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Chapitre I.  Introduction 

La matière organique du sol (MOS) joue un rôle important dans la qualité du sol. Elle 

est composée principalement de substances humiques (SH) et de substances non-humiques 

(Stevenson, 1994 ; Zech et al., 1997). Les SH peuvent être fractionnées en humine de couleur 

noire insoluble dans l'eau à n'importe quel pH, en acide humique (AH) de couleur brune 

soluble en milieu basique et insoluble en milieu acide (pH < 2) et en acide fulvique (AF) de 

couleur jaunâtre soluble dans l'eau à n'importe quel pH (Kononova, 2013). Des études ont 

montré que la MOS est le sorbant principal des composés organiques peu solubles et donc elle 

joue un rôle important dans le transport, la réactivité et la biodisponibilité des polluants 

organiques dans la colonne du sol. La MOS présente une structure interne de nanopores qui 

constitue des sites de sorption spécifiques aux composés organiques quelle que soit leur 

polarité (Pignatello, 1998). Il a été également montré que les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP) s'associaient aux régions hydrophobes de la matière organique du sol 

parce qu'ils présentaient une faible solubilité dans l'eau (Qiu et al., 1994). L'affinité de liaison 

des HAP a été trouvée corrélée avec l'aromaticité de la matière organique (McCarthy et al., 

1989). Ainsi, l'hydrophobicité du polluant et la qualité de la MOS déterminent la nature des 

interactions qui se produisent entre polluants et MOS et définissent le degré de 

biodisponibilité et de toxicité du polluant (Landrum et al., 1987 ; Haitzer et al., 1999). Étant 

donné que la MOS a une structure complexe difficile à caractériser, des études ont utilisé les 

propriétés physico-chimiques telles que les propriétés spectrales pour caractériser et définir 

les SH, AF, AH (Chen et al., 2002) et en particulier la spectroscopie de fluorescence (Ohno et 

Bro, 2006).  

La spectroscopie de fluorescence, en particulier le développement de matrices 

d’excitation et d'émission fluorescentes (MEEF) (Coble et al., 1990 ; Coble, 1996), a été 

largement utilisée au cours de la dernière décennie pour obtenir des informations sur les 

caractéristiques fluorescentes de la matière organique, pour déterminer son origine et pour 

évaluer sa qualité dans différents écosystèmes (Marhaba et al., 2000 ; Baker, 2001 ; Chen et 

al., 2003).  La popularité de cette méthode est due au fait qu'il s'agit d'une méthode hautement 

sensible et non destructrice qui nécessite peu de temps de préparation, l'acquisition rapide des 

données qui apporte une grande quantité d'informations sur la structure moléculaire et les 

propriétés chimiques des produits organiques naturels (Chen et al., 2002 ; Sierra et al., 2005 ; 

Holbrook et al., 2006 ; Spencer et al., 2007 ; Gao et al., 2017). Cependant, afin d'interpréter et 



Chapitre I - Introduction 

 

2 

de décomposer les MEEFs, des algorithmes chimiométriques tels que PARAllel FACtor 

analysis (CP / PARAFAC) sont fréquemment utilisés (Beltrán et al., 1998 ; Jiji et al., 1999 ; 

Ferretto et al., 2014 ; Santos et al., 2015 ; Tadini et al., 2015). PARAFAC est une technique 

statistique multivariée (Harshman, 1970) qui a été utilisée dans le domaine de la chimie 

analytique et environnementale. Elle est souvent employée pour l'analyse des ensembles de 

données tels que ceux résultant des MEEFs (Bro et Kiers, 2003 ; Stedmon et Markager, 2005 ; 

Stedmon et Bro, 2008). PARAFAC peut identifier et quantifier les composants d'un système à 

multicomposants et peut extraire leurs concentrations relatives et leurs spectres purs 

d'excitation et d'émission (Bro, 1997 ; Andersen et Bro, 2003). La combinaison des MEEFs 

avec l'algorithme PARAFAC est largement utilisée pour caractériser la matière organique 

d'origine terrestre (Ohno et Bro, 2006 ; Santos et al. ; 2015 ; Tadini et al., 2017), ou d’origine 

aquatique (Stedmon et Markager, 2005 ; Holbrook et al., 2006 ; Guo et al., 2011). Plusieurs 

auteurs ont également prouvé l'efficacité de cette méthode pour détecter les HAP dans des 

solutions pures (Jiji et al., 1999), dans des échantillons d'eau de robinet (Beltrán et al., 1998), 

dans des extraits aqueux d'huile moteur et des lixiviats d'asphalte (Beltrán et al., 1998 ; Jiji et 

al., 1999 ; Nahorniak et Booksh, 2006). Cette technique permet d'observer les changements 

qualitatifs dans la matière organique dissoute et les différents fluorophores présents dans les 

échantillons testés et de détecter les variations de leurs intensités de fluorescence (Stedmon et 

Markager, 2005). Actuellement, il n'existe aucune information disponible dans la littérature 

concernant l'effet du benzo(a)pyrène sur les caractéristiques spectrales des fluorophores 

présents dans chaque fraction physique de la MOS. Dans cette étude, nous avons combiné 

MEEFs et PARAFAC pour déterminer les caractéristiques spectrales des fluorophores 

présents dans les fractions physiques de la MOS en présence de BaP. Définir les changements 

spectraux des composants fluorescents de la matière organique en présence du benzo(a)pyrène 

aideront lieux à dépicter la présence de celui dans le sol et par le traitement PARAFAC, on 

pourra quantifier le BaP à l’aide d’un gamme d’étalonnage du BaP pur par spectroscopie de 

fluorescence. Le chapitre II présentera une synthèse bibliographique sur l’état de l’art des 

études portant sur la matière organique, les effets de la pollution sur le sol et une présentation 

du BaP. Le chapitre III développera les différents principes et méthodes utilisés ainsi qu’une 

description des protocoles suivis. Les modifications des caractéristiques spectrales des 

composants fluorescents dans les trois fractions de la MOS en présence du BaP seront 

étudiées : 1) dans le chapitre IV, lors d’expérimentations faisant varier les quantités de 

solution pure de BaP ajoutées à chaque fraction ayant une concentration fixe en matière 

organique ; 2) dans le chapitre V, lors d’un suivi au cours du temps sur différentes quantités 
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de matières organiques auxquelles sont ajoutées des concentrations fixes de BaP pur. A la fin 

du chapitre V, une discussion sera menée sur les paramètres de validation du nombre de 

composants pour le choix des modèles de PARAFAC. Dans le chapitre VI sera présenté le 

test de validation de la méthode en fluorescence (MEEF-PARAFAC) par la méthode de 

chromatographie liquide (HPLC). Enfin, dans le chapitre VII, une étude de terrain sera 

présentée sur des sols incendiés contenant potentiellement du BaP.  
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Chapitre II. ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE  

II.1. La pollution environnementale 

Depuis la révolution industrielle au XIX
e
 siècle jusqu’à nos jours, l’homme participe à 

la dégradation de l’environnement. La destruction de l’écosystème est souvent irréversible, ce 

qui met en danger la vie de tout être vivant sur la planète. La pollution se définit par 

l’introduction de polluants dans un environnement à un seuil au-delà duquel leurs effets 

deviennent nuisibles aux êtres vivants (humains, animaux, végétaux) et à l’environnement 

global. L’impact néfaste de la pollution touche tous les compartiments environnementaux. Les 

effets de la pollution sont divers : augmentation des maladies et des mortalités humaines et 

animales, dégradations et mutations des végétaux, destruction de l’habitat naturel, 

détérioration des conditions de vie etc... La pollution d’origine humaine, directe ou indirecte 

est la cause de nombreuses maladies et se trouve responsable chez certaines espèces de leur 

migration voire même de leur extinction si elles s’avèrent incapables à s’adapter aux 

nouvelles conditions environnementales. Plusieurs types de pollutions existent selon l’origine 

des polluants : chimique, sonore, lumineuse, etc.  

Selon leurs propriétés physico-chimiques, des polluants sont capables de parcourir des 

distances importantes et atteindre des écosystèmes sensibles. Certains polluants transportés 

dans l’atmosphère tels que le dioxyde d’azote et le dioxyde de soufre issus des rejets 

industriels et des rejets liés aux transports peuvent être à l’origine des pluies acides qui 

altèrent les sols et les cours d’eau.  

La pollution chimique est due à la présence en grande concentration d’une substance 

chimique anthropogène qui normalement est absente ou présente en faible concentration dans 

un compartiment environnemental donné. Il existe des seuils pour chaque substance chimique 

au-delà desquels la présence de cette substance est nocif pour le compartiment 

environnemental donné. La pollution chimique intéresse plusieurs compartiments : eau, sol, 

air. La communauté internationale a mis en place des normes concernant les teneurs de 

résidus dans les aliments et les eaux (CEE,1980), alors que pour le sol ces normes n’existent 

pas mais on trouve seulement des valeurs guides pour la gestion des sols contaminés 

(Gourdon et al, 1994).  
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Il existe également des pollutions d’origine naturelle, qui sont moins fréquentes et qui 

ont souvent des conséquences plus ou moins négligeables. Une pollution de l’air, par 

exemple, peut être due aux éruptions volcaniques, ou aux feux de forêts. D’autres sources 

naturelles de pollution peuvent être liées aux érosions, aux pluies acides, à l’altération de la 

roche-mère, etc. 

II.1.1.La pollution des sols 

Le sol constitue une interface d’échange entre l’atmosphère, l’hydrosphère et la 

lithosphère. Il joue un rôle très important dans le cycle de l’eau et il constitue une réserve de 

carbone et d’azote provenant de la dégradation de la matière organique. Il héberge des 

végétaux et divers organismes qui maintiennent sa fertilité, règlent le cycle de l’eau, luttent 

contre l’érosion et participent à la décontamination. Le sol participe donc à la diminution ou 

l’élimination des impacts des polluants et en conséquence il constitue un filtre physique et 

chimique pour les eaux s’y infiltrant.  

Tout type de sol (agricole, urbain etc.) peut être pollué de manière directe ou indirecte 

et, à son tour, peut lui-même constituer une source de pollution. Les causes directes sont liées 

aux rejets directs ou accidentels de polluants issus de l’agriculture, des rejets industriels et des 

déchets ménagers. Les causes indirectes sont dues aux conséquences de la pollution 

atmosphérique et de la pollution des eaux : infiltration d’une décharge, infiltration d’eau 

polluée, infiltration des déchets solides, déversement ou fuites de déchets et d’hydrocarbures, 

retombées atmosphériques, etc. 

Le comportement des polluants va définir leur dispersion vers d’autres compartiments 

(Barriuso et al., 1996). Des polluants présents dans un sol peuvent soit diffuser dans 

l’environnement par l’intermédiaire de l’eau, des envols de poussières, des émanations 

gazeuses ou soit entrer dans la chaîne trophique par bioaccumulation dans les organismes qui 

vivent dans le sol. Le sol peut constituer un vrai milieu de stockage de polluants. Un sol 

pollué met en danger les végétaux, les animaux et les humains (DalCorso et al., 2008). Le sort 

des polluants est largement contrôlé par leurs interactions avec la matière organique du sol 

(Ahangar et al., 2008). Les interactions des polluants hydrophobes avec les substances 

humiques pourraient changer leur sort dans l'environnement (Caron et al., 1985). Ils peuvent 

affecter la biodisponibilité et la toxicité vis-à-vis des organismes vivants (Landrum et al., 

1987) dont la végétation (Dell’ Agnola et al., 1981).  



Chapitre II – Étude Bibliographique 

 

6 

En France, la base de données BASOL (2017) recense les sites et les sols pollués ou 

potentiellement pollués pour lesquels l’état prend des mesures à titre préventif ou curatif. Le 

tableau II-1 présente la répartition par région des sites et sols pollués en France au 20 Octobre 

2017. Le tableau II-2 présente les principaux polluants présents dans les sols pollués en 

France. 

Tableau ‎II-1 Répartition (%) des sites pollués par région (source : http://basol.developpement-

durable.gouv.fr/ Basol, 2017). 

