et i1-MACI présentent des positions d’énergie plus
proches de celles des standards du Cli, (CaCl, NH4Cl) que du Clo (TCA, CTCH). A l'inverse, les
positions d’énergie des échantillons i1-MRCI sont plus proches de celles des standards en Clo

(TCA, CTCH) qu’en Clin (CaClz, NH4CI).

5.3.4 Détermination du caractére aliphatique ou aromatique des composés
organochlorés.

Les standards organochlorés CTCH et TCA correspondent respectivement a un
composé aromatique et un composé aliphatique. Les spectres de ces standards se distinguent
par I'énergie d’ionisation, la position du maximum de I'absorption (X1) et les structures aprés
seuil (structure obtenue apres avoir atteint I'énergie d’ionisation EOQ). Les structures apres
seuil sont dépendantes de la structure moléculaire du composé organique et pas uniquement
du caractere aliphatique ou aromatique du radical organique. La comparaison des spectres

des échantillons de sols M (initiaux sans traitement) aux spectres obtenus pour les standards
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CTCH et TCA (Figure 5. 12), suggere que les composés organo-chlorés présents dans ces sols

sont aromatiques.
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Figure 5.12. Exemple de spectre obtenu pour un échantillon M (MF2013 initial sans traitement)
comparé aux spectres des standards CTCH (chlorotétracycline ; Clo aromatique) et TCA (acide
trichloroacétique ; Clo aliphatique).

Une telle comparaison a été effectuée pour les autres échantillons de sols et suggére

également que les composés organo-chlorés présents dans les sols sont majoritairement

aromatiques.

5.4 Discussion : évolution des formes de chlore dans les sols lors des
incubations en conditions stériles ou ré-inoculées, aérobies ou
anaérobies, et avec ou sans ajout de chlore.

5.4.1 Répartition des teneurs en chlore dans les sols incubés

La teneur en Clior des échantillons VF2013 (incubation 1) mesurée par activation
neutronique pour les modalités sans ajout de Clin (environ 80 mg.Kg™!) est cohérente avec la

teneur en Clror mesurée avant incubation, juste aprés prélévement (environ 97 mg.kg?). A
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I'inverse, dans le cas de la seconde incubation, les teneurs en Clror mesurées par analyseur
d’AOX dans les échantillons VF2014 sans ajout de Clin (conditions aérobies et anaérobies),
d’environ 80 mg.kg!, sont deux fois supérieures a celles rapportées dans le chapitre 4 (43
mg.kg! de Clror mesurée par analyseur d’AOX juste apres prélévement). Cette sur-estimation
de la teneur en Clrora pu étre provoquée par une contamination en chlore des échantillons.
Cependant, la teneur en Clior rapportée dans le chapitre 4 mesurée par activation
neutronique est d’environ 70 mg.kg*. Cette teneur en chlore est donc plus proche de la teneur
mesurée dans la seconde incubation. Il semble donc que les teneurs mesurées par AOX sont

sous-estimées, comme déja démontrées dans le chapitre 4.

Concernant les échantillons MF2013 sans ajout de Clin (incubation 1), la teneur en Clror
mesurée par activation neutronique des modalités stérile et ré-inoculé en conditions d’apport
limité en oxygéne (environ 55 mg.kg?) est cohérente avec les valeurs présentées dans le

chapitre 4.

Les teneurs en Cloer mesurées par analyseur d’AOX pour les échantillons VF2014
(deuxiéme incubation) sont identiques et trés faibles quelle que soit la modalité considérée
(< 2,5 mg.kg ™ conditions aérobies et anaérobies). Les teneurs mesurées sont en accord avec
celle obtenues avant incubation, juste aprées le prélevement. De la méme fagon, ces résultats
sont cohérents avec les travaux de Redon et al. (2012), qui trouvent que la proportion de Clog1
dans des sols issus de 51 sites frangais est inférieure a 1%, méme si dans nos sols, la proportion
est légérement plus importante (< 3%).

Les teneurs en Clone mesurées pour les échantillons de sol des Vosges (VF2014 ;
seconde incubation) stériles (irradiés) sans ajout de Cli, sont presque toujours identiques aux
teneurs en Clror. La dominance de la forme Clone 2 été également observée pour les
échantillons juste apres leur prélevement, et est en accord avec les travaux de Redon et al.

(2012) ou le Clone des sols représente toujours environ 80 % du Clyor.

Pour les modalités avec ajout de Clin, les teneurs en Clror mesurées apres incubation
sont supérieures a celles mesurées pour les modalités sans ajout de Cli,, et sont de I'ordre de
grandeur attendu suite a I'ajout de Clin quelles que soient I'incubation et la méthode de

mesure considérée.
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5.4.2 Apports de la spectrométrie XANES a I’étude de la spéciation du chlore
dans les échantillons de sol incubés

Concernant les spectres obtenus pour les standards par spectrométrie XANES, comme
observé par Leri et al. (2007), le spectre du composé organique aliphatique (TCA) présente
I’énergie d’ionisation Eo la plus faible et les spectres des composés inorganiques (CaCl, et
NH4Cl) sont décalés de 2 eV vers les plus hautes énergies. D’apreés Leri et al. (2007), le
maximum de I'absorption (X1) est décalé d’environ 0,6 eV vers les hautes énergies pour les
composés aromatiques (tetra et mono chlorophénols) par rapport aux composés aliphatiques
(chlorodécane). Dans le cas de nos deux spectres de référence en chlore organique (CTCH et
TCA), la différence de position en énergie des maxima d’absorption est relativement plus
faible (0.3 eV). Cela suggére que la nature du ligand organique ne joue pas seulement sur
I’énergie d’ionisation mais aussi sur les structures aprés seuil (structure obtenue aprés avoir
atteint I’énergie d’ionisation EQ). C'est également ce qu’avaient montré Leri et al. (2007) en

comparant un phénol mono substitué et un phénol tétra-substitué.

L’'origine de I’hétérogénéité des spectres obtenus suite a différentes mesures faite sur
différentes prises d’essai d’'un méme échantillon reste inconnue. L’hypothése de dégats
radiatifs a été éliminée, puisque le signal de la Figure 5. 7b est différent de ce qu’on obtient

lorsque le signal évolue avec le temps lors d’une acquisition a température ambiante.

L’analyse des spectres obtenus par spectrométrie XANES montre quelques tendances,
avec notamment (i) des valeurs de X1 et EO qui se rapprochent des standards minéraux pour
les échantillons avec ajout de Clin, (ii) des valeurs qui semblent un peu plus proches des
standards organiques pour les échantillons de sol irradiés et réinoculés, (iii) des spectres des
sols autoclavés qui ne semblent pas différents de ceux du sol initial, et (iv) le caractére plut6t
aromatique des composés organo-chlorés présents dans les échantillons. Cependant, ces
observations préliminaires mériteraient d’étre confirmées par des études et des analyses

complémentaires.
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5.4.3 Influence du mode de stérilisation sur [|'obtention des témoins
abiotiques

Afin d’obtenir des témoins abiotiques, les échantillons de sol ont été stérilisés par

autoclavage ou par irradiation.

Dans la premiére incubation, une contamination des sols autoclavés a été rapidement
observée, lors des mesures d’émission de CO,, probablement en liaison avec la manipulation
des flacons. Ainsi, en fin d’incubation la quantité de CO, émise avait rejoint celle des
échantillons autoclaves réinoculés. Cependant, les positions des énergies EQ et X1 mesurées
par spectrométrie XANES pour les échantillons initiaux brut et pour les échantillons autoclavés
sont identiques, suggérant que la stérilisation par autoclave ne modifierait pas les formes de

chlore des échantillons.

Dans la deuxiéme incubation, ou le sol a été irradié, la mesure de CO> montre une
différence trés significative dans I’émission de CO; entre les échantillons irradiés et les non
irradiés. La faible émission de CO; pour les échantillons irradiés peut correspondre a du gaz
piégé dans la porosité du sol et a la décarboxylation de la matiere organique (Mc Namara et
al.,, 2003). L'activité FDA mesurée pour les modalités ré-inoculées aérobies (6U), témoigne de
la forte activité microbienne globale des sols. L'activité enzymatique FDA faible mesurée pour
les modalités stériles (2U) pourrait étre due a une activité enzymatique résiduelle aprés
irradiation (Mc Namara et al.,., 2003), les enzymes pouvant rester actives pendant plusieurs
semaines apres stérilisation. Les autres activités enzymatiques mesurées (phosphatase,
amino-peptidase, laccase), globalement toujours trés faibles (<0,7 U), n’apportent pas
d’information supplémentaire. Les activités enzymatiques mesurées a la fin de I'incubation 2
sont sensiblement différentes de celles mesurées sur les sols non inoculés, juste aprés
préléevements (chapitre 4). En effet, I'activité enzymatique FDA mesurée pour les échantillons
VF est en moyenne sur les 3 années de prélévement d’environ 1U, soit deux fois plus faible
qgue celle mesurée sur les sols incubés en conditions stériles. A I'inverse, les autres activités
sont beaucoup plus élevées lorsqu’elles sont mesurées juste apres les prélevements (en
moyenne 0,5 U pour I'amino-peptidase ; 0,8U pour la phosphatase et 0,4 U pour la laccase).

Cependant, les mesures des activités enzymatiques réalisées juste apres prélevement ont été
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effectuées sur les sols frais. A I'inverse, avant la mise en place du dispositif d’incubation, les
sols ont été préalablement séchés, ré-activés puis irradiés, ce qui peut contribuer a expliquer
ces différences. D’apres les mesures réalisées par spectrométrie XANES, les positions des
énergies EO et X1 pourraient étre plus proches en moyenne des standards organiques que le
sol initial. Cette observation serait a vérifier, mais Bank et al (2008) ont montré que

Iirradiation modifiait la fraction organique du sol.

Ainsi la méthode de stérilisation des sols par irradiation a permis d’obtenir le sol stérile
et de maintenir cette stérilité au cours de l'incubation, ce qui n’a pas été le cas avec

I'autoclavage.

5.4.4 Effet de I'inoculation microbienne des sols sur I’évolution des formes de
chlore

Dans la premiere incubation, comme les témoins abiotiques ont été contaminés, il
n’est pas possible de conclure quant a un effet possible des I’activité microbienne sur la
formation de chlore organique.

Dans la deuxieme incubation, avec le sol VF2014 en absence de chlore ajouté, les
résultats ne montrent pas de différence significative de teneurs en Clone entre la modalité
stérile et la modalité inoculée. Ceci suggére que I'inoculation microbienne n’a pas contribué a
la formation significative de Clone au cours de l'incubation, ou du moins pas de formation
mesurable par les méthodes d’analyses utilisées. Pourtant, lors de cette seconde incubation,
I’émission importante de CO2 au cours du temps pour les modalités ré-inoculées confirme le
développement et I'activité des microorganismes dans le sol. Les mesures réalisées par
spectrométrie XANES sur ces échantillons, bien qu’a conforter, ne montrent pas de différences
claires entre les positions des énergies EO et X1 pour les échantillons irradiés ré-inoculés et

irradiés.