Région Nombre Pourcentage 

Alsace 1041 15,76 % 

Aquitaine 741 11,22 % 

Auvergne 1194 18,08 % 

Bourgogne 282 4,27 % 

Basse-Normandie 471 7,13 % 

Bretagne 90 1,36 % 

Centre 349 5,28 % 

Champagne-Ardenne 1041 15,76 % 

Corse 8 0,12 % 

Franche-Comte 282 4,27 % 

Guadeloupe 25 0,38 % 

Guyane 8 0,12 % 

Haute-Normandie 471 7,13 % 

Ile-de-France 589 8,92 % 

Limousin 741 11,22 % 

Lorraine 1041 15,76 % 

Languedoc-Roussillon 307 4,65 % 

Martinique 46 0,70 % 

Mayotte 0 0,00 % 

Midi-Pyrénées 307 4,65 % 

Nord-Pas-de-Calais 923 13,97 % 

Provence-Alpes-Côte-d'Azur  233 3,53 % 

Pays de la Loire 252 3,82 % 

Picardie 923 13,97 % 

Poitou-Charentes 741 11,22 % 

La Réunion 43 0,65 % 

Rhône-Alpes 1194 18,08 % 

Saint-Martin 3 0,05 % 

St-Pierre-et-Miquelon 0 0,00 % 

Total 6605 100,00 % 
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Tableau ‎II-2 Principaux polluants constatés (seuls ou en mélange) (Basol, 2017). 

Arsenic (As) 5,03 % 

Baryum (Ba) 0,98 % 

Cadmium (Cd) 2,39 % 

Cobalt (Co) 0,24 % 

Chrome (Cr) 5,25 % 

Cuivre (Cu) 5,10 % 

Mercure (Hg) 2,10 % 

Molybdène (Mo) 0,24 % 

Nickel (Ni) 3,83 % 

Plomb (Pb) 6,87 % 

Sélénium (Se) 0,17 % 

Zinc (Zn) 4,00 % 

Sulfates 0,12 % 

Chlorures 0,08 % 

Ammonium 0,29 % 

BTEX 1,29 % 

TCE 0,44 % 

Hydrocarbures 14,08 % 

H.A.P. 6,63 % 

Cyanures 2,01 % 

PCB-PCT 2,01 % 

Solvants halogénés 5,06 % 

Solvants non halogénés 1,41 % 

Pesticides 0,55 % 

               

II.1.2.Les hydrocarbures aromatiques polycycliques  

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) représentent une classe 

importante de polluants. Ces composés sont constitués d’atomes d’hydrogène et de carbone et 

possèdent au moins deux anneaux de benzène. Ce sont des polluants environnementaux 

d’importance majeure car certains d’entre eux sont cancérogènes et mutagènes (Harvey, 

1997 ; Lee, 2012). Seize HAP ont été considérés comme polluants prioritaires par United 

State- Environmental Protection Agency (US-EPA) (Tableau II-3). Les HAP peuvent avoir 

des origines naturelles ou anthropiques. Ils proviennent principalement de l’utilisation des 

énergies fossiles (pétrole, charbon) et de la combustion incomplète de matières organiques 

(feux de forêts, éruption volcanique etc.). En milieu urbain les sources principales de 

l’émission des HAP correspondent à la combustion des carburants des véhicules, au chauffage 

et aux rejets industriels. Ils sont très présents dans les sites des usines à gaz, les sites de 
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cokéfaction et de carbochimie. Les HAP sont divisés en deux catégories : les composés à 

faible masse moléculaire (jusqu’à trois cycles benzéniques) et les composés à masse 

moléculaire élevée (au-delà de trois cycles). 

Les propriétés physico-chimiques des HAP sont très importantes pour prédire leur 

transport, leur répartition et leur évolution dans l’environnement. Elles varient selon leur 

masse moléculaire et leur structure (Tableau II-3). Elles dépendent largement du nombre de 

cycles benzéniques. Avec l’augmentation du nombre de cycles benzénique, la résistance à la 

biodégradation augmente (demi-vie), la persistance dans l’environnement augmente, la 

volatilité diminue et l’hydrophobicité augmente. Cette hydrophobicité leur confère la 

tendance à la sorption sur les composés solides présents. Les HAP passeront de l’état 

solubilisé à celui d’absorbé ou d’adsorbé sur un solide tel que la matière organique 

environnante ou les tissus lipidiques des organismes vivants. La majorité des HAP sont très 

peu solubles dans l’eau (Edwards, 1983) ; leur solubilité a été trouvé inversement 

proportionnelle au nombre de cycles benzéniques (Haseeler, 1998), par contre les HAP sont 

solubles dans de nombreux solvants organiques. 

La toxicité des HAP peut être faible, modérée ou aigue selon le composé considéré. 

Les HAP sont des molécules biologiquement actives pouvant s’accumuler dans les tissus 

organiques et subir des réactions de transformation en métabolites qui, en se liant aux 

protéines des acides nucléiques (ADN et ARN) engendrent des dysfonctionnements 

cellulaires et causent des mutations. D’après le centre international de recherche sur le cancer 

(CIRC, 2008), le benzo(a)pyrène, qui trouve dans de nombreux mélanges de HAP en 

pourcentage relativement constant (10%) est un cancérogène avéré. La classification de la 

toxicité des 16-HAP classés prioritaires est présentée dans le tableau II-3. 

Les HAP sont généralement analysés par chromatographie gazeuse couplée à la 

spectrométrie de masse (CG-SM) ou par chromatographie liquide à haute pression (HPLC) 

couplée à des détecteurs d’absorption UV-Vis ou de fluorescence (Poster et al., 2006). Les 

HAP sont capables d’absorber les ultraviolets (UV) et de donner des spectres de fluorescence 

caractéristiques. Ces méthodes présentent un coût élevé, un travail relativement long car elles 

nécessitent des traitements préalables aux analyses, ce qui rend leur utilisation comme analyse 

de routine compliquée. Pour cela de nouvelles méthodes analytiques plus simples dans la 

préparation des échantillons, moins coûteuses et plus sensibles sont mises en place pour 

remplacer les méthodes conventionnelles d’analyse des HAP. La spectroscopie de 
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fluorescence se présente alors comme une méthode alternative qui, grâce aux propriétés 

d’aromaticité des HAP, peut être utilisée pour détecter et quantifier les HAP 

(Elcoroaristizabal et al., 2014).  
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Tableau ‎II-3 : Propriétés des 16 HAP (Mackay et al 1992). (* IARC, 1987, 2002)  2A probablement cancérigène pour l’homme ; 2B : peut-être cancérigène pour 

l’homme ; 3 : non classifiable comme cancérigène pour l’homme (possible mais insuffisamment étudié) ; n.e. non étudié. 

HAP 
Nombres de 

cycles 

Masse 

Molaire 

(g/mol) 

Formule 

Solubilité dans 

l’eau à 20°C 

(mg/l)  

Coefficient de 

partage octanol-

eau (logKow) 

Demi-vie dans 

les sols (j: 

jours a : ans) 

Toxicité * 

Naphtalène 2 128,2 C10H8 31 3,40 16j-48j 2B 

Acénaphthylène 3 152,2 C12H8 3,93 4,07 ne ne 

Acénaphtène 3 154,2 C12H10 1,93 3,98 ne ne 

Fluorène 3 166,2 C13H10 1,85 4,18 32j-60j 3 

Anthracène 3 178,2 C14H10 0,076 4,45 50j-1.3a 3 

Phénanthrène 3 178,2 C14H10 1,20 4,45 16j-200j 3 

Fluoranthène 4 202,3 C16H10 0,23 4,90 140j-1.2a 3 

Pyrène 4 202,3 C16H10 0,077 4,88 210j-5.2a 3 

Benzo(a)anthracène 4 228,3 C18H12 0,01 5,61 102j-1.9a 2A 

Chrysène 4 228,3 C18H12 0,0028 5,16 1a-2.7a 3 

Benzo(a)pyrene 5 252,3 C20H12 0,0023 6,04 57j-1.5a 2A 

Benzo(b)fluoranthène 5 252,3 C20H12 0,0012 6,06 360j-1.7a 2B 

Benzo(k)fluoranthène 5 252,3 C20H12 0,00076 6,06 2,5a-5.9a 2B 

Benzo(ghi)pérylène 6 276,3 C22H12 0,00026 6,05 91j-1.8a 3 

Indéno(123-cd)pyrene 6 276,3 C22H12 0,062 6,58 1,6a-2a 2B 

Dibenz(ah)anthracène 5 278,4 C22H14 0,0005 6,84 361j-2.6a 2A 
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II.1.3.Le devenir des HAP dans le sol 

Wild et Jones (1995) considèrent que 90% des HAP émis dans l’environnement sont 

stockés dans les sols (sans prendre en considération ceux des sites industriels). En effet, les 

HAP présents dans l’atmosphère se déposent sur les sols. Certains proviennent de sources 

proches, telles que les gaz d’échappement des véhicules. D’autres proviennent de sources plus 

éloignées et ont été transportés dans l’air. Les HAP les plus légers comme le naphtalène sont 

susceptibles à la volatilisation depuis le sol, et, à long terme, les sols sont capables de 

désorber les HAP dans l’eau souterraine, l’eau de surface et l’air (Wang et al., 1997). Les 

HAP peuvent être transportés du sol vers un autre compartiment par l’érosion, le lessivage de 

sol, le vent etc... (Joner et al., 2002). Les HAP peuvent être emmenés vers les couches 

profondes du sol après lessivage ou lixiviation (Wild et Jones, 1995 ; Wilcke, 2000) et 

atteindre les eaux souterraines surtout quand ces polluants sont accompagnés de solvants 

organiques mobiles ou quand le sol contient des canaux (Bedient et al., 1984).  

Les végétaux sont capables d’accumuler dans leurs feuilles, les HAP semi-volatils en 

phase gazeuse et en phase particulaire. Suite à un faible transfert à l’intérieur de la plante 

(Edwards, 1986), les HAP vont se maintenir dans les feuilles qui participeront à la formation 

d’une litière après leur dépôt à la surface des sols et vont contaminer le sol.  

À leur arrivée dans le sol, les contaminants ont des comportements et un devenir 

différents selon leurs propriétés physico-chimiques et celles du sol (Reid et al. 2000). Ils 

peuvent être perdus par biodégradation, lixiviation ou volatilisation, ou s’accumuler dans le 

compartiment biotique du sol ou être retenus ou séquestrés dans les fractions minérales et 

organiques du sol (Okere et Semple, 2011). Selon Jones et al. (1996) les contaminants 

peuvent être retirés du sol à des taux variables et à différentes ampleurs. Si les HAP présents 

dans le sol ne sont pas perdus par volatilisation, dégradation ou lixiviation, des interactions 

avec les composants du sol ont lieu (Okere et Semple, 2011).  Les HAP s’associent aux 

régions hydrophobes de la matière organique du sol car ils sont peu solubles dans l’eau (Qiu 

et al., 1994). De ce fait, ils sont moins disponibles pour le transfert et la dégradation (Shann et 

Boyle, 1994).   
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Il s’est avéré suite à plusieurs études que les interactions du sol avec les polluants 

organiques type HAP sont influencées par : la quantité de matière organique (Hatzinger et 

Alexander, 1995), la nature de la matière organique (Piatt et Brusseau, 1998), le contenu 

inorganique (Ball et Roberts, 1991 ; Mader et al., 1997), la taille et la structure de la porosité 

du sol (Nam et Alexander, 1998), l’activité microbienne (Guthrie et Pfaender, 1998) et la 

concentration du contaminant (Divincenzo et Sparks, 1997).   

Des études ont montré que la sorption des HAP dans les sols se déroule en deux 

étapes. La première, qui est le plus souvent réversible, est rapide et tend vers un équilibre 

relatif ou les HAP s’adsorbent aux sites en surface des macromolécules organiques. La 

deuxième étape consiste à la diffusion progressive des HAP dans la matière organique qui est 

lente et peut durer plusieurs années (Rao, 1990 ; Hatzinger et Alexander, 1995 ; Pignatello et 

Xing, 1996 ; White et al., 1999). La première étape se déroule dès le premier contact entre le 

polluant et la surface du sol et elle est généralement réalisée par des mécanismes de liaisons 

hydrogène et van der Waals (Dec et Bollag, 1997 ; Gevao et al. 2000). La deuxième étape a 

été décrite par Pignatello et Xing (1996) et Cornelissen et al., (1998). Ils proposent que la 

matière organique est composée de deux phases, une « extensible » et une « condensée » 

(présentant des cavités plus rigides) contenant des sites de dissolution où les contaminants 

vont être séquestrés dans la matière organique. De plus, ils proposent que la diffusion du 

contaminant à travers les pores du sol soit retardée par la sorption de celui-ci aux surfaces des 

nano et micropores dans le sol contenant de la matière organique. Ce processus dépend de la 

taille des particules du sol et de la taille des pores. Selon Alexander (1995), les contaminants 

présents dans des sols dont les diamètres des pores sont ≤ 20 nm ne sont pas biodisponibles 

car des pores aussi petits ne permettent pas l’entrée des bactéries (1 µm), des protozoaires (10 

µm) et des poils radiculaires (7 µm).  La séquestration des polluants dans le sol réduit alors 

leur biodisponibilité. Cette séquestration est présentée dans la figure II-1. 
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Figure ‎II-1 Comportement physique d’un contaminant dans le sol. (Source : Semple et al., 2003) 

 

Les concentrations de contaminants dans le sol ne sont donc pas constantes dans le 

temps ; elles sont dépendantes des conditions du milieu (température, pH, humidité etc.), des 

transformations que subissent les polluants et des éventuelles interactions avec les 

constituants du sol. La toxicité des polluants n’est pas constante non plus car leur dégradation 

entraîne des modifications structurales qui peuvent altérer le comportement et la toxicité des 

métabolites par rapport à la molécule initiale (Schiavon, 1988). Des études ont montré que la 

biodisponibilité des HAP vis-à-vis des organismes benthiques est très inférieure à celle 

d’autres substances possédant des propriétés physico-chimiques similaires comme des 

pesticides (Petry et al., 1996). D’autres auteurs lient cette faible biodisponibilité à la rétention 

des HAP dans la matière organique sédimentaire (Kraaij et al., 2001 ; Van Hoof et al., 2001).   

Une attention particulière a été accordée aux HAP de masse moléculaire élevée, 

comme le benzo(a)pyrène (BaP), pour leur aspect toxicologique (Armstrong et al., 1994 ; 

Wilson et al., 2016). Le BaP a été signalé comme un indicateur de la présence d'autres HAP 

dans différents compartiments environnementaux (eau, sol, sédiments) (García Falcón et al., 

1999). Il est persistant dans l'environnement, en partie en raison de sa faible biodisponibilité 
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et surtout en raison de sa forte adsorption sur la matière organique du sol (MOS) (Luo et al., 

2008). Cette forte interaction avec la MOS le rend indisponible et non dégradable ce qui 

entraîne des problèmes de contamination du sol.  

 

II.2. Le Benzo(a)pyrène  

Le benzo(a)pyrène (BaP), de masse molaire 252,31 g/mol, appartient à la famille des 

hydrocarbures aromatique polycycliques (HAP). Il est composé uniquement de carbone et 

d’hydrogène et renferme cinq cycles benzéniques (Figure II-2). L’effet cancérigène du BaP a 

été mis en évidence en 1933 (Cook et al., 1933). L’Union Européenne classe le BaP en 

catégorie 2 c’est-à-dire qu’il est une substance cancérogène pour l’homme (JOCE, 2004). Le 

CIRC-IARC(1987) le classe en groupe 2A étant probablement cancérogène pour l’homme et 

le US EPA (1994) le considère classe B comme étant probablement cancérogène pour 

l’homme. Le BaP est la molécule de référence des HAP du fait de sa cancérogénicité et sa 

présence au sein des différents HAP est particulièrement contrôlée dans l’atmosphère. Les 

estimations des risques cancérigènes des HAP sont généralement déterminées par rapport aux 

taux définis pour le BaP (Butler et al., 1993) mais il n’existe pas de rapport quantitatif entre le 

BaP mesuré et la teneur en un autre HAP.  

 

 

Figure ‎II-2 Formule chimique du Benzo(a)pyrène (source: PubChem). 
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Le benzo(a)pyrène représente moins de 5 % des émissions de HAP (INERIS, 2003). 

Le BaP est produit en très petite quantité, par distillation fractionnée de charbons bitumineux 

renfermant des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HSDB, 2000). C’est une substance 

omniprésente dans l’environnement car elle se forme lors de la combustion incomplète des 

matières organiques. Plusieurs activités industrielles associées à la production du BaP sont 

présentées dans le Tableau II-4.  

Tableau ‎II-4 Classement des sous-secteurs* les plus émetteurs d’HAP (le benzo(a)pyrène, le 

benzo(b)fluoranthène, le benzo(k)fluoranthène,l 'indeno(1,2,3-cd)pyrène,le benzo(g,h,i)pérylène, 

l'anthracène, le fluoranthène, le naphtalène) en 2015 (source ; www.citepa.org consulté le 11/04/2017). 

 

Les propriétés physico-chimiques du BaP sont présentées dans le tableau II-3 (page 

10). C’est une substance stable jusqu’à de très hautes températures et en solution, elle s’oxyde 

sous l’influence de la lumière, de l’air et de la chaleur (EPA, 1987). Le BaP se présente sous 

forme de cristaux jaunes inodores. C’est un composé hydrophobe, apolaire, semi-volatil et 

liposoluble, ce qui lui permet de persister longtemps dans l’environnement en s’associant sur 

les matrices (solides ou dissoutes) et notamment les matières organiques.  

La présence du BaP dans les matrices environnementales met en danger les 

organismes vivants. Il peut être incorporé par les plantes via les racines dans le cas d’un sol 

pollué ou via les feuilles dans le cas d’une pollution atmosphérique (Edwards, 1983). Il peut 

aussi s’accumuler dans les tissus végétaux (Fritz, 1983). Plusieurs recherches ont prouvé la 

présence du BaP dans des échantillons de sol (Shabad et Dikun, 1959 ; Blumer, 1961 ; Mallet 

http://www.citepa.org/
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et Héros, 1962). Sa concentration ubiquitaire dans le sol est de 2µg/kg (HSDB, 2000). Konig 

et al. (1991) ont étudié la répartition des teneurs des sols en BaP en fonction de leur 

localisation rurale ou périurbaine. Ils ont trouvé que 85% des échantillons provenant du 

milieu rural avaient une teneur en BaP inférieure à 5.10
-6 

g/kg alors que tous ceux qui 

provenaient du milieu périurbain présentaient des concentrations supérieures à 0,05 mg kg 
-1

 

dont 15% supérieurs à 1500 g/kg. La contamination des sols diminue exponentiellement en 

s’éloignant de la source d’émission (Crépineau et al., 2003).  

Plusieurs travaux de recherche dans différentes disciplines ont étudié la fluorescence 

du BaP (Berrueta et al., 1991 ; Kumke et al., 1995 ; Hua et al., 2006). En 1971, Lloyd a 

développé l’application de la spectrométrie de luminescence synchrone pour la détermination 

du BaP. Il est parvenu à obtenir des signaux de luminescence en balayant les longueurs 

d’ondes d’excitation et d’émission de fluorescence tout en gardant entre ceux-ci une 

différence de longueur d’onde constante. Cette méthode a été utilisée par Kerkhoff et al. 

(1985) pour une solution alcaline à basse température contenant plusieurs composants, ainsi 

que par Capitán-Vallvey et al. (1993) pour la détermination des HAP en phase solide absorbée 

sur gel Sephadex. La liaison des hydrocarbures aromatiques polycycliques aux substances 

humiques dissoutes a été examinée par McCarthy et Jimenez (1985) en utilisant des 

techniques de dialyse et de fluorescence. Ils ont défini une relation directe entre l'hydrophobie 

du BaP et l'affinité pour se lier aux substances humiques ; celle-ci diminue légèrement à 

mesure que la concentration des substances humiques augmente. Cette liaison était réversible 

et indépendante du temps de sorption. La vitesse de liaison du BaP aux substances humiques, 

mesurée par la méthode de quenching de fluorescence du BaP, a été très rapide et a été 

achevée après 5 à 10 min. En 1999, Jiji et al. ont quantifié des HAP dont le benzo(a)pyrène 

par la méthode de matrices d’excitation et d’émission de fluorescence couplée à PARAFAC.  

 

II.3. Les matières organiques 

II.3.1.Définition de la matière organique naturelle 

La matière organique naturelle (MON) est définie comme l’ensemble des 

macromolécules d’origine animale ou végétale des composés organiques issus de déchets et 

des débris environnementaux naturels. On peut donc trouver diverses molécules organiques ; 

protéines, lipides et glucides, de compositions et de concentrations différentes (Aiken et al., 



Chapitre II – Étude Bibliographique 

 

17 

1985 ; Suffet et MacCarthy, 1988). Comme la matière organique est synthétisée à partir de 

plusieurs sources, on y trouve également des mélanges diversifiés, qui dépendent de facteurs 

spatio-temporels et environnementaux. La MON varie considérablement en fonction de son 

origine, de son âge et des conditions environnementales (Aiken et al., 1985 ; Chin et al., 

1994 ; Gu et al., 1995 ; Chin et al., 1997). Les principaux constituants de la MON sont le 

carbone, l’oxygène, l’azote, le soufre et l’hydrogène. 25% à 50% de la MON dissoute 

comprennent les acides humiques et les acides fulviques et le reste est constitué par les 

protéines, les polysaccarides et les acides organiques hydrophiles (Grasso et al., 1990) qui 

jouent un rôle important dans l’absorption et la désorption d’anions acides et dans la 

lixiviation ionique (Magill et Aber, 2000).  La MON a des propriétés physico-chimiques lui 

permettant l’absorption de la lumière, la liaison aux protons, aux métaux et aux contaminants 

organiques. La spectroscopie de fluorescence a été utilisée dans plusieurs travaux pour 

caractériser la MON des eaux de mer, des eaux de surface et des sols (Coble, 1996 ; Mounier 

et al., 1999 ; Hudson et al., 2007 ; Baker et al, 2008). En 1996, Coble a distingué 4 principales 

régions de fluorescence qui correspondent aux pics des acides humiques et fulviques 

(longueur d’onde d’émission de 420 à 450 nm), de la tyrosine et du tryptophane (longueur 

d’onde d’émission de 310 à 350 nm).  

Le tableau II-5 présente les couples de longueurs d’onde d’excitation et d’émission de 

fluorescence de quelques travaux. Il faut noter que le nombre de composants fluorescents de 

la MON dissoute identifiés varie d’une étude à l’autre (2 à 8 composants).  
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Tableau ‎II-5 : Couples de longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de fluorescence ex/em (nm) tirés 

de quelques travaux (liste non exhaustive) des fluorophores présents dans la MON dissoute (Hammou, 

2012).   

Auteurs λex (nm) λem (nm) 

Coble (1996) : fluorophore A 250 425 

Fluorophore C (humique, terrestre) 340 448 

Fluorophore M (humique, marin) 340 438 

Del Castillo et al. (1999) : fluorophore A 250 425 

Fluorophore H (variable entre fluo, C et M) 310 428 

Parlanti et al., 2000 : pic "α" : Humic-like (C ) 330-350 420-480 

pic "α" : Humic-like (A) 250-260 380-480 

pic "β" : Marine H-like (M) 310-320 380-420 

Chen et al., (2003) : Humic-like 240-260 420-445 

Nagao et al., (2003) : Fulvic like Composant 1 : 305 430 

Fulvic-like Composant 2 : 320 430 

Humic-like Composant 3 : 320 510 

Humic-like Composant 4 : 460 520 

Holbrook et al., 2006 : Humic-like Composant 1 : 245-340 456 

id. : Fulvic-like Composant 2 : 240-305 390 

Spencer et al., (2007) Pic A (Fulvic-like) : 320-350 400-450 

 

Pic B (Humic-like) : 340-390 440/500 

 

Pic C (Tryptophan-like) : 270-285 340/360 

Vouvé et al., (2009) 
Fluorophore 1 (AH) : 260-320 et 

330-390 
440-500 

 

Fluorophore 2 (AF) : 300-360 410 

Wang et al., (2009) Pic A : UV Fulvic-like : 230-255 424-462 

 

Vis Fulvic-like : 300-305 424-442 

He et al., (2011) Pic C ; Humic acid-like : <250 > 380 

 
  

Fulvic acid-like, associé à Humic 
acid-like : 240 et 270 

320 

De Laurentiis et al. (2012) Pic A, Humic-like : 250-275 400-480 

 
  Pic C, Humic-like : 305-330 410-450 

 

La matière organique peut avoir des interactions avec des composés organiques qui 

dépendent de la nature de la MON d’une part et du composé organique d’autre part.  En 1999, 

Doll et al. ont décrit les interactions entre la MON dissoute et les contaminants hydrophobes 

comme étant des mécanismes d’association non spécifiques avec les parties hydrophobes de 

la matière organique. Les interactions peuvent également être spécifiques et orientées 

(interactions π-π), souvent réversibles ; elles dépendent des conditions physico-chimiques 

(McCarthy et Jimenez, 1985 ; Kopinke et al., 2001). La force ionique, le pH et la 

concentration en ions métalliques modifient la conformation spatiale des macromolécules. De 
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ce fait, il y a création ou suppression des sites favorables à l’association avec les contaminants 

(Pan et al., 2007). Dans leur étude sur la MON dissoute de lac et de rivière, Thacker et al 

(2008) ont démontré qu’il n’existait pas de variations significatives de fixation du BaP par la 

MON dissoute entre les différents échantillons naturels étudiés.  