En revanche, I'ajout de Clin a permis de mettre en évidence la formation d’une quantité

de Clone significativement plus élevée dans le sol réinoculé par rapport au sol stérile, témoin
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abiotique. Ce résultat montre un réle significatif de I’activité microbienne sur la formation de

chlore organique.

Les émissions de CO; sont plus importantes pour les modalités avec ajout de Cli, que
pour les modalités sans ajout pour les échantillons des Vosges de la seconde incubation.
L’activité de respiration des microorganismes semble donc plus importante pour les sols ayant
subi un ajout de Clin, ce qui pourrait contribuer a expliquer en partie I'augmentation de la
teneur en Clone. Cependant, I‘activité enzymatique, elle, n’est pas augmentée en présence de
Clin, et I'activité d’hydrolyse de la FDA est méme significativement plus faible en présence de
Clin ajouté. Bastviken et al. (2007) ont montré la formation de 20 % Clone €n un temps encore
plus court (15 jours) mais dans une expérience utilisant un tracage a I'aide de 3Cl, ce qui
augmente la résolution des mesures de chlore. Cependant, cette expérience ne comportait
pas de témoins abiotiques. Bastviken et al. (2009) trouvent que 7% du 3¢Cl ajouté initialement
sous forme inorganique dans une experience de tracage est retrouvé sous forme de Clea-na
aprés 15 jours. Dans un sol non sterile, Rohlenova et al. (2009) ont montré la formation de 3
a 4 % de chlore associé au fractions humiques aprés la mise en place d’un tracage au 3Cl.

La comparaison des résultats obtenus sur ces échantillons par spectrométrie XANES
semble confirmer le maintien d’une grande partie du Cli, ajouté sous une forme inorganique.
En effet, les positions des énergies EO et X1 des échantillons avec ajout de Clin sont plus

proches des énergies des standards en Cli, que les échantillons sans ajout de Clin.

5.4.5 Effet de I’anaérobiose sur I’évolution des formes de chlore

L'incubation des sols en conditions anaérobies n’influence pas significativement les
teneurs en chlore mesurées. En effet, pour la seconde incubation, les teneurs en Clone
mesurées par analyseur d’AOX sont identiques entre les différentes modalités. La différence
significative observée entre les modalités stériles et les modalités ré-inoculées avec ajout de
Clin en conditions aérobies n’est donc pas obtenue en conditions anaérobies. Bastviken et al.
(2009) précisent que la formation de Clo a principalement lieu en conditions aérobies. Par
ailleurs, Sohn et al. (2016), montrent la déhalogénation de composés organochlorés de

sédiments de riviere par les microorganismes en conditions anaérobies. Si le processus de

161



déhalogénation a lieu principalement en conditions anaérobies, alors aucune formation de Clo

ne peut étre observée. A l'inverse, les quantités de Clo diminuent.

5.5 Conclusion

Ces expériences d’incubation ont permis de mettre au point un protocole d’incubation
des sols, permettant de comparer des témoins abiotiques et des modalités biotiques, dans
des conditions similaires (en évitant de limiter le biais de la stérilisation aux seuls témoins
abiotiques) pour suivre les teneurs en chlore organique. La stérilisation par irradiation s’est
révélée plus efficace pour maintenir stériles les échantillons témoins tout au long de
I’expérience. Les mesures des teneurs en chlore (par activation neutronique et par analyseur
d’AOX) n’ont pas permis de montrer une évolution des formes de Clo au cours du temps,
qguelles que soient les modalités et l'incubation considérées, excepté dans la seconde
incubation en conditions aérobies, ou la teneur en Clone des modalités ré-inoculées avec ajout
de Clin est significativement supérieure a celle des modalités stériles. Pour le sol des Vosges,
I'action de I'inoculation microbienne sur la formation de Clo n’a pu étre mise en évidence
gu’avec I'ajout de Clin . En revanche, I'ajout de Cli, ainsi que la mise en incubation des sols en
conditions anaérobies ne semble pas avoir d’influence sur la formation de Clo au cours du
temps. Les analyses réalisées par spectrométrie XANES sont a poursuivre, car elles ont a ce
stade indiqué quelques tendances, mais ont surtout montré une certaine hétérogénéité dans
les échantillons et n’ont pas mis en évidence de modification significative des formes de chlore

apres incubation des sols sous différentes conditions.

Afin d’atteindre une meilleure précision dans I'analyse du chlore, et comme d’autres
auteurs |'ont fait précédemment, I'utilisation d’un tracage peut étre envisagé (Hoekstra et al.
1998, Bastviken et al, 2007). C'est pourquoi une nouvelle expérience d’incubation a été
envisagée, dans les conditions utilisées au cours de la seconde incubation (présentée
précédemment), en couplant un enrichissement du sol avec un traceur isotopique naturel
(37Clin) avec des mesures par ICP MS HR. Cette expérience fait 'objet du chapitre suivant

(chapitre 6).
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Chapitre 6

Contribution de I'activité microbienne a la

formation de chlore organique dans un sol

forestier lors d’une incubation avec du 3’Cl
comme traceur.
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6 Contribution de I'activité microbienne a la formation de chlore
organique dans un sol forestier lors d’une incubation avec du 3’Cl
comme traceur.

Dans les incubations réalisées dans le chapitre précédent, nous avons montré une
augmentation de la teneur en Clone dans le sol VF réinoculé apreés irradiation et incubé avec un
ajout de Clin par rapport au sol irradié. Cependant I'analyse par AOX ne permettait pas de
détecter spécifiguement la formation de Clone a partir du Clin ajouté. D’autres auteurs
avaient montré que la chloruration pouvait étre liée a I'activité microbienne en utilisant un
marquage avec du 36Cl. Dans I'expérience présentée dans ce sixieme chapitre, une incubation
a été réalisée avec un marquage au 3’Cl des échantillons du sol stérilisé et ré-inoculé ou non
et les analyses de chlore ont été réalisées par ICP MS HR (chapitre 2.5).

Cette expérience avait pour objectif de préciser les contributions biotiques et
abiotiques au processus de chloruration, et plus précisément : (a) de préciser le role des
microorganismes dans le processus de formation du Clg, et (b) secondairement de tester une
nouvelle méthode faisant intervenir du 3’Cl pour suivre la dynamique du chlore dans les sols.

Pour la mise en place de cette expérience, les échantillons de sol MF2014 ont été
préalablement stérilisés par irradiation aux rayonnements gamma puis enrichis en Na3’Cl
(61mg 37Cl.kg™?). L’avantage de I'utilisation du traceur non radioactif 3’Cl réside principalement
dans le fait qu’il ne nécessite pas de précautions de manipulations particulieres. Cette
expérience a été menée en deux parties.

Pour la premiéere partie de I'expérience, les échantillons de sols ont été soit directement
prélevés apres I'ajout (TO), soit mis en incubations en conditions stériles et en conditions
aérobies pendant 15 jours a 28°C (T1). Le but de cette premiére étape était de déterminer la
répartition des formes de chlore dans le sol stérilisé juste aprés I'ajout de 3’Cl et leur évolution
lors d’une incubation en conditions abiotiques.

Pour la deuxiéme partie, les échantillons de sol ont été mis en incubation selon deux
modalités : stérile (non ré-inoculé) ou ré-inoculé avec les bactéries autochtones (Binet et al.,
2003, chapitre 2.2). L'ensemble des flacons a été mis en incubation en conditions aérobies. La
moitié des flacons a été arrétée apres 15 jours d’incubation (T1) et I'autre moitié aprés 3 mois

(T2). Cette deuxiéme étape avait pour objectif de mettre en évidence une évolution de la
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répartition des teneurs en chlore dans le sol en présence d’activité microbienne au cours du

temps.

Pour les deux parties de I'expérience, I'émission de CO, a été mesurée tous les deux
jours au cours de l'incubation. Aprés incubation, les teneurs en chlore traceur et en chlore
naturel (Clror, Clong, Cle1, Cle2 et Clra-na) obtenues apres application du protocole de Bastviken
et al. (2007) ont été mesurées par ICP MS HR aprés minéralisation a I'aide d’une solution de
TMAH (chapitre 2.3). Par ailleurs, I'activité microbienne des sols a été quantifiée a la fin de

I'incubation grace a la mesure de I'activité enzymatique FDA (chapitre 2.3).

Les résultats montrent apres incubation des sols (T1 et T2) que les teneurs en Clone
naturel sont significativement plus élevées pour les modalités ré-inoculées que pour les
modalités stériles. Ces résultats permettent de mettre en évidence que les microorganismes
des sols contribuent a la formation de Clo (processus de chloruration). Concernant le chlore
traceur, des tendances similaires ont été observées, bien que les différences ne soient pas

significatives.

En revanche, les teneurs en Clone naturel sont identiques entre T1 (15 jours) et T2 (90
jours). L’émission de CO; ainsi que |’activité enzymatique FDA, qui sont plus faibles apres 90
jours qu’aprés 15 jours d’incubation, et qui suggerent une baisse de I'activité microbienne,
probablement due a la diminution de la disponibilité des nutriments au cours du temps,
pourraient contribuer a expliquer ce résultat. Une autre hypothése serait un recyclage rapide

du Cloformé.

Par ailleurs, les résultats ont également permis de mettre en évidence la formation de
Clone traceur d’environ 6% immédiatement aprés ajout de 3’Cl (modalités stériles). L’émission
de CO; ainsi que l'activité enzymatique FDA mesurées pour ces sols stérilisés confirment le
maintien des conditions stériles. Ces résultats suggerent ainsi la formation rapide de Clo par

des processus abiotiques.

En conclusion, I'étude permet de mettre en évidence la formation de Clo au cours du

temps, en relation avec les activités microbiennes des sols, mais indique aussi la formation de
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Clo en conditions abiotiques, qui mériterait d’étre précisée. En revanche, cette expérience n’a
pas permis de discriminer les taux de chloruration et de déhalogénation dans ces deux

conditions.
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Contribution of microbial activity to formation of organically bound

chlorine during batch incubation of forest soil using 3’Cl as a tracer

Aurélie Osswald, Anne Poszwa, Maité Bueno, Carine Arnaudguilhem, David

Billet, Yves Thiry, Corinne Leyval

6.1 Introduction

Chloride (ClI") has long been considered as the main chlorine form in soils. This
inorganic form of chlorine was supposed to have low affinity for soil solid phases and was then
used as a tracer of water movements (Herczeg et al., 1997). The major chlorine fluxes in the
environment corresponded to inorganic chlorine (Oberg et al, 2005) but organic chlorine
forms, mainly of high molecular weight (Hjelm and Asplund, 1995), are also present in the
environment. Anthropogenic activities release various organic chlorine molecules
(aliphatic/aromatic) that pose an environmental issue. Industrial by-products, such as
persistent organic pollutants extensively used in agriculture, are a possible source of

chlorinated compounds in soils (Meijer et al., 2003).