Le pH est un paramètre qui peut avoir une grande influence sur les interactions entre la 

MON et les contaminants hydrophobes apolaires. L’augmentation du pH ou de la force 

ionique entraine une augmentation de l’association entre les composés apolaires et la matière 

organique (Lee et Farmer, 1989). L’augmentation de pH va ioniser les groupements acides 

des substances humiques, qui vont devenir plus polaires, diminuant ainsi les interactions 

hydrophobes avec les contaminants apolaires.  

II.3.2.Rôle de la matière organique du sol (MOS)  

La MOS en solution, après filtration sur des filtres de porosité de 0,4 à 0,6µm, est 

appelée matière organique du sol dissoute (McFee et al., 1995). La MOS constitue 

généralement 1 à 5% de la masse du sol, avec la moitié de cette masse correspondant au 

carbone (58%) (Jain et al., 1997 ; Périé et Ouimet, 2008). La quantification de la MOS se fait 

par la mesure de la concentration en carbone organique. La MOS joue un rôle très important 

dans les processus écologiques. Elle sert de niche et constitue un réservoir d’éléments nutritifs 

aux microorganismes du sol. Sa capacité d’échange cationique permet de retenir ou restituer 

les éléments nutritifs en assurant le stockage, après minéralisation par les microorganismes du 

sol des éléments dont les plantes ont besoin. Elle affecte aussi la structure du sol en jouant un 

rôle important dans la rétention de l’eau et dans la protection contre l’érosion et dans la 

fertilité en étant un réservoir d’ions utiles pour les plantes. La MOS a un rôle environnemental 

très important. Plusieurs études ont démontré son importance dans le transport et le devenir 

des contaminants présents dans le sol (Kalbitz et Kaiser, 2003). Les HAP qui se trouvent dans 

les couches superficielles du sol peuvent être emmenés aux couches profondes par 

l’intermédiaire de la MOS dissoute (Wild et Jones, 1995 ; Wilcke, 2000). Les caractéristiques 

de la MOS dissoute sont influencées par la dégradation microbienne qui est en relation avec 

les propriétés physico-chimiques et la composition structurale de la MOS dissoute (Saadi et 

al., 2006).  

La MOS contrôle principalement la sorption des composés organiques hydrophobes 

dans le sol. Des études ont montré que la sorption des polluants tel les HAP est linéaire sauf 
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dans les sols riches en matières organiques (Pignatello, 1998). Cependant, en raison de la 

présence de multi-domaines de sorption dans la MOS, la sorption des composés organiques 

hydrophobes est non linéaire (Weber et Huang, 1996). Cette non-linéarité dépend de la 

séquestration des HAP sur des sites d’adsorption spécifiques ou dans des nanopores (Weber et 

al., 1992 ; Xing et Pignatello, 1997). Certaines études ont montré que la sorption des 

composés organiques hydrophobes par la MOS était contrôlée par le cycle aromatique (Chin 

et al., 1997 ; Perminova et al., 1999). D’autres travaux ont montré que celle-ci est contrôlée 

par le carbone aliphatique (Chefetz et al., 2000 ; Simpson et al., 2003). En outre, la polarité de 

la MOS est un facteur régulateur de la sorption (Kang et Xing, 2005). Il semble alors que 

chaque propriété de la MOS contribue au comportement vis-à-vis des composés organiques 

hydrophobes et les conclusions explicites sont difficiles (Pan et al., 2007). Selon Schaumann 

(2006), la propriété de sorption de la MOS  change avec la température sans modification de 

la composition chimique (passage de MO condensé à MO élastique).  Des études ont suggéré 

que les molécules sorbées pouvaient réorganiser la matrice de la MOS (Kan et al., 1998 ; Lu 

et Pignatello, 2002) ; les pores (ou micropores) de celle-ci peuvent être forcés à se dilater à 

cause du mouvement thermique des molécules sorbées y entrant, créant ainsi une nouvelle 

surface interne pendant le processus de sorption. Des molécules peuvent même forcer leur 

chemin dans des pores qui étaient initialement trop petits pour les accommoder (Yu et al., 

2010).   

II.3.3.Substances Humiques 

Les substances humiques (SH) sont principalement produites lors du processus de 

dégradation et de transformation des matières organiques sous l’action microbienne par des 

réactions secondaires de synthèse (condensation) (Senesi et Loffredo, 1999). Les SH 

constituent la partie hydrophobe de la matière organique ce qui leur donne la propriété de 

sorption des polluants organiques hydrophobes tels les hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (Caron et Suffet, 1988). Selon certaines études, les macromolécules humiques 

sont des ensembles de type supramoléculaire formés de petites molécules chimiquement 

différentes ayant des liaisons hydrogène ou des liaisons hydrophobes entre elles (Piccolo, 

2001 ; Simpson et al., 2002). Wershaw (1999) propose que les zones hydrophiles et 

hydrophobes des substances humiques aient une forme micellaire. La formation de telles 

pseudo-micelles joue un rôle important dans la réactivité des substances humiques avec les 
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contaminants qui, selon leur polarité vont avoir une affinité à se fixer sur différente régions 

des substances humiques.   

Les substances humiques peuvent être fractionnées en trois fractions différentes sur 

critères de masse et de solubilité : les humines insolubles à tous les pH, les Acides Fulviques 

(AF) solubles à tous les pH et les Acides Humiques (AH) solubles sauf à pH acide (Thurman, 

2013). Ici seules les fractions qui peuvent être solubilisées seront prises en compte : Acides 

fulviques et Acides humiques.  

Des recherches étudiant les interactions des HAP dont le BaP avec le matériel 

humique par la dialyse à l’équilibre et la technique de fluorescence ont trouvé qu’il y a une 

relation directe entre l’hydrophobicité des HAP et la tendance à se fixer aux substance 

humiques dissoutes ; cette affinité diminue légèrement avec l’augmentation de la 

concentration des SH dissoutes. L’association du BaP aux SH dissoutes dans ces études était 

réversible indépendamment du temps de sorption. Le taux de cette association, mesuré par 

quenching de fluorescence, fut rapide et achevé dès 5 à 10 minutes (McCarthy et Jimenez, 

1985).   

 

II.3.4.Les Acides Fulviques (AF) et les Acides Humiques (AH) 

Les acides humiques et les acides fulviques peuvent être différenciés par leurs 

propriétés chimiques (Tableau II-6). Les acides humiques sont seulement solubles dans une 

solution alcaline diluée alors que les AF sont solubles quel que soit le pH. Les acides 

humiques ne sont pas composés d’un seul type d’acide mais d’un mélange d’acide contenant 

des groupes carboxyle et phénolate. Ils peuvent former des complexes avec les ions qui se 

trouvent dans l’environnement pour former des colloïdes humiques. Les acides humiques sont 

des quenchers car ils sont capables de diminuer l’intensité de fluorescence des HAP (Jin et al., 

2009). En comparant les propriétés spectrales des AF et AH provenant d’un même sol, Senesi 

et al. (1991) ont trouvé que les AF fluorescent de 2 à 20 fois plus que les AH et qu’ils 

possèdent leur maximum à des longueurs d’ondes plus courtes que les AH. D’autres études, 

portant sur la liaison du pyrène aux acides humiques a prouvé que le poids moléculaire et 

l’aromaticité de ces derniers influencent l’affinité des molécules aromatiques à s’y fixer (Chin 

et al., 1997).   
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Tableau ‎II-6 Caractéristiques des acides humiques et fulviques (Martin et al., 1998) 

Composant Unité Acide humique Acide fulvique 

C % 41,6 30,8 

O % 38,8 55,5 

H % 5,7 5,1 

N % 13,8 8,5 

COOH me/g 3,6 2,0 

Phénolique OH me/g 1,6 7,0 

masse molaire Da 10 000-50 000 500-700 

 

II.3.5.Études des SH, AF, AH et du BaP par la technique de fluorescence 

La méthode de la spectroscopie de fluorescence est rapide à mettre en œuvre, nécessite 

peu de préparation d’échantillon et elle est très sensible. Elle est utile pour détecter la 

présence d’un composé en exploitant une paire de longueurs d’ondes d’excitation et 

d’émission spécifiques de ce composé (Chen, 1999). Les matrices d’excitation et d’émission 

de fluorescence ont permis d’augmenter le nombre de fluorophores détectés dans les 

échantillons. Dans cette technique, l’émission est scannée sur une gamme de longueurs 

d’ondes pour différentes longueurs d’onde d’excitation fixées. Le résultat est un scan linéaire, 

dans lequel le choix de la longueur d’onde d’excitation détermine les molécules susceptibles 

d’être identifiées. Les matrices d’excitation et d’émission de fluorescence (MEEF) ont été 

largement utilisées durant la dernière décennie pour obtenir des informations sur les 

caractéristiques de la matière organique dissoute d’origines diverses (terrestre, marine, etc.…) 

et pour évaluer sa qualité dans les différents compartiments (eau, sédiments et sols) (Marhaba 

et al., 2000 ; Baker, 2001 ; Chen et al., 2003). Les détails du principe de la fluorescence d’une 

part et des MEEFs d’autre part seront expliqués dans le chapitre 2. Brièvement, des scans 

d’excitation, d’émission et d’intensité de fluorescence sont réalisés simultanément sur une 

gamme de longueurs d’ondes données. Le résultat correspond à une image 3D de fluorescence 

qui permet de localiser les fluorophores présents selon leur position en longueurs d’ondes 

d’excitation et d’émission dans la matrice et leur intensité de fluorescence. En comparaison 

avec la méthode traditionnelle à spectre unique, les MEEFs-3D contiennent plus 

d’informations (Spencer et al., 2007). Plusieurs techniques ont été mises en place pour 

interpréter les MEEFs. Au départ, Coble (1996) et McKnight et al. (2001), ont identifié et 

quantifié les fluorophores par la méthode visuelle. Ils ont utilisé cette technique pour 

caractériser les fractions optiques actives de la MOD nommées « coloured dissolved organic 
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matter (CDOM) ». Coble (1996) a utilisé cette technique pour différencier entre CDOM 

d’origine terrestre et d’origine marine en trouvant que ces derniers ont des maxima de 

fluorescence à des longueurs d’ondes plus courtes que ceux des CDOM d’origine terrestre. 

Depuis, des techniques d’analyses de données multi-variées ont été mises en place pour 

analyser les MEEFs : par exemple Analysis of Variance (ANOVA) (Jaffé et al., 2004), 

Parallel Factor Analysis (PARAFAC) (Bro, 1997 ; Andersen et Bro, 2003 ;  Bro et Kiers, 

2003 ; Stedmon et al., 2003) et Partial Least Squares regression ( Ferrer et al., 1998 ; 

Bengraïne et Marhaba, 2004).  

La combinaison des MEEFs à l’algorithme PARAFAC est largement utilisée pour 

caractériser la MOS dissoute et évaluer une éventuelle contamination dans les différents 

compartiments environnementaux comme la MOD terrestre (Ohno et Bro, 2006), dans des 

rivières (Guo et al., 2011), des réservoirs d’eau potable (Holbrook et al., 2006), des estuaires 

(Stedmon et Markager, 2005) et en milieu marin (Ferretto et al., 2017). La popularité de cette 

méthode est due au fait qu’elle est simple à mettre en œuvre, ne nécessite pas un large temps 

de préparation ; elle a une rapidité d’acquisition des données et une grande quantité 

d’informations peut être tirée d’une seule matrice (Holbrook et al., 2006). Elle permet aussi 

d’observer les changements qualitatifs de la MOS dissoutes et des différents fluorophores 

présents dans l’échantillon testé et de détecter les changements de leur intensité de 

fluorescence (Stedmon et Markager, 2005). 

La majorité des méthodes conventionnelles de détermination des HAP citées 

précédemment implique généralement une étape d’extraction, suivie d’un nettoyage et enfin  

d’une analyse chromatographique. La spectroscopie de fluorescence qui est une méthode 

analytique utilisée pour la détection et la quantification de différents polluants organiques tels 

les HAP, correspond à une méthode alternative aux méthodes conventionnelles qui elles, sont 

coûteuses, et nécessitent un temps de préparation important. Mais, plusieurs études ont montré 

qu’il existe des chevauchements entre les spectres d’excitation et d’émission des HAP entre 

eux et avec les autres composants présents dans les matrices étudiées ce qui nécessite un 

traitement mathématique des données. 

Récemment, comme pour la MOD, les MEEFs-3D couplés à PARAFAC ont permis la 

détection directe des HAP (Beltrán et al., 1998 ; Nahorniak and Booksh, 2006 ; 

Elcoroaristizabal et al., 2014). Ainsi, l’efficacité de coupler les MEEFs-3D à l’algorithme 

PARAFAC pour la détection et la quantification des HAP a été prouvée dans plusieurs études 
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(Beltrán et al., 1998; Jiji et al., 1999). Bortolato et al, (2008) ont déterminé simultanément la 

présence du dibenzo(a,h,)anthracène et du benzo(a)pyrène malgré les interférences d’autres 

HAP dans des échantillons aqueux (Bortolato et al., 2008). Cette méthode a été aussi validée 

pour la détection des HAP dans des matrices complexes comme les huiles végétales (Alarcón 

et al., 2013) et des échantillons d’eau de mer (Ferretto et al., 2014).  

Dans notre étude, on utilisera les MEEFs-3D couplés à l’algorithme PARAFAC pour 

déterminer simultanément les signatures de fluorescence des fluorophores composants la 

MOS dissoute et du BaP présent dans les matrices d’échantillons de sols. Nous étudierons 

aussi l’effet du BaP sur les propriétés spectrales des différents fluorophores présents dans les 

trois fractions du sol à savoir SH, AF et AH. La description des propriétés spectrales de 

chaque fluorophore présent dans les fractions nous aidera à déterminer quel fluorophore est le 

plus influencé par le BaP, et comment ceci se traduit sur la concentration relative du 

composant de la MOS d’une part et celle du BaP d’autre part.   
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Chapitre III. Matériels et Méthodes 

III.1. Extraction et fractionnement physique de la matière organique des 

échantillons de sol 

III.1.1. Préparation des échantillons de sol  

Le sol utilisé dans ces travaux de thèse a été prélevé entre 5-20 centimètres de 

profondeur près du village de la Llagonne dans une région de haute montagne située dans le 

département des Pyrénées Orientales au sud de la France (42,52649 ° N ; 2,12305 ° E ; 

altitude 1657 m). Le sol est brun, acide et ne présente aucune trace de pollution (Hammou, 

2012). Le sol a été séché dans une étuve à 105°C durant 24 heures. Après refroidissement, il a 

été broyé dans un mortier puis, dans le but de garder uniquement la fraction fine humifiée liée 

aux éléments minéraux les plus fins, il a été tamisé (diamètre des mailles : 2 mm) afin 

d’éliminer les graviers, les sables, et les gros débris végétaux (Hammou, 2012). Dans la suite 

de ce travail, seule la fraction fine du sol contenant la matière organique sera étudiée. 

  

III.1.2. Extraction des substances humiques (SH) 

Les substances humiques (SH) du sol ont étés extraites de la fraction fine du sol dans 

des conditions alcalines suivant le protocole de Duchaufour et Jacquin (1966) complété plus 

tard par Ratsimbazafy (1973) (Figure III-1). À 10 grammes d’échantillon de sol sont ajoutés 

120 ml de Na4P2O7 (pyrophosphate de sodium) 0,1 M et 80 ml de NaOH (hydroxyde de 

sodium) 0,1 M dans une bouteille en polytéréphtalate d'éthylène (PETE). Dans cette solution 

le pH doit être voisin de 13. Le mélange soude-pyrophosphate de sodium permet l’extraction 

de la matière organique liée aux particules du sol (Hammou, 2012). Le mélange est placé dans 

un agitateur rotatif à l’obscurité durant 24 heures pour obtenir une bonne homogénéisation. 

Ensuite, la solution est centrifugée à 3600 g durant 20 minutes. Le surnageant ainsi obtenu 

représente la fraction « substances humiques » (SH). Le pH de cette fraction est ajusté à 

7,5 ± 0,1 ;  ensuite la fraction SH est filtrée sur un filtre en fibre de verre (ø 0,7 µm). Le culot 

correspond à l’humine ; c’est la fraction insoluble dans l’eau. Cette fraction ne sera pas 

étudiée dans ces travaux.  
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III.1.3. Fractionnement physique des acides fulviques (AF) et des acides 

humiques (AH) 

La solution de SH préalablement préparée est séparée en deux parties : une partie 

servira à l’analyse en spectroscopie et l’autre partie servira au fractionnement. Pour obtenir 

les fractions AF et AH, la solution de SH est ramenée à un pH inférieur à 2 à l’aide d’acide 

chlorhydrique concentré et on laisse reposer cette solution 24 heures à l’obscurité. Après le 

délai de 24 heures un précipité est apparu. On centrifuge la solution dans les mêmes 

conditions de centrifugation citées précédemment. On obtient ainsi le culot qui constitue la 

fraction AH et le surnageant qui correspond à la fraction AF. Les deux phases sont séparées. 

Le pH des AF est ajusté à 7,5 ± 0,1 alors que les AH sont stockés à l’obscurité. Les AH seront 

mis en solution juste avant les analyses dans l’eau purifiée tout en s’assurant que le pH soit à 

7,5 ± 0,1. On procède ainsi car les propriétés spectrales des AH se modifient quand ils sont 

longtemps en solution. Le pH des trois fractions est toujours ajusté à 7,5 ± 0,1 pour assurer la 

solubilisation des colloïdes humiques (Wershaw et Pinckney, 1971) et réaliser des mesures de 

fluorescence toujours dans les mêmes conditions.  

Le schéma de la figure III-1 représente les différentes étapes citées ci-dessus.  
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Figure ‎III-1 Schéma adapté de l’extraction et du fractionnement de la MOS  (Duchaufour et Jacquin, 

1966 ; Ratsimbazafy, 1973) (en rouge les fraction analysées).  

 

 

III.2. Le carbone organique dissous (COD) 

La structure moléculaire des matières organiques n’étant pas définie précisément (Ishii 

and Boyer, 2012), il est impossible d’obtenir leurs concentrations directement. Pour quantifier 

ces matières organiques dans les trois fractions définies précédemment, la mesure du COD est 

réalisée (Servais et al., 2005). Les concentrations du COD ont été déterminées à l’aide de 

l’appareil Shimadzu analyseur TOC VCSN (Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) par la méthode 

NPOC (Non puregeable organic carbon) suivant la méthode d’oxydation par combustion 

catalytique avec un catalyseur à base de platine sous flux d’oxygène ultra-pur. Le COD a été 

mesuré par la méthode de détection Infra Rouge Non Dispersif (NDIR). La moyenne de deux 

à trois injections, de 50 µl chacune, a été obtenue pour chaque échantillon avec un coefficient 

de variation < 2 % pour chaque réplica d’injection.  La limite de détection du COD par cette 

méthode a été de 0,1 mg/l.  
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III.3. Préparation de la solution de benzo(a)pyrène (BaP) 

Le BaP est un produit Sigma-Aldrich (pureté ≥ 96%) et il a été utilisé avec des précautions de 

sécurité (masque, gant, sous hotte). Tous les solvants organiques correspondent à des produits 

Carlo Erba HPLC grade. Une solution mère de BaP pur (10
-4 

M) a été préparée en pesant la 

quantité appropriée de BaP solide et en la dissolvant dans l'acétate d'éthyle pour maximiser sa 

solubilité. Cette solution mère a été maintenue dans l'obscurité à 4 °C. La verrerie a été lavée 

à l’HCl (0,1 M) puis à l’eau purifiée. 

Dans le chapitre IV, une gamme d’étalon (10
-9

 M ; 2.10
-9

 M et 5.10
-9

M) et une solution de 

BaP 10
-5

 M ont été préparés dans l’eau à partir de la solution mère en passant par une solution 

intermédiaire dans l’éthanol. Pour les expériences du chapitre V, trois concentrations de BaP 

de 10
-4

 ; 10
-5

 et 10
-7

 M dans l’acétate d’éthyle ont été préparées à partir de la solution mère et 

une gamme d’étalon a été préparée dans l’eau et comprend les concentrations suivantes :  

5.10
-9 

; 10
-8 

; 3.10
-8

 et 5.10
-8

 M. Et enfin, pour le chapitre VII, une gamme étalon a été 

préparée dans l’eau à partir de la solution mère en passant par une solution intermédiaire dans 

l’éthanol avec les concentrations suivantes 5.10
-9 

; 10
-8

 ; 2,5.10
-8

 ; 5.10
-8

 ; 10
-7

 M. 

 

III.4. La spectroscopie de fluorescence 

Durant ces vingt dernières années, l’utilisation de la fluorescence dans les sciences 

biologiques, chimiques, physiques et biotechnologiques a augmenté considérablement et cette 

technique se trouve impliquée dans plusieurs domaines (analyses environnementales, chimie 

analytique, médecine etc…) (Beltrán et al., 1998 ; Jiji et al., 1999 ; Nahorniak et Booksh, 

2006 ; Shahzad et al., 2009). La détection par fluorescence est très sensible, ne nécessite pas 

de préparation compliquée des échantillons et a un coût moins important que les autres 

méthodes analytiques.  

 

III.4.1. Le principe de la fluorescence 

La luminescence est un phénomène physique défini comme étant l’émission de 

lumière d’une substance quelconque suite à une excitation. Selon la nature de l’état excité, la 
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luminescence est divisée en deux catégories ; fluorescence et phosphorescence (Lakowicz, 

2010). Cette émission de lumière s’effectue sans dégagement de chaleur. Ici nous considérons 

seulement le phénomène de fluorescence. Les molécules fluorescentes sont des molécules 

ayant la propriété d’absorber un rayonnement lumineux et de réémettre l’énergie absorbée 

sous forme de lumière. La molécule à l’obscurité se trouve dans un état stable, appelé aussi 

état fondamental et noté S0. Suite à l’absorption de photons de fréquence ν et de longueur 

d’onde donnée (spécifique à chaque molécule), un apport d’énergie se produit et excite alors 

les électrons. Les électrons excités vont ainsi passer à un niveau d’énergie plus élevé (S1, S2 

Figure III-2). La molécule est dans un état énergétique supérieur et instable ; on dit que la 

molécule est excitée. Sur les niveaux excités, la durée de vie d’un électron est très courte, de 

l’ordre de quelques nanosecondes. La molécule peut subir plusieurs réactions avant son retour 

à l’état fondamental. Il existe deux processus qui permettent à la molécule excitée de perdre 

son énergie : le processus de désactivation non radiative (conversion interne) et le processus 

de désactivation radiative (fluorescence). La fluorescence correspond à la désactivation 

radiative spontanée de l’état électroniquement excité S1 (selon une transition entre un état 

singulet excité) vers l'état fondamental S0 (Figure III-2). Durant cette transition, l’électron va 

restituer une partie de l’énergie qu’il a absorbé sous forme de lumière ; cette énergie est 

toujours inférieure (dans un liquide) à celle qui a permis l’excitation de la molécule à cause 

des conversions internes (Valeur et Berberan-Santos, 2012).  
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Figure ‎III-2 Diagramme de Jablonski-Perrin  (adapté de www.upload.wikimedio.org). 

 

La fluorescence peut se produire à partir de molécules aromatiques. Dans un 

environnement donné, chaque molécule qui a la propriété de fluorescence peut être 

caractérisée par des spectres d’excitation et d’émission propres. Les données spectrales de 

fluorescence varient selon la structure chimique des molécules fluorescentes appelées 

fluorophores et du solvant utilisé.  