Anthropogenic organic chlorine forms have been considered as the only source of
organic chlorine for a long time. However, some studies show that organohalogens are
naturally produced in the environment (Asplund and Grimvall., 1991; Clarke et al., 2009).
More precisely, organically-bound chlorine pools are as abundant as, or even larger, than the
inorganic chlorine pools in natural soils (Bastviken et al., 2007; Svensson et al., 2010). The non-
extractable organic chlorine pool can range between 11 and 100% of total chlorine across a
whole soil profile (Redon et al., 2011). But in general, the highest proportions of non-
extractable organic chlorine (more than 80% of the total chlorine pool) are found in the

organo-mineral surface layers of soils (Redon et al., 2012).

Natural chlorination is a widespread process observed by different authors in various
contexts. For example, Redon et al. (2011) showed organically bound chlorine in 51 sites

representative of major soils under temperate climate. Nevertheless, higher total and organic
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chlorine contents have been estimated in forest soils, with lower pH, as compared to
cultivated and grassland soils (Oberg et al., 1997; Redon et al., 2011, 2012). In fact, organic
chlorine concentrations seem to be correlated with organic carbon contents, and linked to

organic matter turnover in soils (Johansson et al., 2003; Lovett et al., 2005).

Chlorination can be measured after the action of many soil organisms (Johansson et
al., 2000) like white-rot fungi (Oberg et al., 1997) or basidiomycetes (Verhagen et al., 1998),
for example during lignin biodegradation or tree leaf decay (Leri and Myneni, 2010). The
formation of organically bound chlorine in soils seems optimal at 20°C and is reduced in anoxic
conditions (Bastviken et al., 2009). Chlorination is therefore reported as primarily mediated
by microbial activity, and more precisely mainly by haloperoxidase (Bastviken et al., 2009;
Bengtson et al., 2009), and also by halogenase and methyltransferase enzymes (Van Pee and

Unversucht, 2003).

Chlorination dynamics is also linked to plant activity (Winterton, 2000) and related to
vegetation species through biomass type, content and turnover (Montelius et al., 2015):
chloride is an essential nutrient for plants, which acts as a cofactor of enzymes involved in
photosynthesis. Chlorination through other processes, including possible abiotic reactions,
also occurs. For example, the addition of Fe3* to humic substances under abiotic conditions
increased production of chloroacetates (Keppler et al.,, 2000). Besides, formation of
organically bound chlorine in the soil may be counterbalanced by a mineralization process,
causing organic chlorine degradation back into inorganic chlorine (Oberg et al., 2005;
Montelius et al., 2016). Both chlorination and dechlorination processes seem to occur

concomitantly in soils (Asplund and Grimvall, 1991).

Chloride contents are usually measured by ion chromatography when in liquid samples
(Putschew et al., 2003b). In solid matrices, contents are often determined by AOX (Oberg et
al., 1997) or by neutron activation (Redon et al., 2011) although other methods are also used
like microwave combustion (Pereira et al., 2011), ion chromatography after combustion
(Putschew et al., 2003a) or XANES spectroscopy (Myneni, 2002). Spiking with 3¢Cl or 3’Cl and

isotope monitoring by Liquid Scintillation Counting or GC-MS analysis, respectively (Bastviken
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et al., 2007; Hoekstra et al, 1999), were used to obtain details about the chlorine

transformation process over time.

Many studies have investigated organically bound chlorine formation in soils, showing
that it is primarily of biotic origin. These studies indirectly controlled microbial activity by
temperature effect and had no real abiotic control (e.g. Bastviken et al., 2007, 2009) or
compared sterilized to non sterilized soil (e.g. Rohlenova et al., 2009) with possible side effect
of sterilization (McNamara et al., 2003). There is still a need to improve our understanding of
the relative importance of the biotic and abiotic chlorination processes in soils, and of
chlorination rates. The aim of this study was to highlight the role of microorganisms in the
formation of organically bound chlorine in soils by comparing sterile to microbiologically active
soil, and measuring the formation of organically bound chlorine and microbial activity. We
tested a new method using inorganic 3’Cl enrichment combined with HR-ICP-MS to monitor
the fate of inorganic chlorine in the soil and the formation of organically bound chlorine. A 37Cl
-spiking batch experiment was performed with a forest soil incubated for two time periods in
abiotic (irradiated) and biotic (irradiated and then inoculated with the soil microflora)
conditions. The non-radioactive 3’Cl tracer requires no special handling care, and 3/Cl is
expected to have the same behavior as natural inorganic chlorine in soils. Chlorine contents
in the different chlorine fractions (total, inorganic, organic) as well as microbiological

parameters were measured in soil.

6.2 Materials and methods

6.2.1 Soil sampling and characterization

The experiment was carried out with sample from a forest soil (calcic cambisol in World
Reference Base) collected in March 2014 at Bure (Meuse, France). The soil had a mull-type
humus with a thin litter layer. The litter was removed, and a composite sample of the organo-
mineral layer (A1, 0-20 cm) was collected, homogenized, air-dried for two weeks, sieved to 2
mm, and then stored before further analysis and experiments. The soil horizon had a slightly
acidic pH (5.1), a cation exchange capacity of 11.4 cmol* kg! determined by the Metson

method (NF X 31-130). Carbon and nitrogen contents measured after dry combustion by CHNS
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(CE Instruments) were 3.21 % and 0.28 %, respectively, hence a C/N ratio of 11.3. Phosphorus
content determined by the Olsen method (NF 1SO 11263) was 0.009 g kg, and soil base cation
saturation ratio was 23%. The soil texture was clay-loam, with 25 % of fine silt (particle size of

2-20 um) and 41.5 % of clay (< 2 um).

6.2.2 Incubation experiments

The air-dried soil samples were sterilized by irradiation (45-55 kgray, Gamma rays -
lonisos laboratoty, Dagneux, France) prior to the experiments. The amount of soil needed for
each replicate was enclosed in double plastic bags before irradiation to prevent soil

contamination during the experimental set up.

A first experiment was performed to estimate the initial distribution of chlorine
(inorganic and organic forms) and its evolution in abiotic conditions. Twenty-five grams of
sterilized soil samples were placed in 500-mL vials (6 replicates) and spiked with 2 mL of 1.25
g Lt Na3’Cl solution (98% 3’Clin) corresponding to a concentration of about 61 mg 3’Clin kg™ of
dry soil. The soil samples were homogenized by stirring with a sterile syringe needle and were
incubated at 28° C. After 2 hours (T0) or 15 days (T1), 3 replicate soil samples were dried,

ground, and stored before further extractions and analyses.

The fate of added Cli» in the soil under abiotic and biotic conditions was studied in a
second experiment. This experiment consisted of two treatments with 4 replicates: (i)
sterilized soils and (ii) sterilized soils inoculated with indigenous bacteria. Twenty-five-gram of
sterilized soil samples were placed in 500-mL vials. Half of the vials were inoculated with a
bacterial suspension extracted from the non-sterilized soil sample. The bacterial suspension
was obtained by stirring 10 g of non-sterilized soil with 90 mL of distilled water for one hour,
then sieving through a 5 um filter (Leyval and Binet, 1998). The resulting solution was
centrifuged at 1,000 x g for 1 min to break down the remaining soil particles, then centrifuged
at 10,000 x g for 10 min to collect bacterial cells in the vial bottom, and finally diluted to reach
a final concentration of 1.102 bacterial cells per gram of soil. All vials (containing sterilized or
inoculated soil) were then enriched with 2 mL of 1.25 g L! Na3’Cl solution (98% 3’Clin) and

homogenized as in the first experiment. The soil vials were incubated at 28 °C for 15 (T1) and
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90 (T2) days. Aliquots of fresh soil samples from each vial were analyzed for microbial activity

(see next paragraph). The remaining soil in each vial was air-dried and ground before analysis.

6.2.3 Microbial activity analyses

A small proportion of irradiated soil (without 3’Cl) was spread on a nutrient medium
(Plate Count Agar, Sigma-Aldrich) and incubated for 48h at 28 °C to check that the soil was

sterile.

The CO; released from each soil vial in both incubation experiments was measured
every two or three days throughout the incubation periods using an infrared
spectrophotometer gas analyzer (BINOS 1004), and was expressed as pug C-CO2 g* of dry soil
(Quantin et al. 2005). These measurements were followed by vial aeration for 15 min under a
sterile hood. Fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis was measured at the end of the second
experiment (T15 and T90) for all samples as described in Green et al. (2006) and Stauffer et al.
(2014). Fluorescein diacetate (FDA) hydrolysis involves ubiquitous esterase, lipase and
protease activity and therefore reflects global soil microbial activity. Briefly, 2 grams of fresh
soil were stirred with 40 mL of potassium phosphate buffer (0.1 M, pH 7.6) using an orbital
shaker (Stuart Scientific SI50) for 10 min (250 rpm) and sonicated. The analysis was performed
in black 96-well microplates (Greiner bio-one, Ref 655076) by mixing 25 uL of soil suspension
with 195 pL of potassium phosphate buffer solution and 30 pL of fluorescein diacetate solution
(Sigma-Aldrich Co.Ltd, 400 pg mL™'). The measurements were performed with a
spectrophotometer (Xenious FLX, Safas, Monaco). The concentration of fluorescein released

was determined by external calibration (0 to 6 ug mL™ range).

6.2.4 Chlorine pool extraction

Extraction was performed according to Bastviken et al. (2007) on 3 g dry soil samples
to separate inorganic from organic chlorine forms (Figure 6. 1). Briefly, several agitation and
centrifugation steps were performed with water and KNOs solution. The supernatants
(extracts) were pooled together (Clei: extract 1). The chlorine fraction remaining in the

residual soil corresponded to the non-extractable organic chlorine (Clneo). Extract 1 (Cle1) was
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separated into inorganic (Clin) and extractable organic chlorine (Clgo1) using activated carbon
filtration. Extractable organic chlorine (Cleo1) was retained in the activated carbon, while
inorganic chlorine (Clin) remained in the filtrate solution. To separate the non-extractable
chlorine linked to humic and fulvic acids (Clea-a) from microbial chlorine (Clm), a sonication
and water extraction step was carried out. The chlorine contents measured in the extracts
(Cle2) were assumed to represent chlorine in microbial cells (Clm) and a second part of
extractable organic chlorine (Cleoz), that was separated on activated charcoal. The chlorine in
residual soil corresponded to chlorine associated to humic and fulvic acids (Clga-na). Detailed

procedures are described in Bastviken et al.(2007).
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(Clror)
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Figure 6.1. Chlorine fraction extraction steps applied in our study based on Bastviken et

al. (2007). TMAH extraction transforms solid phases into liquids. Analysis by AOX and

by IC (ionic chromatography) provided access to the sum of natural chlorine and tracer
chlorine. HR-ICP-MS analysis allowed us to evaluate tracer chlorine contents and

natural chlorine contents separately. The Clea-na fraction was obtained by applying the

following formula: Clneo - Cle2. The chlorine fractions measured and shown in this study

are indicated in bold letters.
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For HR ICP MS analysis of total chlorine (Clror), non-extractable organic chlorine (Clneo)
and extractable organic chlorine (Cleo1, Cleo2), 200 mg of dried and ground solid samples were
firstly extracted with 1 mL tetramethylammonium hydroxide (TMAH) solution (25% in H,O,
TraceSELECT, Fluka) and 4 mL of milli-Q water (Watts and Mitchell, 2009), heated at 80°C for
180 min, filtered at 0.45 um through an acetate filter and then diluted 50 times with milli-Q
water. Total chlorine contents in the liquid samples (Cle1 and Clg2) were determined by HR-ICP-

MS after a five-fold dilution.

6.2.5 Chlorine analyses

6.2.5.1 Natural and tracer chlorine analyses by HR-ICP-MS.

Tracer chlorine refers to 3’Clin added to the soil, while natural chlorine refers to
naturally occurring chlorine in the soil. A Thermo Scientific Element XR double focusing sector
field inductively coupled plasma mass spectrometer (Thermo Scientific, Germany) was used
at a high resolution (m/4m> 10,000) to resolve the spectral interferences of the 3°Cl and 3’Cl
chlorine isotopes. Liquid samples were introduced into the plasma through a Scott spray
chamber cooled at 2°C and a Micromist quartz concentric nebulizer (Glass Expansion,
Hawthorn, Australia). The typical instrument conditions and acquisition parameters are listed
in the Supplemental Material 1. The instrumental detection limit for isotope dilution
(calculated from Yu et al., 2002) with the 37Cl tracer was 0.7 pg L2, that is 0.9 mg kg* in solid
fractions (Clror, Cleos, Cleo2 and Clneo), and 0.07-0.09 mg kg™ in liquid fractions (Clez and Cle2),
taking into account sample dilution, and the solid mass and volume used for extraction.
Natural chlorine and 3’Cl tracer (98 % of 3’Cl and 2 % of 3°Cl) concentrations were determined
by reverse isotope dilution (RID), with a certified natural abundance chlorine standard used

as a spike, using equations 1 to 3 according to Hintelmann and Evans (1997):

! ' 37 35
_ C xw x Wy x (R X " Aqatural ~ Anatu;ral)

C 1
WxWatx(35A ~Rx A

(1)

sample sample )
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With:

C: chlorine concentration in the sample

e (’:chlorine concentration of the standard (natural abundance) spiked into the
sample

e w, w’: sample and spike masses

o W, Wyt atomic masses of chlorine in the sample and in the spike

e R :3Cl/3Cl ratio measured after spiking

o 3735 Ample : abundance of 37 or 35 isotopes in the sample before spiking

o 3735A,qurai: abundance of 37 or 35 isotopes in the certified natural standard used for

the spike (74.75% of 3>Cl and 25.25% of 3/Cl)

35
Cl _ Cx Asample
[ natural] - 35A (2)
natural
35 3 A patural 37
natura
Cx Asample | 37 x Cx Asample
Cl . Anatural
[ tracer] - 35 35
A A (3)
tracer natural
37 37
Atracer Anatural
With:

o 3735 Auqcer: abundance of isotopes 37 or 35 in the tracer solution (2% of 3°Cl and 98%

of 37Cl)

The optimal spike-to-sample ratio was calculated for each sample to obtain minor error
propagation during isotope dilution calculation (Hoelzl et al., 1998). All isotope ratios were
further corrected for mass bias using a linear model after determining the mass bias factor
based on the natural chlorine abundance in standard (Heumann et al.,, 1998). Total
uncertainties associated to chlorine concentrations were defined by combining analytical

uncertainties to those related to the means and standard deviations of the values of the
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incubation replicates (n=3). Analytical uncertainties were calculated according to the random
error propagation method at each calculation step (details in Supplemental Material 2).
The Clneo fractions contained the Clra-va and Clgz fractions. Clea-na contents were therefore

calculated as Clra-na= Clneo — Clez for natural chlorine and 37Cl tracer.

6.2.5.2 Total (natural and tracer) chlorine analyses by AOX and ion chromatography

Chlorine contents in solid samples (without distinguishing between natural and tracer
chlorine) were also measured directly by AOX (Xplorer TE Instruments) (Bastviken et al., 2007).
Chloride contents in the liquid samples (Clin, Clex and Clgz) (without distinguishing between
natural and tracer chloride) were also measured by ion chromatography (Dionex ICS 3000)

using polymeric AS11-HC analytical column with isocratic separation.

6.2.6 Statistical analyses

Statistical analyses were performed using XLSTAT in Microsoft Excel© software. Mean

data were compared using two-way ANOVAs followed by Tukey’s post hoc test.

6.3 Results

Natural and tracer Cleo1, Cleoz and Clm contents were measured by HR-ICP-MS, but they
were below the detection limit (0.9 mg kg for Cleo and 0.09 mg kg for Clm) and are therefore
not shown in the study. No microbial colonies were observed on the agar plates indicating

that the irradiated soil was sterile.

6.3.1 Chlorine distribution in the sterilized forest soil samples.

The natural Clror content measured in the irradiated soil by HR-ICP-MS after spiking
(TO) was about 40 mg kg*. The natural Clneo content was about 14 mg kg2, i.e. 34 + 8 % of
the natural Clror content (Table 6. 1). The tracer 3Clneo concentration just after spiking (TO)
was about 3 mg kg™, that is 6 + 4% of tracer 3’Clyor. At TO, the tracer 3’Cle: chlorine content

measured was about 40 mg kg*. The tracer 3’Clg; and 37Clea-na contents were 0.9 mg kg™ (1.9
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+ 1.4 % of tracer 3’Clror) and 2.0 mg kg™t (4.4 + 4.2 % of tracer 3¥Clior), respectively,

immediately after spiking (TO).

Table 6.1. Natural and tracer *’Cl chlorine contents measured by HR-ICP-MS in the irradiated
soil after 3’Clin spiking (T0) and after 15 days of incubation in abiotic conditions (T1) . Mean *
standard deviations (n = 3). Values with the same letter were not significantly different between
TO and T1 at P<0.05 (one-way ANOVA).

Clror Clneo Clex Cle2 Clra-Ha

(mgkg?) (mgkg?') (mgkg?) (mgkg?) (mgkg?)

Natural chlorine TO0 41+12 a 14+43 20+2a 3%+1a 11+5a
T1 36+2a 14+3a 19+2a 4+1a 10+4a
Tracer chlorine TO 48+3a 3+2a 37+7a 09+0.6a 20%*2a
T1 56+6a 3+2a 46t6a 1.1+05a 2+2a

The effect of irradiation on chlorine content was also checked by comparing the Clror
and Clneo contents obtained by AOX for irradiated and non-irradiated soil samples (without
tracer chlorine). The Clror content (63 + 5 and 49 + 4 mg kg ! in irradiated and non-irradiated
soil, respectively) and Clneo content (63 + 13 and 40 + 6 mg kg™, respectively) were significantly
higher when the soil was irradiated. However, irradiation did not seem to change natural
chlorine distribution considering extractable (Cle1) and organic non extractable (Clneo)

proportions.

6.3.2 Chlorine distribution in the sterilized soil after two weeks of incubation
in abiotic conditions

Fifteen days after soil 3’Cli, spiking (T1) and incubation in abiotic conditions, the natural
and tracer chlorine concentrations in the different fractions (Clror, Clneo, Cle1, Cle2 and Clea-na)
were not significantly different from the corresponding values at TO (Table 6. 1). The
measurement of CO; for the irradiated soil after two weeks showed no significant emission

(data not shown).
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6.3.3 Proportion of added 3'Clin incorporated in organically bound chlorine
after incubation with or without microbial inoculation

Measurements of CO, emissions during the incubation period of the second
experiment showed a slight increase under abiotic conditions (Figure 6. 2). Between TO to T1
in abiotic conditions results were similar to those obtained during the first experiment. In the
inoculated treatments, CO, emission increased over time to reach high values of about 8000
ug C-CO, g1 soil (Figure 6. 2). The curve showed an exponential phase followed by a slower

emission rate.

10000
9000 O Sterile

8000 m Inoculated §§§ §§§ %** §

- s
5000 #* % %

-yl
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1000

CO, cumulated (pug C-CO, g-! soil dw)
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Time (days)

Figure 6.2. CO; emission over time during the incubation of microorganism-inoculated
and non-inoculated (sterile) irradiated soils spiked with 3’Clin (n = 4). Error bars
represent standard deviations. From day 2 to day 15, the two series of measurements
correspond to T1 and T2 samples.

FDA enzymatic activity was low (less than 1U) in sterile soil at T1 and T2 (Figure 6. 3). It was
significantly higher in the inoculated soil than in sterile soil, and was significantly higher at T1

than at T2.
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Figure 6.3. FDA enzymatic activity in microorganism-inoculated (inoculated) and non-
inoculated (sterile) irradiated soils spiked with 3’Cli, after 15 (T1) and 90 days (T2) of
incubation. Means * standard deviations (n = 4). U = mol g dry soil * min™. Asterisks

represent significant effects. Bars with the same letter are not significantly different at
P<0.05 (two-way ANOVA).

Natural Clror contents were about 40 mg kg in all treatments, as in the first

experiment (Figure 6. 4). The natural Clneo content was significantly higher in the inoculated

soil than in the sterile soil, and so was the Clra-na content. However, there was no significant

effect of incubation time. Natural Clg; and Cle; contents were not significantly different, either

between the sterile and inoculated treatments or between T1 and T2.

181



CIT0T

& 0 O Clyeo

= |

o)) i

£ 60

£ 50 8

1= = a7

S 40 ﬁﬁ

2 %

T 30 - %

2 7

5 7

e 20 - / e

S / o

2 10- % i

2 7 |
0 - A mn

Sterile-T1 Sterile-T2 Inoculated-T1 |noculated-T2
Factors C|'|'o'|' CINEO C|E1 CIE2 CIFA—HA
Time ns ns ns ns ns

Microbial ns i ns ns i
inoculation Inoculated > Sterile Inoculated > Sterile

Figure 6.4. Natural chlorine contents in microorganism-inoculated (inoculated) and non-
inoculated (sterile) irradiated soils spiked with 3’Cli, after 15 (T1) and 90 days (T2) of
incubation, analyzed by HR-ICP-MS. Means * standard deviations (n = 3). The table
shows the results of the two-way ANOVA: asterisks, significant effects; ns, non-
significant effects.