L’équation (1) caractérise l’intensité de fluorescence (en unité arbitraire u.a.) émise par la 

molécule en fonction des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission :  

 IF(λex,λem) = KFλex (λem)I0(λex)(1-        (   )  ) (1) 

Dans le cas où le milieu est peu concentré (dilué) l’équation (1) se simplifie :  

 IF(λex,λem) = 2.303 KFλex (λem)I0(λex)A(λex)             (2) 
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A (λex) est l’absorbance définie par la loi de Beer-Lambert et correspond donc à ε (λ ex)lc. l 

correspondant à l'épaisseur de la cuve de mesure (généralement égale à 1 cm) ; c est la 

concentration molaire de la solution exprimée en mol.L
-1

; ε est le coefficient d'extinction 

molaire exprimée en L.mol
−1.cm

−1
. IF(λex,λem) est l’intensité de fluorescence (pour une 

longueur d’onde d’excitation et d’émission donnée), K est le produit du rendement quantique 

et d’une constante qui dépend des paramètres de mesures.  Fλex, est la densité de probabilité 

d’émission d’un photon à une longueur d’onde  donnée (le spectre d'émission). I0 (λex) 

représente l’intensité incidente de la lampe.  

Un exemple de mesure des spectres d’absorption et d’émission de fluorescence du 

benzo(a)pyrène pur dans l’acétate d’éthyle (HPLC grade) est présenté dans la figure III-3. Les 

mesures d’absorption ont été réalisées avec un spectrophotomètre Jasco V630. Les mesures de 

fluorescence ont été faites à l’aide d’un spectrofluorimètre SAFAS (modèle flx-Xenius). Les 

échantillons ont été placés dans des cuves en quartz de 1 cm de large. Toutes les mesures ont 

été effectuées à température ambiante (20°C ± 2°C). 

 

 

Figure ‎III-3 Spectres d’absorption (en bleu : BaP 10
-4

 M) et d’émission de fluorescence (en rouge : BaP 

5.10
 -8 

M) du benzo(a)pyrène pur à l’excitation 365 nm. 

 

III.4.2. Matrices d’excitation et d’émission de fluorescence (MEEFs) 

Le spectre d’émission de fluorescence d’un échantillon donné, est constitué des 

intensités de fluorescence mesurées aux différentes longueurs d’ondes émises par la ou les 
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molécule(s) suite à l’absorption de photons. Pour les échantillons qui ne sont pas des produits 

purs, les mesures des spectres d’émission de fluorescence en deux dimensions (2D), offrent 

peu d’informations sur la nature et le type des molécules complexes présentes. En 

conséquence, la fluorescence en trois dimensions (3D) a été développée à travers les matrices 

d’excitation et d’émission de fluorescence (MEEF) (Coble et al., 1990 ; Coble, 1996). Cette 

méthode consiste à mesurer les spectres d’émission de fluorescence pour toute une série de 

longueurs d’ondes d’excitation (balayage en excitation et en émission). Elle permet de mettre 

en évidence et de détecter la présence de l’ensemble des fluorophores, nommés aussi 

composants fluorescents, présents dans l’échantillon étudié. Les mesures simultanées des 

longueurs d’onde d’excitation, d’émission et des intensités de fluorescence produisent une 

image 3D permettant de localiser et de caractériser les différents fluorophores présents dans 

l’échantillon avec leurs intensités de fluorescence. Dans ce travail, les mesures des MEEFs 

ont été faites par un spectrofluorimètre Safas flx avec une vitesse de balayage de 270 nm/min. 

Les longueurs d’onde d’excitation variaient de 200 à 500 nm avec un pas de 10 nm. Les 

longueurs d’ondes d’émission étaient entre 220 et 800 nm avec un pas de 1 nm. Les largeurs 

des fentes d’excitation et d’émission ont été fixées à 10 nm. La réponse était de 0,2 s et le 

PM = 800 V. 

 

                    Figure ‎III-4 MEEFs du BaP 5.10
-9

 M dans l’eau 

 

Dans une seule MEEF il existe une vaste gamme de données à analyser et à interpréter 

(Lombardi et Jardim, 1999). Plusieurs techniques ont été mises en place pour interpréter les 

MEEFs. Au départ, Coble (1996) et McKnight et al. (2001), ont identifié et quantifié les 

fluorophores par la méthode de détection visuelle des pics sur une image iso-contour de 

MEEFs. Depuis, des techniques d’analyses de données multi-variées ont été développées pour 

étudier les fluorophores contenus dans les MEEFs de la MON. Saurina et al.(2000), ont 
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employé la régression linéaire multiple, par résolution des courbes multi-variées. Marhaba et 

al. (2000) ont proposé l’analyse en composantes principales et en 2003 ils ont développé 

l’analyse partielle des moindres carrés, ainsi que Hall et al. en 2005. Depuis la dernière 

décennie, c’est le traitement de décomposition des MEEFs par l’algorithme PARAFAC (Bro, 

1997 ; Bro et Kiers, 2003 ; Stedmon et Markager, 2005) qui est le plus utilisé (Holbrook et al., 

2006 ; Ohno et Bro, 2006 ; Guo et al., 2011 ; Santos et al., 2015 ; Tadini et al., 2017) (voir 

paragraphe III.5.). Plus récemment, Bieroza et al. (2011) ont développé le réseau de neurones 

artificiels SOM (Self-organizing map). Selon Bieroza et al., (2011), PARAFAC et SOM sont 

performants, et constituent de bons outils pour la décomposition des données de fluorescence. 

SOM ne nécessite aucune supervision de l’utilisateur comme les données sont sélectionnées 

automatiquement. La démarche est de ce fait neutre, mais l’analyse est purement 

mathématique. Tandis que dans le modèle PARAFAC, l’analyse nécessite l’intervention de 

l’utilisateur durant la modélisation (choix du nombre de composants) ce qui permet d’avoir à 

la fois un modèle mathématiquement fiable ayant un sens physique. Les détails sur le modèle 

PARAFAC seront développés ultérieurement dans le paragraphe III-5.   

 

III.4.3. Facteurs influençant la fluorescence 

Plusieurs facteurs environnementaux affectent la fluorescence d’une molécule en 

solution (Valeur, 2001, 2004) dont les principaux sont les suivants. Le solvant a un effet sur 

les longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de fluorescence. La polarité modifie 

également la fluorescence puisque plus la polarité augmente, plus l’émission de fluorescence 

se décale vers les grandes longueurs d’ondes. Les variations de pH agissent aussi sur le 

rendement quantique de fluorescence ainsi que sur les formes des spectres d’excitation et 

d’émission de fluorescence. L’élévation de température a pour effet de diminuer le rendement 

quantique de fluorescence. La présence d’ions métalliques modifie la fluorescence avec 

souvent une diminution de l’émission. La présence d’autres molécules en solution peuvent 

aussi modifier la fluorescence en provoquant une diminution de son intensité : c’est le 

phénomène de « quenching ». Si la molécule présente (quencher) entre en collision avec la 

molécule fluorescente, l’énergie électronique sera convertie en énergie cinétique et en énergie 

de vibration ce qui inhibera la fluorescence : c’est le quenching dynamique. Si la molécule 
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quencher forme un complexe avec la molécule fluorescente qui n’émet pas de fluorescence : 

c’est le quenching statique (Howerton et al., 2002).  

Lors des mesures de fluorescence, des phénomènes de diffusions se produisent dues au 

flux de photons dans la solution (Valeur 2001, 2004). Ces diffusions physiques sont de deux 

types. La diffusion Rayleigh correspond à une collision élastique entre le photon et les 

électrons de la molécule sans échange d’énergie. Cette diffusion est produite à la même 

longueur d’onde que celle de la lumière d’excitation pour le premier ordre. Avec les 

monochromateurs à réseau, il existe aussi une diffusion Rayleigh du deuxième ordre observée 

à  2 x λex avec une intensité plus faible.  

La diffusion Raman est une collision inélastique qui donne lieu à un transfert 

d’énergie de la radiation excitatrice aux molécules de solvant contenant des groupements OH 

(de type eau, alcool). Une partie de l’énergie absorbée par les molécules de solvant est 

convertie en énergie de vibration propre qui est stable. Cette diffusion se produit donc à une 

λRaman supérieure à λex avec une intensité environ 1000 fois plus faible que la diffusion 

Rayleigh.  

Dans les solutions concentrées, la diminution ou l’extinction de l’émission de 

fluorescence peuvent se produire suite aux phénomènes d’effet d’écran de deux sortes 

(Larsson et al., 2007 ; Luciani, 2007). Quand la lumière excitatrice est absorbée par les 

molécules de la solution avant d’atteindre le centre de la cuve où se fait la mesure, il y a peu 

ou pas de molécules excitées ce qui diminuera la fluorescence détectée : c’est l’effet d’écran 

primaire. Suite à l’excitation de molécules fluorescentes, il peut se produire aussi le 

phénomène de réabsorption de l’émission de fluorescence par d’autres molécules qui 

absorbent dans le même domaine que les longueurs d’ondes émises : c’est l’effet d’écran 

secondaire. Afin d’éviter l’effet d’écran, les échantillons doivent être dilués pour avoir une 

absorbance inférieure à 0,3 à la longueur d’onde 254 nm.  

Dans la réalisation de nos analyses, nous avons vérifié qu’il n’y avait aucun effet 

d’écran parmi les échantillons.   
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III.5. Principe de l’algorithme Parallel Factor Analysis (PARAFAC)  

Le traitement de décomposition trilinéaire des MEEFs par la méthode PARAFAC a 

été développé en 1970 par Harshman pour des recherches appliquées en psychométrie. C’est 

une méthode statistique multi-variée basée sur un algorithme mathématique utilisant la 

méthode itérative des moindres carrées. PARAFAC a été établie mathématiquement par 

Lasker en 1904, puis par Hitchcock en 1928. Cette méthode est utilisée pour décomposer les 

différents signaux fluroescents présents dans des MEEFS (Bro, 1997) . PARAFAC est basée 

sur la statistique de Tucker 3 (Lundy et al., 1989 ; Bro, 1997). Les MEEFS sont groupées pour 

former des cubes dont les dimensions sont : le nombre de longueurs d’ondes d’excitation, et 

d’émission et le nombre de MEEFs (Figure III-5). 

 

Figure ‎III-5 Exemple de combinaison de MEEFs en cube à 3 dimensions (Stedmon et Bro, 2008). 

 

PARAFAC permet la décomposition de ce cube en composants trilinéaires selon 

l’équation suivante (3) :  

 
       = ∑                     

 

   
  

(3) 

Etant donné i = 1,….., I ; j = 1,……, J et k = 1,…., K 

 

Xi,j,k est considéré comme l’intensité de fluorescence de l’échantillon i, à la longueur 

d’onde d’excitation j et à la longueur d’onde d’émission k. F est le nombre de fluorophores 

(composants) présents dans chaque MEEF.  

ai,f  est un facteur proportionnel à la concentration du fluorophore f dans l’échantillon i 

(produit de la concentration et du rendement quantique). 
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bj,f est une estimation du spectre d’excitation de fluorescence du fluorophore f à la 

longueur d’onde j d’excitation.  

cj,k est une estimation du spectre d’émission du fluorophore f à la longueur d’onde k 

d’émission.  

       représente la somme des résidus des matrices (équation 4).  

 

   ∑∑∑(

 

   

 

   

 

   

        ̂      )
  

(4) 

 

Le modèle nous fournit alors les matrices A, B et C, de dimensions IxF, JxF et KxF, 

représentant l’estimation de la contribution à la fluorescence de chaque fluorophore contenu 

dans chaque échantillon et les estimations des spectres d’excitation et d’émission de 

fluorescence de chaque fluorophore respectivement.  

Cette équation (3) est résolue en utilisant la méthode itérative des moindres carrés 

(Alternating least squares). On définit F comme étant le nombre de fluorophores à déterminer. 

Par la suite, la succession des itérations va permettre d’estimer chaque fluorophore en 

minimisant l’erreur absolue. Le traitement s’achève quand le minimum de ɛ est atteint.  

Dans ce traitement, une variation de concentration d’un fluorophore est traduite par 

une variation de l’intensité de fluorescence et non pas par ses propriétés spectrales (spectres 

d’excitation et d’émission) qui ne doivent pas changer en présence d’autres fluorophores s’il 

n’y a pas de réaction entre les composants.  

On utilisera PARAFAC pour la séparation des sources de fluorescence afin de 

caractériser les propriétés spectrales, de calculer les contributions spectrales (et 

éventuellement les concentrations) des fluorophores présents dans l’ensemble des MEEFs. 