Regarding tracer chlorine, there was no significant effect of inoculation or incubation
time on the 3’Clror, 3’Cle1 and 37Cle> contents (Figure 6.5a and 6.5b). Because spiked 37Cl was
added as inorganic chlorine, the tracer 3’Clg; content was much higher than the natural Cle;
content. Tracer 3Clyeo and 3’Clea-na mean contents in the inoculated treatments were higher
than in the sterile treatments, and showed a similar trend to natural Clneo and Clea-ua contents.
However, high variations were noted among replicates, and the difference was not statistically
significant (Figure 6.5b). Similarly, no significant difference was noted for tracer Clyeo and Clea-

Ha contents between incubation times.
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significantly different at P<0.05 (two-way ANOVA).
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6.4 Discussion

6.4.1 Chlorine content in soil before incubation

Chlorine content measured by AOX was higher after soil irradiation. Irradiation was
used for soil sterilization since this method has been recommended over other sterilization
techniques (McNamara et al., 2003). However, Bank et al. (2008) indicated that gamma-
irradiation induced significant physico-chemical changes in a natural sediment and affected
the inorganic and organic fractions. In our study, the increase of Clror and Clneo contents after
irradiation might be due to such changes affecting the efficiency of the chlorine extraction and
analysis method. The soil was packed for irradiation in plastic bags possibly containing
chlorine, but the amount of chlorine in plastic bags (1 to 4% of chlorine, Chiemchaisri et al.

2010) do not seem to explain the increase of chlorine content after irradiation.

Before starting the incubation, the natural Clror content measured in irradiated
samples by HR-ICP-MS was lower than the content measured by AOX (respectively 41 and 63
mg kg!), due to the TMAH extraction rate. However, for direct measurements of chlorine
content in liquid samples, no significant differences were observed between HR-ICP-MS and

ionic chromatography (data not shown).

Natural Clror content values measured by HR-ICP-MS or AOX were in the low range of
the values found by Redon et al. (2012) in highly variable forest soils, measured by neutron
activation and ranging between 34 and 340 mg kg%, with a mean value of 90 mg kg™*. The
chlorine to carbon ratio was between 1.3 and 1.9 mg Clot gt C, while Oberg et al. (2003)
reported a ratio of 1 mg ClO g Cin the top 15 centimeters of the soil, and Redon et al. (2012)
a larger range of values. In the study of Redon et al. (2012), the highest Cltor contents were
found in the regions under marine influence and were correlated with organic carbon content.
So the quite low Clyor content measured in the soil sample used in this study was consistent
with its location (the north east of France, far from the sea), and its total carbon content (3.2

%).
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The natural Clneo content measured by HR-ICP-MS in irradiated soil before starting the
incubation was also lower than that measured by AOX (respectively 14 and 63 mg kg™).
Natural Clneo represented then 34 % of natural Clror in the soil sample when measured by HR-
ICP-MS. Redon et al. (2011) showed a higher percentage of Clneo as compared to Clror (89%
average value) in various French mineral soil layers, but the values were obtained by neutron
activation. Oberg et al. (2003) also found that the Clneo stock in soils generally represented

80% of C|TOT.

In our study, the Clror and Clneo contents measured by HR-ICP-MS before the beginning
of the experiment represented then 65 and 22 % of the Clror and Clneo contents measured by
AOX, respectively. The lower natural chlorine contents found by HR-ICP-MS compared to AOX
technique, especially in the Clneo fraction, suggest that part of chlorine was recalcitrant to
TMAH extraction generally applied for iodine extraction from soil (Watts and Mitchell, 2009).
The determination of chlorine contents by HR-ICP-MS after TMAH extraction could have been
revised by a correction factor (based on reference soil materials). But natural and tracer
chlorine behaviors can be different with respect to TMAH extraction, so we decided not to
apply any correction to the measured values. We thus assumed that the Clneo fraction
extracted by TMAH and analyzed by HR-ICP-MS was representative of the easily extractable

part of the Clneo fraction and could be compared among our experiments.

6.4.2 Abiotic formation of organically bound chlorine

In sterilized soil spiked with 3’Cli,, two hours after spiking, 6 % of the added 3’Cl was
qguantified in Clneo fraction. Although data vary largely, they suggest the rapid formation of
organic chlorine via abiotic processes. When the soil was incubated under abiotic conditions
for 15 days, no further evolution of the Clneo content was noted. The slight CO; emission
detected during the incubation under abiotic conditions could result from the emission of a
gas trapped in the soil pores. Indeed, no bacterial growth was observed when the sterilized
soil sample was plated on nutrient agar. According to McNamara et al. (2003), in irradiated
soil, the initial CO; flush is caused by radiolytic decarboxylation of organic matter and by the
action of radio-resistant enzymes. The low FDA enzyme activity we measured in the irradiated

samples could then be due to soil enzymes remaining active for several weeks after irradiation
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(McNamara et al., 2003). Part of the organically bound chlorine in the irradiated soil could also
be due to the activity of residual enzymes although there was no alive microorganisms.

However, these radio-resistant enzymes should decrease with time.

In soils, chlorides could be alkylated during the oxidation of organic matter with an
electron acceptor such as Iron lll. Iron Il is then reduced to Iron II, and the resulting products
correspond to organic volatile chlorinated compounds. Therefore organic chlorine can be
produced in the absence of microbial activity (Keppler et al., 2000). Abiotic processes, such as
adsorption, would occur rapidly after Clin addition and be stabilized after adsorption site
saturation. Moreover, tracer chloride addition can induce the formation of about 2%
additional total organic chlorine immediately after spiking (Bastviken et al., 2009), and 0.5%
of Clea-na can form after 80 days of incubation under abiotic conditions (Rohlenova et al.,
2009). In our experiment, 4% of tracer chlorine was found in the Clea-na fraction under abiotic

conditions after adding the tracer under an inorganic form, but error bars were large.

6.4.3 Organically bound chlorine formed during biotic incubation

Fifteen and ninety days after microbial inoculation, the natural Clneo content in the
inoculated soil was significantly higher than in the sterile soil (Figure 6. 4), showing that
microbial activity contributed to formation of organically bound chlorine. As regards tracer
chlorine after incubation (T1 and T2), no significant difference was noted between the two
conditions (Figure 6. 5), but the same trend as for natural chlorine was noted with 3’Clyeo and
37Clea-na tending to be higher in inoculated soil. The presence of microorganisms in the
inoculated soils therefore increased formation of organically bound chlorine (Clneo and Clea-na

fractions).

Several studies show that chlorination is primarily mediated by microbial activity
(Oberg et al., 1997; Johansson et al., 2000; Bastviken et al., 2009). Bastviken et al. (2007, 2009)
compared oxic and anoxic conditions and temperature effect in a non sterile soil to estimate
the relative contribution of biotic and abiotic chlorination. Chlorination rate at 50°C was
considered as representative of abiotic process, but microbial activity was not quantified in

the experiments. More specifically, Bastviken et al. (2007), using an experimental setup
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including 3CI~ enrichment, retrieved about 20% of 36Cl tracer in the Clv fraction after 15 days
of forest soil incubation in oxic conditions and a much lower rate in anoxic conditions.
Furthermore, Bastviken et al. (2009) found that 7% of added tracer chlorine was retrieved in
the Clra-na fraction after 15 days in the same soil. In the present study, after 15 days of
incubation, 7 % of added 3/Cl was associated to the Clneo fraction of inoculated soils, and 7 %
in the Clea-na fraction. Stable 37Cl tracing thus brings consistent results in comparison with
those obtained using 3¢Cl. However, our data for Clyeo were lower than the values obtained by
Bastviken et al. (2007) and would be even lower if we deducted the abiotic part from the

results obtained in biotic conditions.

Rohlenova et al. (2009) sterilized a soil by irradiation and by autoclave and compared
the results to those obtained with the same non-sterile soil. These authors found 3 to 4 % of
added 3¢Cl recovered as bound to humic substances in non sterile soil and around 0.3 to 1% in
sterilized soils. However, irradiation and soil heating can affect some physicochemical
properties of the soil (Egli et al., 2006), especially ammonium and nitrate contents (Mc
Namara et al., 2003). Alteration of the aggregate state of the soil leading to a greater surface
area, changes in soil organic matter structure and increase of dissolved organic matter due to
microbial cell lysis and degradation of organic matter were also reported for gamma irradiated
and autoclaved soils (Berns et al., 2008). All these parameters can affect degradation or
sorption processes, and therefore abiotic reference obtained by soil sterilization to distinguish
between abiotic and biotic processes such as chlorination may be questionnable. In our study,
gamma-sterilization was used since the soil is physically and chemically less altered by this
process of sterilization than with autoclaving (Berns et al., 2008), and irradiated soil was used
for both abiotic and biotic conditions. Comparing inoculated to non-inoculated irradiated soil
allowed us to confirm the microbial contribution to formation of organically bound chlorine.
However, soil irradiation lead to cell death and lysis, and to the release of dissolved organic
matter which represents a readily biodegradable carbon source for microorganisms.
Therefore microbial activity was boosted at the beginning of the incubation due to the
available carbon released (priming effect). In the present study carbon mineralization and
FDA enzyme assay were used to show microbial activity in soil. More specific activity involved
in organic matter chlorination, such as chloroperoxidase (Manoj and Hager, 2006), or

dechlorination, could be further investigated.
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Microbial inoculation increased the organic chlorine fraction after 15 days, but there
was no significant difference in natural Clneo contents between 15 and 90 days. The CO;
emission rate and FDA enzyme activity were lower after 90 days than after 15 days, suggesting
decreased microbial activity, possibly due to available nutrient limitation with time. To
confirm such hypothesis, easily accessible carbon sources could be added at certain time
points to maintain microbial activity throughout the experiment. A rapid turnover of organic
chlorine can also occur (Oberg et al., 2005) and a dynamic equilibrium between chlorination
and dechlorination processes was shown (Montelius et al. (2016). Bastviken et al. (2007)
showed decreased percentage of added chlorine associated to microbial cells (Clv) between
15 days (20% of added 3¢Cl) and 90 days (10%), and 5% of Clea-na formation after 90 days.
Conversely, in the present study, Clm, contained in Clgz, was below the analytical detection
limit and was not quantified. Therefore the potential formation of microbial chlorine in the

37Clin-spiked soil samples was not quantifiable.

6.5 Conclusion

To our knowledge, stable 3’Clin tracing has only been used once (Hoekstra et al. 1998)
to investigate the fate of chlorine and formation of organically bound chlorine in soils. In the
present study, the use of 3’Cl spiking combined with HR-ICP-MS measurements did not allow
to analyze some of the chlorine fractions. So, the use of 3¢Cl seems to be more appropriate for
such spiking laboratory experiments. However, natural and tracer chlorine behaviors in soil
samples during incubation highlighted Clneo and Clra-na formation following soil microbial
inoculation. Qur results, using an experiment conducted in biotic conditions compared to an
abiotic control, show that chlorination is mediated by microbial activity as previously
concluded by other authors (Oberg et al., 1997; Johansson et al., 2000; Bastviken et al., 2009).
Our results also highlight that when microbial activity was reduced with time, no more
organically bound chlorine was formed. Indeed, the organically bound chlorine content could
be due to chlorination but we measured a net content resulting from chlorination and
dechlorination processes, that were not discriminated in this study. As previously shown by
other studies, there were also clues indicating abiotic formation of organic chlorine in sterile

soil rapidly after 3Cli, spiking, which remains to be confirmed.
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7 Discussion Générale et Perspectives

Ce dernier chapitre est une synthése et une discussion générale de I'ensemble des
résultats obtenus au cours de cette étude. Plusieurs études antérieures sur le cycle du chlore
démontrent que les flux d’entrée et de sortie de chlore au sol se font majoritairement sous
une forme inorganique (Svensson et al., 2007 ; figure 7. 1). Alors que les stocks de chlore sont
majoritairement représentés par le chlore inorganique a I’échelle des profils de sols (Oberg,
2003), les stocks de chlore dans I’horizon de sol organo-minéral de surface, quant a eux, sont
principalement sous une forme organique (Svensson et al., 2007). La formation de ce chlore
organique naturel dans les sols serait le résultat du processus de chloruration de la matiére
organique, essentiellement provoqué par les activités des microorganismes des sols
(Bastviken et al., 2007). La teneur a un instant donné en chlore organique serait liée au
processus de chloruration et a la déhalogénation, qui correspond au processus inverse, et
permet le passage des formes organiques de chlore vers une forme inorganique (Clarke et al.,
2009). Cependant, ces processus sont encore peu documentés, notamment en termes de

cinétique et de mise en évidence du réle des microorganismes.

Flux d’entrée
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Stock dans I’horizon Horizon de surface
organo-minéral de sol
Clorg
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Figure 7.1. Bilan de I’état de connaissance du cycle du chlore des sols
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Pour mettre en évidence une origine biotique ou abiotique a la présence de chlore
organique dans les sols, deux approches ont été menées : (a) I'’étude d’une relation in situ
entre les teneurs en chlore et les paramétres physico-chimiques et microbiologiques des sols,
(b) desincubations de sols en laboratoire, permettant de comparer un témoin abiotique avec

du sol réinoculé, et avec des ajouts de Clin pour mettre en évidence la chloruration.

Dans les deux approches, les teneurs en chlore (inorganique et organique) ont
essentiellement été mesurées dans les sols par un analyseur d’AOX. L’analyse des teneurs en
chlore a été réalisée par ICP MS HR lorsqu’un marquage par un isotope stable 3’Cl a été utilisé,
et une étude de la spéciation des formes de chlore par XANES a aussi été menée. Toutes ces

techniques ont nécessité des développements méthodologiques préalables importants.

7.1 Mesure des teneurs en chlore dans les sols

7.1.1 Mesures par analyseur d’AOX

L’analyse des teneurs en chlore par analyseur d’AQX, initialement dédié a I'analyse des
halogénes en solutions mais déja utilisé pour analyser des matrices de type sol (Bastviken et

al., 2007 ; Oberg et al., 1997), a soulevé un certain nombre de questions.

L'utilisation d’un sol a teneur certifiée en chlore total (Clror) a permis la comparaison
des teneurs en chlore des sols mesurées par analyseur d’AOX a celles obtenues avec d’autres
méthodes. Il est principalement apparu que les teneurs en chlore mesurées par analyseur
d’AOX sont souvent inférieures a celles obtenues par activation neutronique alors que les
teneurs en chlore total du sol certifié, obtenues par activation neutronique, sont proches de
la valeur certifiée. La méthode de mesure par analyseur d’AOX semble donc conduire a une
sous-estimation des teneurs en chlore réellement présentes dans les sols. Cet appareil permet
en réalité de déterminer les teneurs en halogenes totaux d’un échantillon, soit la somme des
concentrations en brome, en iode et en chlore. Selon Brady et al (2002) les teneurs en iode et
en brome ne dépassent pas 1%, tandis que d’aprés Pereira et al., (2011) et Putschew et al.,

(2003) les teneurs en iode et en brome pourraient dépasser les 10%. Donc, comme
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I'approximation a été faite que les teneurs mesurées par analyseur d’AOX sont égales
uniquement aux teneurs en chlore, les concentrations en chlore sont plutot déja légerement

surestimées.

Cependant, la comparaison des deux méthodes a été faite avec un seul sol a teneur en
chlore total certifiée. A notre connaissance, il n’existe aucun matériel « sol » de référence pour
le chlore, ce qui rend donc toute conclusion difficile, et une étude comparative plus

approfondie mériterait d’étre menée.

Il faut cependant noter que les résultats obtenus par analyseur d’AOX dans notre étude
sont reproductibles et conduisent aux mémes interprétations que celles faites en considérant

les mesures réalisées par activation neutronique.

7.1.2 Mesures par ICP MS HR

Dans le cadre de la derniére expérience d’incubation ot du 3’Clin a été ajouté et a été
guantifié par ICP MS HR dans les différentes fractions de chlore apres incubation, il est apparu
gue les fractions de chlore organique extractible et de chlore microbien étaient en dessous de
la limite de détection. La méthode de détermination des teneurs en chlore naturel et 3’Cl
ajouté (traceur) ne semble donc pas suffisamment précise pour mesurer de faibles teneurs en
chlore dans les sols.

Les teneurs dans les fractions de chlore total et de chlore organique non extractible
mesurées par ICP MS HR, quant a elles, représentent respectivement 65 et 22 % du chlore
mesuré dans les mémes échantillons par AOX. Ces résultats suggérent qu’une partie du chlore,
certainement du chlore organique non extractible, est récalcitrante a la dissolution au TMAH
(extraction nécessaire avant la mesure des teneurs en chlore par ICP MS HR). Les teneurs en
Cl 1ot et Clone obtenues par ICP MS HR ont été utilisées au cours de I’étude, tout en considérant
(i) que le chlore issu des échantillons solides, dissout au TMAH et mesuré par ICP MS HR,
représente la part la plus facilement extractible du chlore, et (ii) que I'extraction de ce chlore

est identique dans les différents échantillons étudiés.
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7.1.3 Etude exploratoire de la spéciation des molécules organo-chlorées dans
les sols par spectrométrie XANES

La technique de spectrométrie XANES a été utilisée pour estimer les différentes formes
de chlore dans les sols étudiés et préciser la spéciation de ces formes de chlore organique
(aromatique, aliphatique).

Les mesures réalisées par spectrométrie XANES révelent des résultats tres hétérogenes.
Les analyses répétées sur un méme échantillon de sol, directement issu du prélévement (non
traité) ou stérilisé et incubé ont fourni des spectres aux caractéristiques différentes, typiques
parfois de formes plutot organiques, parfois de formes inorganiques (selon les énergies
d’ionisation Eo et les énergies maximales des pics X1 et X2). Nos analyses ont porté sur un
grand nombre d’échantillons de sols soumis a différentes modalités d’incubation, mais la
grande variabilité intra-échantillons a rendu difficile les interprétations et mises en évidence
de formes de chlore différentes selon ces modalités. Les analyses ne permettent pas de mettre
en évidence la modification significative des formes de chlore apres incubation des sols sous

différentes conditions.

Le nombre important de constituants et de molécules chlorées présentes présentes
dans les sols pourrait expliquer les nombreux spectres obtenus pour un méme échantillon de
sol.

Cependant, la majorité des spectres de chlore organique présente une allure semblable
a celle observée sur des échantillons contenant du chlore organique aromatique (Leri et al.,
2007). Les analyses ont donc permis de mettre en évidence que les composés organo-chlorés

présents dans les sols sont majoritairement aromatiques.

7.2 Relation entre la teneur en chlore et les parametres
microbiologiques dans les sols

La premiere approche de I'étude devait tester I'éventuelle relation qui existe entre
teneurs en chlore et parametres microbiologiques dans des sols contrastés prélevés a

différentes saisons.
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Il a été observé que les saisons, et plus particulierement la température (voir la Figure
4. 15 pour 2013 et 2014), pouvait influencer la répartition des teneurs en chlore dans les sols.
En effet, les teneurs en chlore (Clror et Clone) mesurées dans les échantillons VF et VP, sont
plus faibles en 2014 qu’en 2013 et sont maximales en 2012. Les échantillonnages ont été
réalisés lors de saisons contrastées : hiver tres froid en mars 2012, printemps doux en juin
2013 et hiver doux en mars 2014. Les activités microbiennes ainsi que les quantités de
microorganismes présents dans les sols peuvent avoir été influencés par ces saisons et agir
sur les réactions de chloruration /déhalogénation. Les précipitations, quant a elles, semblent
avoir moins d’influence sur les activités microbiologiques et les teneurs en chlore dans les sols

étudiés.

Une corrélation a été mise en évidence entre les teneurs en chlore organique et
I’'abondance des microorganismes (essentiellement des champignons dans les sols prélevés
en 2013 et 2014). Ainsi, plus la quantité de microorganismes (essentiellement de
champignons) des sols est importante, plus les teneurs en chlore sont élevées. De nombreux
auteurs ont en effet déja auparavant montré la formation de chlore organique par les
champignons. Harper et al. (1995) montrent la formation de chlorométhane par des
champignons qui méthylent les chlorures. Verhagen et al.,, 1998 trouvent que les
Basidiomycétes sont les principaux champignons a étre impliqués dans la synthese de
composés organiques chlorés et mettent en évidence 20 familles et 68 genres de

Basidiomycétes produisant des composés halogénés de faible poids moléculaire.

La répartition des teneurs en chlore dans les sols est aussi corrélée a d’autres
parameétres, notamment le couvert végétal, le pH et la teneur en carbone organique. Or, ces
parameétres influencent I'activité microbiologique des sols, en lien avec la production de chlore
organique. Cependant, aucune corrélation entre les teneurs en chlore et les activités
enzymatiques étudiées n’a pu étre observée dans cette étude. Van Pee et al., 2001 et Van Pee
et Unversucht, 2003 trouvent que les enzymes impliquées dans le processus de chloruration
correspondent essentiellement a des halogénases, perhydrolases et a des haloperoxidases.
Les activités enzymatiques ciblées dans cette étude (FDA, Amino-peptidase, Phosphatase,
Laccase) refletent des activités globales liées aux cycles du carbone, de l'azote et du

phosphore, mais ne ciblaient pas spécifiqguement ces activités.
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Les sols a faibles pH présentent un turn-over de la matiere organique lent, du fait de la
faible activité microbienne pour dégrader la matiére organique, qui conduit a une
accumulation de matiere organique, et plus généralement de carbone organique. Ainsi,
I'activité de déhalogénation, liée a la dégradation de la matiere organique, est faible. En effet,
d’aprés Pries et al., 1994, le processus de déhalogénation a lieu naturellement dans les sols et
est le résultat de la dégradation de la matiere organique chlorée ou de 'utilisation de
molécules organiques chlorées comme accepteur d’électrons par les microorganismes.