Des prétraitements sont cependant nécessaires afin d’éliminer les phénomènes de diffusion 

évoqués précédemment (paragraphe III.4.3.) qui peuvent masquer totalement le signal de 

fluorescence. La diffusion Raman est corrigée par soustraction de la MEEF de l’eau purifiée 

des MEEFs de chaque échantillon (Sierra, 2005) avant le traitement PARAFAC. Dans ce 

dernier, la correction de l’harmonique de la diffusion Rayleigh est réalisée suivant la méthode 

proposée par Zepp et. al. (2004). La figure III-6 présente une MEEF avant et après les 

corrections de diffusion. 
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A B 

  

Figure ‎III-6 MEEF d’un échantillon de SH avant (A) et après (B) les corrections de diffusion. 

 

Le choix du nombre de fluorophores pour le traitement des MEEFs de nos échantillons 

est basé sur les résultats concernant le sol étudié effectué dans le cadre des travaux de thèses 

de Hammou (2012). Cette étape cruciale est vérifiée en utilisant principalement deux 

méthodes :  

- Split half analysis, qui consiste à diviser les données en plusieurs groupes indépendants. 

Ensuite on calcule un modèle pour chaque groupe et on choisit le nombre de fluorophores le 

plus haut pour lequel les différents modèles sont assez proches ;  

- Core Consistency Diagnostic (CORCONDIA) qui consiste à estimer si le nombre N de 

fluorophores choisis est compatible. Il est présenté sous forme d’un pourcentage. Si la valeur 

du CORCONDIA est de 100%, on considère alors que la décomposition Tucker 3 a bien suivi 

le modèle PARAFAC et que le nombre de fluorophores choisis est correct. Bro et Kiers 

(2003) a conseillé de considérer comme un modèle PARAFAC réussi toute décomposition 

ayant le CORCONDIA supérieur à 60%.  

Les différentes étapes suivies dans le traitement appliqué à la matière organique sont 

représentées dans le diagramme présenté dans la figure III-7. 
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Figure ‎III-7 Diagramme résumant les différentes étapes nécessaires dans l’analyse PARAFAC-

fluorescence (Stedmon et Bro, 2008). 

 

Dans nos travaux, nous avons utilisé le programme ‘progmeef’ développé et procuré 

par R. Redon (Laboratoire PROTEE, Université de Toulon, France) basé sur Matlab ™.  

 

III.6. Coefficient de similarité 

Nous avons utilisé le coefficient de similarité (rc), également connu sous le nom de 

‘congruence coefficient’ et l’observation visuelle pour comparer les propriétés spectrales des 

composants obtenus par PARAFAC. Le coefficient de similarité est calculé suivant l’équation 

suivante (Tucker, 1951) : 

 
    

   

 (      )
 

(5) 
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où a représente les spectres obtenus par la décomposition de PARAFAC des fluorophores 

dans les échantillons testés et b représente les spectres des fluorophores obtenus par la 

décomposition PARAFAC des échantillons de référence.  

Un rc = 0,90 indique un haut niveau de similarité, un coefficient de 0,95 indique que les 

spectres comparés sont pratiquement identiques.  

 

III.7. La durée de vie de fluorescence  

Dans un environnement donné, chaque fluorophore possède une durée de vie de 

fluorescence propre. Une source lumineuse peut exciter par absorption de photons plusieurs 

molécules présentes d’un échantillon. Ces molécules excitées vont retourner à leurs états 

fondamentaux. La durée de vie est par définition le temps pendant lequel un fluorophore reste 

à l’état excité après absorption d’un photon (de l’ordre de la picoseconde à la nanoseconde 

pour la matière organique) (Lakowicz, 2010).  

Une source impulsionnelle de lumière discontinue (laser) au cours du temps est 

utilisée pour déterminer le temps de vie de fluorescence (Valeur et Berberan-Santos, 2012). 

Dans un échantillon contenant des molécules diverses, la mesure du temps de vie aide à 

identifier et à séparer les composants présents s’ils ont des temps de vie différents. 

L’efficacité de cette technique d’analyse pour détecter des HAP a été validée pour le pyrène 

(Rudnick et Chen, 1998) et pour des mélanges d’HAP dans l’eau de mer (Ferretto et al., 

2014). Peu d’études se sont intéressées à étudier le temps de vie des fractions physiques SH, 

AF et AH en mélange avec le BaP. Il n’existe pas d’études sur le temps de vie de fluorescence 

du BaP en présence des matières organiques dissoutes dans les fractions des sols d’où l’intérêt 

de ce travail. 

Les analyses de durée de vie ont été réalisées au sein du laboratoire PROTEE, 

Université de Toulon, France. Brièvement, le système utilisé se compose de trois parties 

principales : une source lumineuse, un système de détection et un ordinateur pour 

l’acquisition des données (Figure III-8).  
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Figure ‎III-8. Schématisation du système utilisé pour la mesure de la durée de vie. 

 

La source est constituée d’un laser pompe à cristal de Néodymium-doped Yttrium 

(Nd-YAG, Quanta Ray, INDI de Spectra Physics) avec une largeur d’impulsion de 5 ns. Une 

fois excité, celui-ci émet des ondes électromagnétiques. La source est couplée à un générateur 

d’harmonique qui permet la sélection de la longueur d’onde d’excitation (355 nm, 15 mJ) qui 

sera ensuite envoyée sur l’échantillon grâce à un système de miroirs. Le laser produit un 

déclenchement électrique à l’instant t0 et l’impulsion laser arrivera à un temps t0 + 250 ns. La 

fréquence de pulsations utilisée pour exciter les échantillons analysés est de 20 Hz. Afin 

d’augmenter la précision de la mesure, les spectres acquis sont corrigés des fluctuations 

d’énergie possibles durant la mesure.  Ainsi, le faisceau énergétique est divisée en deux 

parties, la première va vers l’échantillon et la seconde partie est réfléchie et enregistrée avec 

un détecteur pyroélectrique (PE10, Ophir Optronics). L’énergie de fluorescence est collectée 

par l’intermédiaire d’un faisceau optique composé de 16 fibres optiques de 200 µm et elle est 

dispersée à l’aide d’un spectromètre imageur (TRIAX 180, Horiba Jobin-Yvon, France) 

équipé d’une caméra ICCD (Horiba Jobin-Yvon, France, 1024x256). Le déclenchement est 

amené à un générateur d’impulsion DG535 (Stanford Research Systems) qui fournit un signal 

électrique défini par une largeur et un retard par rapport à t0. En augmentant le temps de retard 

entre le signal optique et le front montant du signal électrique on obtient la fluorescence 

résolue en temps. Pour une longueur d’onde donnée, le pas de retard est défini en fonction de 

la réponse de l’échantillon analysé (Figure III-9).   
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Cette énergie est ensuite transformée en une accumulation de spectres d’émission pris 

à différents temps. On a utilisé les logiciels Labview (National Instruments) et Matlab 

(R2015b) pour contrôler l’ensemble du système et générer les résultats.  

Avant d’effectuer les mesures, les échantillons sont mis sous flux d’azote par bullage 

pendant 10 minutes afin d’éliminer les traces d’oxygène et éviter la photodégradation des 

fluorophores. Toutes les mesures ont été faites à température ambiante (25°C). Dans ce 

travail, la spectrofluorimétrie résolue en temps a été utilisée dans le but de séparer 

physiquement les fluorophores des trois fractions de sol (SH, AF et AH) et du BaP 

(chevauchement des pics) à l’aide de leur temps de vie de fluorescence. 

 

 

Figure ‎III-9 Exemple d’une séquence temporelle d’acquisition de mesure de durée de vie. 

 

III.8. La chromatographie liquide haute pression/performance (HPLC)  

Les méthodes conventionnelles de détection et de quantification des HAP dans 

l’environnement (eaux, air et sol) sont les chromatographies en phase gazeuse (GC) ou liquide 

(HPLC) (INERIS, 2006). Elles comportent une première étape de séparation des composés 

par un système de colonne suivie d’un dosage avec un détecteur à ionisation de flamme ou un 
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spectromètre de masse pour l’analyse CG ou à l’aide de détecteur UV ou de fluorescence pour 

l’HPLC. Différents types de colonne peuvent être utilisés en fonction de la matrice analysée 

(Kayali-Sayadi et al., 2000 ; Ballesteros-Gómez et al., 2008 ; Hashi et al., 2008). Pour ce 

travail, la méthode HPLC a donc été utilisée pour quantifier le BaP dans tous les échantillons 

des trois fractions de sols. 

Comme les composés présents dans la solution n’ont pas tous la même affinité avec la 

phase stationnaire de la colonne, le produit possédant le moins d’affinité avec la colonne 

sortira en premier alors que celui qui en a le plus sortira le dernier.  La figure III-10 représente 

un schéma simplifié du principe de chromatographie liquide.  

 

 

Figure ‎III-10 Principe de la chromatographie liquide haute performance (source : http://www.hitachi-

hightech.com). 

 

Les analyses chromatographiques ont été réalisées avec un appareillage Hitachi 

constitué d’une pompe L-7110 et d’une colonne LiChrospher® 100 RP18 (Merck) associé à 

un détecteur en fluorescence Hitachi L-2485. Les analyses ont été faites en mode isocratique 

avec une phase mobile constituée d’un mélange 90/10 d’acétonitrile / eau (v/v) acidifié à 1‰ 

avec l’acide acétique concentré. 

Les longueurs d’onde d’excitation et d’émission ont été fixées à 260 /420 nm (Ishizaki 

et al., 2010). Le temps d’analyse par échantillon était fixé à 35 minutes et le volume injecté de 

200µl. 

http://www.hitachi-hightech.com/
http://www.hitachi-hightech.com/
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Les résultats des analyses HPLC serviront à tester la validation des résultats obtenus 

par analyse MEEFs-PARAFAC dans les échantillons des trois fractions de sols (voir chapitre 

VI). 

 

III.9. Échantillons naturels de sol brûlé 

En juin 2016, sur les hauteurs de la commune de Planèzes dans le département des 

Pyrénées Orientales au sud de la France (42° 46′ 02″ nord, 2° 37′ 11″ est, altitude 160 m), un 

incendie s’est produit dans une zone qui s’est étendue jusqu’à 60 hectares (entre 250 et 380 m 

d’altitude) (Figure III-11). Trois échantillons de sols ont été prélevés à différentes distances 

du centre du feu : au départ du feu, à quelques mètres du centre du feu, et à l’exterieur du 

périmètre du feu. 

Les incendies étant des sources naturelles de BaP, la méthode d’analyse expérimentale 

mise au point pour détecter le BaP ajouté artificiellement dans les trois fractions de sol 

(chapitre IV et V) a été appliquée sur ces sols incendiés.  

Après la préparation des trois fractions SH, AF et AH, les analyses des MEEFs ont été 

réalisées puis ces MEEFs ont été décomposées par PARAFAC afin de détecter la présence 

(naturelle) du BaP.  

 

Figure ‎III-11 Carte présentant la zone du feu à Planèzes (Département des Pyrénées Orientales) (source 

SDIS 66) avec les prélèvements de sols. 
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Chapitre IV.  Propriétés spectrales des fluorophores des 

fractions SH, AF et AH lors de l’addition de BaP pur en solution 

Actuellement il existe peu d’information disponibles dans la littérature concernant 

l’influence du BaP sur les propriétés spectrales des fluorophores présents dans chaque fraction 

de sol SH, AF et AH. Dans ce chapitre, tout d’abord les caractéristiques spectrales des 

fluorophores présents dans chaque fraction physique SH, AF et AH originaires du même sol 

naturel seront déterminées. Ensuite l’effet de l’ajout d’une solution pure de BaP sur ces 

propriétés spectrales des fluorophores (formes des spectres et intensités) présents dans SH, AF 

et AH sera étudié. Enfin nous tenterons de clarifier le type d’interactions qui peuvent se 

produire entre le BaP et les fluorophores présents dans chaque fraction de sol.  

 

IV.1. Préparation des échantillons de référence 

Les fractions de sol qui serviront de référence, ont été préparées à partir de cinq 

solutions de SH, AF et AH du sol présenté dans la partie III.1.1. avec différentes 

concentrations estimées par leurs teneurs en carbone organique dissous (COD). Les 

concentrations des échantillons de SH étaient de 2,71 ; 4,71 ; 7,72 ; 15,75 et 18,22 mg de 

COD.L
-1

 celles de AF étaient de 2,693 ; 3,209 ; 3,908 ; 7,779 et 17,48 mg de COD.L
-1

 et 

celles des échantillons d'AH étaient de 4,751 ; 6,788 ; 9,212 ; 13,5 et 17,2 mg de COD.L
-1

. 