La matiére organique accumulée, et plus précisément le carbone organique,
représente un substrat d’intérét pour les microorganismes responsables du processus de
chloruration. De cette fagcon, méme si le turn-over est lent, les microorganismes capables de
chloruration produisent du chlore organique qui s’accumule si le processus de déhalogénation
est plus lent. Cependant, d’aprés Montelius et al., (2016), le processus de chloruration est plus
lent que celui de la déhalogénation. Les teneurs en chlore inorganique des sols devraient donc
étre prédominantes. Or, le chlore organique représente généralement 80 % du chlore total
des sols. Il semble en réalité qu’une partie du chlore organique soit résistante a la
déhalogénation et s’accumule dans le sol. Ainsi, plus la teneur en carbone organique des sols

est élevée, plus la teneur en chlore organique est importante.

A l'inverse, pour les sols a pH plus élevé, le rapide turn-over de la matiére organique
conduit a une faible accumulation de carbone organique, du fait d’une forte activité
microbienne de dégradation de la matiere organique. Cette forte activité de dégradation de
la matiére organique, doit conduire a une forte activité de déhalogénation. Par ailleurs, méme
si I'activité globale des microorganismes des sols est importante, il y a peu de substrat
disponible (carbone organique) pour les microorganismes capables de chloruration. L'activité
microbienne de chloruration de ces sols serait donc plus faible et conduirait a des teneurs en
chlore organique moins importantes. De cette facon, quand la teneur en carbone organique
des sols est plus faible, la déhalogénation devrait étre relativement plus importante, en lien

avec la dégradation de la MO, et la teneur en chlore organique devrait étre plus faible.
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7.3 Mise en évidence expérimentale de la formation de chlore
organique par des activités microbiennes dans des sols

Bien que la relation entre les teneurs en chlore et la quantité de microorganismes dans
les sols ait pu étre mise en évidence in situ, I'origine supposée microbienne du chlore
organique n’a pas été clairement démontrée par cette approche. La deuxiéme partie de
I’étude menée en paralléle visait a mettre en évidence expérimentalement la formation de
chlore organique au cours du temps, en lien avec une activité microbienne. Pour cela, des sols
ont été incubés au laboratoire selon différentes modalités et les teneurs en chlore ont été

mesurées par analyseur d’AOX et par activation neutronique.

Cependant, dans les premiéres incubations mises en place, quelles que soient les
modalités testées, aucune formation significative de chlore organique n’a pu étre mise en
évidence entre le début et la fin des incubations, excepté pour la seconde incubation en
conditions aérobies, dans laquelle la teneur en Clone des modalités stériles est
significativement inférieure a celle des modalités ré-inoculées avec ajout de Clin (sol des
Vosges). D'apres cette expérience, environ 14% du Clin ajouté a été transformé en Clone
(Figure 5. 4). Ces résultats suggerent que les mesures des teneurs en chlore naturel (par
activation neutronique et par analyseur d’AOX) ne permettent pas aisément de montrer une
évolution des formes de Clo au cours du temps, notamment un effet de l'inoculation
microbienne, et que ceci n’a été observé qu’avec un ajout de Clin . Ces derniers résultats sont
en accord avec ceux des travaux de Bastviken et al. (2007 ; 2009) qui démontrent la formation
de Clo suite a une expérience d’incubation de sols aprés ajout de 3¢Cl sous forme inorganique

dans des sols non stériles.

Pour les autres modalités étudiées, les résultats suggérent (i) que les taux de
chloruration sont faibles et ne sont pas quantifiables par les méthodes ou (ii) que
parallelement a la chloruration, un processus de déhalogénation se produit. Le bilan net
(chloruration — déhalogénation) de chlore organique formé par ce processus de chloruration
est sans doute faible dans les conditions d’incubation et les appareils de mesure utilisés
(analyseur d’AOX / activation neutronique) n’ont pas permis de détecter les changements

éventuels de formes de chlore durant ces incubations dans ces modalités.
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La spectrométrie XANES a permis de préciser la spéciation des formes organiques de
chlore présentes : les molécules orgno-chlorées aromatiques sont majoritaires dans les sols
étudiés. Cependant cette technique n’a pas permis de mettre en évidence clairement la
formation ou I’évolution de la spéciation de chlore organique dans les modalités biotiques au

cours des incubations réalisées.

7.4 Suivi de la formation de chlore organique des sols par marquage
et tracage au 3’Cl : processus biotique ou abiotique ?

Afin de préciser les résultats obtenus dans le chapitre 5 avec des mesures en AOX et
un ajout de Clin, nous avons réalisé dans le chapitre 6 une incubation avec un tragage au 3’Cl
en enrichissant le sol en Na3’Cl marqué isotopiquement. Les mesures ont alors été réalisées
par ICP MS HR afin de comparer la distribution de 3’Cl aprés incubation des sols selon
différentes modalités dans les pools organiques et inorganiques de chlore. L’enrichissement
avec ce type de traceur a, a notre connaissance, trés peu été utilisé (Hoekstra et al.,
1998),contrairement au 36Cl radioactif et les méthodes de mesure de ces isotopes naturels de
chlore sont trées peu courantes. Cette derniére expérience avait ainsi comme objectif
secondaire de tester I'intérét de I'utilisation du 3’Cl pour suivre la dynamique du chlore au

cours du temps.

Les mesures réalisées par ICP MS HR apres extraction du chlore au TMAH ont permis
de mettre en évidence une formation de chlore organique non extractible au cours du temps,
en relation avec I'activité microbienne des sols. Plus précisément, il est apparu qu’environ 7
% du 3’Cl ajouté initialement sous forme inorganique est retrouvé sous forme de chlore
organique non extractible aprés 15 jours d’incubations. Aprés 90 jours, les résultats sont
identiques, suggérant soit une diminution de I'activité microbienne suite a la diminution des
ressources carbonées, soit un équilibre entre les processus de chloruration et déhalogénation.
Comme souligné précédemment, Bastviken et al. (2007, 2009) montrent, grace a une
expérience de tracage au 3¢Cl, une formation de chlore organique dés 15 jours. La contribution
des microorganismes au processus de chloruration a donc été mise en évidence par tracage

isotopique avec du 3’Cl stable.
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Les mesures réalisées par ICP MS HR ont également permis de mettre en évidence la
formation d’environ 6 % de chlore organique non extractible en seulement 2h aprés ajout du
chlore sous forme inorganique en conditions abiotiques. Selon Keppler et al. (2000), la
formation de chlore organique peut avoir lieu en I'absence d’activité microbienne dans les
sols, par alkylation des chlorures pendant I'oxydation de la matiere organique par un
accepteur d’électron comme le Fer3*, formation des composés organiques chlorés volatils. La
formation de ce chlore organique en conditions abiotiques peut également étre le résultat
d’activités enzymatiques résiduelles restant actives dans le sol pendant quelques semaines
dans le sol, bien qu’il n’y ait pas de microorganismes vivants dans le sol (Mc Namara et al.,
2003). Le phénomene d’adsorption du chlore sur ces composés organiques peut également
expliquer cette formation en conditions abiotiques.

La formation de 7% de chlore organique en conditions biotiques et de 6% de chlore en
conditions abiotiques a partir de chlore inorganique, comme la formation de Clone dans
I'incubation avec ajout de Clin (chapitre 5), est en réalité le résultat d’'un processus de
formation et de dégradation de chlore organique. D’aprés Asplund et Grimvall (1991),
Grimvall et deleer (1995) et Clarke et al. (2009), les processus de chloruration et de
déhalogénation se produisent parallelement dans les sols et dans les calculs de bilan de masse,
les taux de chloruration et de déhalogénation sont considérés comme étant du méme ordre

de grandeur (Oberg et al., 2005).

7.5 Conclusion

La Figure 7. 2 permet de faire un bilan sur la dynamique du chlore dans les horizons de
surface des sols étudiés dans la thése en fonction de I'écosysteme considéré (conditions

climatiques équivalentes)
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Figure 7.2. Dynamique du chlore en fonction de I'écosysteme considéré. L’ensemble des
données a été moyenné sur les 3 saisons de prélévements.

Pour les sols forestiers (VF et MF), les apports en matiere organique sont importants a

la surface des sols (litiere).
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Dans le cas du sol acide VF, cette matiére organique s’accumule du fait d’un turn-over
plutét lent, provoqué par une faible activité de dégradation de la matiere organique Cette
accumulation de matiére organique conduit a de fortes concentrations en carbone organique
dans I’horizon organo-minéral (environ 5,4 %). Ce carbone organique accumulé correspond a
une potentielle source de nutriments pour les microorganismes capables de chloruration. Par
ailleurs, parallelement a la faible dégradation de la matiere organique, les processus de
déhalogénation doivent étre faibles. Les fortes teneurs en chlore organique (73,8 mg.kg™!) qui
s’accumule dans I’horizon organo-minéral sont donc le résultat d’'une activité de chloruration

(biotique et abiotique) et d’une faible déhalogénation.

L'incubation menée sur ce sol développé sur substrat acide (VF) a permis de mettre en
évidence une formation de 14 % de Clp en 54 jours en conditions ré-inoculées avec ajout ce
chlore, soit 19 mg.kg!. Cette teneur représenterait 47,5 kg/ha formés en 54 jours (en
considérant une densité de sol d’environ 1250 kg/m?3). D’aprés Oberg, (2003), le taux de
chloruration est compris entre 2 et 125 kg/ha/an, mais il s’agit sans doute dans notre étude

d’un bilan entre chloruration et déhalogénation.

A l'inverse, dans le sol calcaire MF, le rapide turn-over et la rapide dégradation de la
matiere organique a la surface des sols sont provoqués par une forte activité des
microorganismes. De ce fait, les concentrations en carbone organique sont plus faibles dans
I’horizon organo-minéral (4,1 %) de ce sol que dans celui du sol acide. L’activité de dégradation
de la matiére organique est élevée et se traduit par plus de déhalogénation dans ces sols. Par
ailleurs, il y a peu de substrat disponible pour les microorganismes responsables de I'activité

de chloruration, qui produisent de plus faibles teneurs en chlore organique (29, 1 mg.kg™?).

L’expérience de suivi de la dynamique du chlore par un marquage au 3’Cl menées sur
ce sol développé sur substrat carbonaté (MF) a par ailleurs permis de mettre en évidence que
en conditions biotiques, 7% du chlore inorganique est transformé en chlore organique non
extractible en 15 jours, quantité qui n’évolue pas significativement entre 15 et 90 jours.
L’origine microbienne de la formation de chlore organique dans les sols, jusque-la montrée de
maniére plus indirecte, a donc pu étre mise en évidence dans cette étude et intervient sur le

pool de chlore organique non extractible.
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Par ailleurs, un processus abiotique rapide semble également responsable de la
formation de 6% de chlore organique non extractible, méme si une partie pourrait étre liée de

maniere indirecte a une activité biotique (enzymes résiduelles).

Pour les sols anthropisés (VP et MC), les apports de matiére organique sont limités et
conduisent a de faibles teneurs en carbone organique (respectivement 2 et 2,3 %) dans les
sols en surface. Ces faibles teneurs en carbone organique conduisent a un processus de
chloruration faible et de ce fait a des teneurs en chlore organique peu élevées (respectivement

23 mg.kg'et 30,5 mg.kg?).

7.6 Perspectives

Beaucoup de questions restent a préciser pour mieux comprendre le cycle

biogéochimique du chlore. Notre étude met en évidence certains points a éclaircir.

Une amélioration des méthodes de mesure des teneurs en chlore par analyseur d’AOX,
par spectrométrie XANES et par ICP MS HR doit étre envisagée afin de réduire les écarts entre
les analyses et augmenter la précision des mesures.

Concernant la mesure des teneurs en chlore des sols par analyseur d’AOX, les essais
de calibration de la méthode de mesure ont été réalisés avec un seul sol de référence a teneur
en chlore total certifiée. |l serait nécessaire de trouver d’autres échantillons de référence avec
teneur en Cltot mais aussi Clone certifiées et/ou de réaliser des intercalibrations sur des
mémes sols avec d’autres laboratoires utilisant un analyseur d’AOX ou d’autres appareils, afin

de conclure avec robustesse sur la justesse de cette méthode.

Différents tests doivent étre réalisés pour calibrer la mesure de la spéciation du chlore
dans les sols par spectrométrie XANES. Dans notre étude, les analyses par spectrométrie
XANES ont été réalisées sur un nombre important d’échantillons. Pour calibrer la méthode, il
serait utile de choisir moins d’échantillon mais de réaliser un nombre plus important de

mesures sur ces échantillons.
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Il serait ensuite nécessaire de tester la méthode de préparation des échantillons avant
analyse. L'influence de I’hétérogénéité des échantillons pourra étre déterminée. Pour cela, il
serait intéressant de travailler avec une prise d’essai (pastille) plus grosse afin de pouvoir
acqueérir plusieurs spectres a différents endroits. Les spectres ainsi obtenus seraient ensuite

comparés entre-eux.

Il est apparu que la méthode de suivi au 3’Cl présente certaines limites car les fractions
de chlore organique extractible et de chlore microbien sont en dessous de la limite de
détection. Pour améliorer ces résultats, le rendement de solubilisation du chlore des
échantillons a I'aide d’une solution de TMAH doit étre augmenté. La méthode de tracage au
36C| pourrait par ailleurs étre envisagée car elle est bien connue et relativement simple. Elle
présente une limite de détection beaucoup plus faible. Cependant, du fait du caractere
radioactif du 36Cl, la méthode nécessite par contre la réalisation de toutes les
expérimentations et mesures dans une salle contrélée avec du matériel dédié pour la mesure

des différents paramétres notamment microbiologiques.

La mise en évidence de |'origine microbienne du processus de chloruration peut
également étre améliorée. Afin de préciser davantage la relation entre teneurs en chlore et
activités microbiologiques des sols, les activités de peroxydases pourraient étre ciblées. Le
test enzymatique de monochlorodimedone (Manoj et al., 2006) qui permet de quantifier
I'activité de chloroperoxidase pourrait étre utile pour quantifier I'activité de chloruration de

la matiere organique des microorganismes.

In situ, I'influence des saisons n’a pas non plus été clairement démontrée. Il faudrait
pour cela choisir des périodes d’échantillonnage a des saisons trés contrastées (hivers trés
froids, étés tres chauds, en automne, pendant la période de dégradation de la litiere). Par
ailleurs, I'utilisation de lysimétres (dispositif permettant de récupérer les eaux gravitaires)
pourrait permettre de réaliser le suivi des entrées et des sorties de chlore au cours du temps.

Les perspectives a envisager peuvent également concerner le matériel et la méthode
choisie dans les expérimentations. Dans I'expérience de suivi par marquage au 3’Cl, |a vitesse
de formation et de dégradation du chlore organique n’a pas été pas ciblée précisément (la

déhalogénation n’a pas été prise en compte). Une étude sur du plus long terme, qui inclurait
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de nombreux temps de prélevements et de mesure des teneurs en chlore des sols permettrait
de définir plus précisément la vitesse de formation du chlore organique. L'ajour d’une source
de carbone, permettant d’amplifier I'activité des microorganismes et également a envisager.
Concernant le processus de déhalogénation, une expérimentation, inspirée des travaux de
Montellius et al., 2016, pourrait étre envisagée. L'expérience consiste a la mise en place d’un

suivi par tracage au 3°Cl (inorganique), aprés élimination du chlore inorganique par ringage.

Une étude permettant d’estimer le transfert de chlore dans le systeme sol-plante-
rhizosphére est a envisager. En effet, La végétation est également impliquée dans la rétention
et la restitution de chlore dans le sol. Les végétaux peuvent absorber des quantités parfois
trés importantes de chlore (Kashparov et al., 2007). Le chlore se retrouve alors plus ou moins
rapidement restitué a la surface des sols par les chutes de litieres et dans le sol via le turn-
over des racines fines. Ainsi, le réle de la végétation et du systeme racinaire sur les formes de
chlore dans les sols et leur évolution au cours du temps, pourrait étre étudié par exemple a

I’aide de microcosmes en conditions contrélées avec ajout d’un traceur isotopique (3°Cl).
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Annexes

Annexe 1 : Teneurs en chlore (Clror, Clone, Cloe1) mesurées par analyseur d’AOX pour
I’ensemble des échantillons étudiés (VF, VP, MF et MC) aux 3 années de prélévements (2012,
2013 et 2014). n = nombre d’échantillons composites prélevés chaque année (soit n = 3 en

2012 etn=4en 2013 et 2014)

Sols TOT (mg.kg?) OE 1(mg.kg!) One (mg.kg)
VF

2012 136,0+ 13,9 0,7+0,26 123,8+ 7,6

2013 70,5%6,5 0,4+0,03 57,6+7,8

2014 42,6 £3,4 0,2+0,03 39,9+45
VP

2013 32,8+1,4 0,2+0,03 25,7+3,3

2014 21,3+1,9 0,2+0,04 203+1,4
MF

2012 38,6+2,3 0,5+0,29 30,7+0,8

2013 42,0+4,0 0,4+0,27 33,7+3,3

2014 25,8+2,7 0,2+0,01 23,0+ 2,7
MC

2012 25,1+3,7 0,2+0,05 21,8+1,3

2013 34,1+4,4 0,2 +0,06 34,5+6,8

2014 29,1+7,5 0,2+0,03 35,3+14,1
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Résumé

Le chlore a longtemps été considéré comme la forme de chlore majoritairement présente dans
I’environnement. Cependant, de récentes études ont démontré que des quantités de chlore sont
retenues dans les sols sous une forme organique et seraient formées par un processus naturel de
chloruration peu documenté et issus de I'activité microbienne des sols. Le but de cette étude est
d’estimer les formes organique et inorganique de chlore dans des sols contrastés et de mettre en
évidence I’évolution de ces formes de chlore selon certains paramétres environnementaux ou
modalités d’incubations en fonction de I'activité des microorganismes.

Pour cela, les horizons organo-minéraux de sols contrastés ont été étudiés (i) in situ : Les
guantités de chlore ainsi que les parametres physico-chimiques et microbiologiques de sols ont été
mesuré ; (ii) dans deux dispositifs expérimentaux d’incubations sous différentes modalités. Les
mesures des teneurs en chlore entre le début et la fin de la premiére expérience ont été mesurées par
analyseur d’AOX. Pour la deuxiéme expérience, les sols ont été préalablement enrichis en Na®’Cl et les
teneurs en ¥Cl ont été mesurées par ICP MS HR. Des échantillons de sols provenant de ces incubations
ont été analysés par spectrométrie Xanes pour préciser la spéciation du chlore dans les sols. Les
teneurs en chlore organique non extractibles des sols représentent presque la totalité du chlore. Les
parameétres qui influencent la répartition des teneurs en chlore dans les sols correspondent au couvert
végétal, au pH, a la teneur en carbone organique et aux quantités de microorganismes. Les teneurs en
chlore mesurées par analyseur d’AOX et par ICP MS HR ont permis de mettre en évidence une
formation de chlore organique au cours du temps, en relation avec les parameétres microbiologiques
des sols. Les mesures réalisées par ICP MS HR ont montré également une formation de chlore
organique en conditions abiotiques. A l'inverse, les analyses réalisées par spectrométrie XANES n’ont
pas permis de mettre en évidence une formation de chlore organique.

En conclusion, les parameétres qui influencent la répartition des teneurs en chlore dans les sols
ont pu étre ciblés. De la méme facon, I'origine microbienne du processus de chloruration a été mise
en évidence, bien qu’une part de ce processus soit également attribuée a un phénoméne abiotique.

Abstract

Chlorine has long been considered as the predominantly chlorine form present in the
environment. However, recent studies have shown that chlorine is retained in the soil as an organic
form and is formed by a natural process of chlorination mainly from the microbial activity of the soi
still poorly documented. The aim of this study is to estimate the organic and inorganic forms of chlorine
in contrasting soil and highlight the evolution of these forms according to certain environmental
parameters or terms of incubations and to the activity of microorganisms.

For this, the organo-mineral horizons of contrasting soil were studied (i) in situ: The amounts
of chlorine and physico-chemical and microbiological parameters of soil were measured; (ii) in two
experimental devices incubations under different conditions. Measurements of chlorine levels
between the beginning and the end of the first experiment were measured by AOX analyzer. For the
second experiment, the soil was previously enriched with Na3’Cl and 3’Cl levels were measured by HR
ICP MS. Soil samples from these incubations were analyzed by Xanes spectrometry to identify the
speciation of chlorine forms in soils.Soil non-extractable organic chlorine contents represent almost all
of the chlorine. The parameters that influence the distribution of chlorine contents in soils correspond
to vegetation cover, pH, organic carbon content and quantities of microorganisms. The chlorine
contents measured by AOX analyzer and by HR ICP MS highlight an organic chlorine formation over
time in relation to the microorganims in the soil. The measures carried out by HR ICP MS show also an
organic chlorine formation in abiotic conditions. Conversely, XANES spectrometry measurements have
show any organic chlorine formation.

In conclusion, the parameters that influence the distribution of chlorine contents in soils have
been targeted. Similarly, the microbial origin of the chlorination process has been demonstrated,
although a part of this process is also assigned to an abiotic phenomenon.
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