 

IV.2. Préparation des expériences avec le BaP 

Lors de ces expériences avec le BaP une concentration intermédiaire pour chaque 

fraction de sol (SH, AF, AH) a été choisie de l’ordre de 7 mg COD.L
-1

 afin que les trois 

échantillons aient des teneurs en COD proches. Dans 3 ml de chaque fraction de sol, il a été 

ajouté différents volumes d’une solution de BaP pur à 10
-5 

M dans l’eau purifiée : 100µl ou 

200µl ou 300µl (Figure IV-1). Les trois séries de fractions ainsi mélangées avec du BaP ont 

été désignées par SHBaP, AFBaP et AHBaP.  
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Figure ‎IV-1 : Représentation schématique des trois séries de mélanges de chaque fraction de sol (SH, AF 

ou AH) avec la solution de BaP pur à 10
-5

 M dans l’eau purifiée. 

 

IV.3. Analyses des MEEFs-3D et traitement PARAFAC 

Les MEEFs des échantillons de référence SH, AF et AH ont été modélisées par trois 

analyses PARAFAC séparées. Les MEEFs des trois séries de mélange avec le BaP, SHBaP, 

AFBaP et AHBaP ont aussi été modélisées par trois analyses PARAFAC séparées en ayant 

introduit des MEEFs des solutions de BaP pur dans l’eau purifiée à des concentrations égales 

à 10
-9

, 2.10
-9

 et 5.10
-9

 M. Cette gamme d’étalonnage du BaP pur permettra la quantification du 

BaP dans les échantillons des trois séries de mélange SHBaP, AFBaP et AHBaP. 

.  

IV.3.1. Détermination et caractérisation des fluorophores présents dans 

les fractions de référence SH, AF et AH 

L’analyse des MEEFs des trois fractions de référence par PARAFAC a créé plusieurs 

modèles allant de 2 jusqu’à 5 composants. La validation du nombre de composants résultant 

des modèles de PARAFAC a été déterminée par CorConDia et par l’analyse visuelle des 

spectres des fluorophores identifiés. En effet, le modèle à trois composants a été validé 

seulement pour SH avec un CorConDia de 70%, tandis que pour les fractions AF et AH les 
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CorConDia étaient respectivement de 4,8 et 37%. Les modèles à 4 et 5 composants ont été 

éliminés car leurs valeurs de CorConDia étaient basses et les spectres des fluorophores 

n’étaient pas conformes à ceux des MOS (Hammou, 2012).  

Seuls les modèles à deux composants ont été validés. Les résultats du modèle à deux 

composants ont montré la contribution de deux fluorophores dans chaque fraction du sol avec 

des scores de CorConDia de 96 % (SH), 94 % (AF) et 99 % (AH). La figure IV-2 présente les 

spectres d’excitation et d’émission de fluorescence ainsi que les MEEFS des deux 

fluorophores présents dans les fractions physiques de référence SH, AF et AH respectivement. 

Les composants identifiés ont des caractéristiques spectrales similaires aux pics 

précédemment identifiés dans la littérature (Tableau IV-1). Les composants C1SH et C1AF ont 

des propriétés spectrales similaires au composant 1 trouvé par Stedmon et al. (2003) et Nagao 

et al. (2003) dans l’environnement aquatique et par Singh et al. (2010) dans un estuaire. Les 

composants C2SH et C2AF sont similaires au composant 4 de l’étude faite par Singh et al. 

(2010), ainsi qu’au composant 2 de Stedmon et Markager (2005) et Stedmon et al. (2007) 

portant sur des échantillons provenant des estuaires et de l’eau de mer respectivement. Quant 

au composant C1AH, il est similaire au peak-C (humic like) défini par Coble (1996) dans 

l’eau de mer et au AH dans les récifs coralliens (Matthews, 1996). Le composant C2AH 

ressemble à celui nommé acides fluviques par Stedmon et al. (2003) dans des échantillons 

marins, au composant 2 dans des échantillons de sol et d’humine (Tadini et al., 2015) et au 

AH terrestre et dérivés de la lignine par Matthews et al., (1996), et AH de Aldrich par Nagao 

et al. (1997).  
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Fraction SH de référence 

 

 

 

 
Fraction AF de référence 

 

 

 

 
Fraction AH de référence 

 

 

 

 

Figure ‎IV-2 MEEFs et spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des 2 

fluorophores issus du traitement PARAFAC des fractions de référence SH, AF et AH. 
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Tableau ‎IV-1 Longueurs d’ondes des maxima d’excitation et d’émission des fluorophores résultants de 

PARAFAC présents dans les fractions SH, AF et AH de référence. Comparaison avec les résultats de la 

bibliographie. 

Fluorophores Ex / Em (nm) Références en littérature 

C1SH 

C1AF 

330/433 (520) 

330/430 (520) 

  

Composant 1 (Singh et al., 2010) 

Composant 1 (Stedmon et al., 2003) 

Composant 1 (Cory et McKnight, 2005) 

Composant 4 (Stedmon et Markager, 2005) 

Composant 1 (Holbrook et al., 2006) 

Composant 3 (Ohno et Bro, 2006) 

AF (Nagao et al., 2003) 

            C2SH 

            C2AF 

420 /490-520 

400/487(517) 

Composant 4 (Singh et al., 2010) 

Composant 2 (Stedmon et Markager, 2005) 

Composant 2 (Stedmon et al., 2007) 

C1AH 350/452(520) C-peak humique-like (Coble, 1996) 

Composant 3 (Stedmon et al., 2003) 

Composant 1 (Stedmon et Markager, 2005) 

Composant 1 (Ohno et Bro, 2006)  

AH (Matthews et al., 1996) 

 C2AH 460/(496)520 Composant 4 (Nagao et al., 2003) 

Composant 2 (Tadini et al., 2015) 

E soil fulvic acid (Stedmon et al., 2003) 

AH terrestre (Matthews et al., 1996) 

AH Aldrich (Nagao et al., 1997) 
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 Comparaison de propriétés spectrales des fluorophores présents IV.3.1.1.

dans les fractions de référence SH, AF et AH 

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants C1 et C2 des 

trois fractions de référence sont superposés pour pouvoir comparer leurs formes (Figure IV-

3). Les observations visuelles et les coefficients de similarité (rc) sont utilisés pour comparer 

les caractéristiques spectrales des composants C1 et C2 entre les trois fractions de référence. 

Les composants C1SH et C1AF ont des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence de 

formes similaires avec un coefficient de similarité rc = 0,966 pour l’excitation et l’émission. 

Les spectres d’excitation de C2SH et C2AF ont un coefficient de similarité rc = 0,968 illustré 

par le pic du spectre d’excitation de C2SH à la longueur d’onde 420 nm qui est plus large que 

celui de C2AF (400 nm). Les spectres d’émission de C2SH et C2AF ont un coefficient de 

similarité élevé de 0,974 avec un pic en commun à 490 et 487 nm respectivement et un 

second pic à 520 nm pour C2SH qui se transforme en épaulement à 517 nm pour C2AF 

(Figure IV-3B).  

Les spectres d’excitation et d’émission de C1AH ont des formes similaires comparées 

à celles de C1SH et C1AF avec un décalage de 20 nm environ vers le rouge (Figure IV-3A) et 

se trouvent aux longueurs d’ondes λex/λem = 350/452 (520) nm. L’épaulement en émission à 

520 nm est beaucoup plus apparent que ceux présents dans C1SH et C1AF (517nm).  
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A 

 

B 

 

Figure ‎IV-3 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence 

des composants C1 et C2 issus des modèles PARAFAC à  deux composants des échantillons de référence. 

 

Comme on peut le voir dans la Figure IV-3B, le spectre d’excitation du composant 

C2AH est moins similaire à ceux de C2SH (rc = 0,956) et C2AF (rc = 0,927). Quant au spectre 

d’émission de C2AH, il a des coefficients de similarité de 0,966 et 0,942 avec ceux de C2SH 

et C2AF respectivement. L’épaulement de C2AH (496 nm) correspond à des pics communs à 

C2SH (490 nm) et C2AF (497 nm). Le pic aux alentours de 520 nm est commun à C2SH et 

C2AH tandis qu’un épaulement a été observé pour C2AF une longueur d’onde similaire 

(517 nm). De même, les spectres d’excitation et d’émission de C2SH semblent être une 

combinaison de ceux de C2AF et C2AH.  
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IV.3.2. Caractérisations spectrales des fluorophores après ajout du 

BaP dans les fractions SHBaP, AFBaP et AHBaP 

Les meilleurs modèles obtenus par PARAFAC pour l’analyse des MEEFs des trois 

fractions de sol contenant du BaP (SHBaP et AFBaP et AHBaP) ont révélé la présence de trois 

composants. Les valeurs de CorConDia atteignaient 94%, 91% et 41% pour les 

décompositions PARAFAC des fractions SHBaP AFBaP et AHBaP respectivement. Malgré le 

résultat plus faible de CorConDia obtenu pour la fraction AHBaP, le modèle PARAFAC a été 

validé par les analyses visuelles des caractéristiques spectrales des trois composants qui sont 

similaires à celles validées pour SHBaP et AFBaP (Figure IV-4). Les résultats des modèles à 4 et 

5 composants ayant des valeurs de CorConDia trop faibles (< 40%) avec des caractéristiques 

spectrales des fluorophores non conformes à celles des MOS ont été éliminés. 

Les caractéristiques spectrales des trois fluorophores trouvés dans la décomposition de 

SHBaP et AFBaP sont très similaires, leurs coefficients de similarité rc sont supérieurs à 0,950. 

Les composants C1SHBaP et C1AFBaP ont leurs maxima d'excitation et d'émission (λex / λem) 

aux longueurs d’ondes 340/430 nm (rc = 0,996 pour les spectres excitation et rc = 0,998 pour 

les spectres d’émission) et C2SHBaP et C2AFBaP ont respectivement leurs maxima et 

(épaulement) aux longueurs d’ondes 400 / (494) 525 nm et 400 / (495) 526 nm (rc = 0,997 

pour les spectres excitation et rc = 1 pour les spectres d’émission). C3SHBaP et C3AFBaP ont 

leurs maxima λex / λem à 290-380 / 408-427 nm (rc = 0,999 pour les spectres excitation et 

d’émission). Par contre, il y a moins de similarité avec les propriétés spectrales des 

composants trouvés dans AHBaP. La forme spectrale du composant C1AHBaP (λex / λem : (360) 

400 / 492-526 nm) diffère de celles de C1SHBaP et C1AFBaP avec un décalage vers le rouge 

d'environ 60 nm (Figure IV-4). Le spectre d'excitation de C2AHBaP (maximum à λex : 470 nm) 

diffère de celui de C2SHBaP et C2AFBaP en termes de forme et de position et se trouve décalé 

d'environ 70 nm vers le rouge (Figure IV-4 B). Le spectre d'émission de C2AHBaP (λem à (495) 

525 nm) a été trouvé similaire à ceux de C2SHBaP et C2AFBaP avec des pics aux mêmes 

longueurs d’onde mais avec une forme plus étroite. Le coefficient de similarité est de 0,928 

avec C2SHBaP et de 0,926 avec C2AFBaP.  

La forme des spectres d'excitation et d'émission de C3AHBaP (λex / λem à 300-370 / 409-

427 nm) est légèrement modifiée comparée à celles de C3SHBaP et C3AFBaP (Figure IV-4 C). 
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Les coefficients de similarité rc des spectres d'excitation de C3AHBaP avec C3SHBaP et 

C3AFBaP sont de 0,958 et 0,950 respectivement et ceux des spectres d'émission de C3HABaP 

avec C3SHBaP et C3AFBaP sont de 0,976 et 0,981 respectivement. 

En comparant les propriétés spectrales du BaP pur (10
-5 
M) dans l’eau, avec celles du 

troisième fluorophore C3SHBaP, C3AFBaP et C3AHBaP, ce dernier est identifié comme étant le 

BaP. Les coefficients de similarité rc des spectres d’excitation des composants C3SHBaP et 

C3AFBaP avec celui du BaP pur est de 0,995 et 0,991 respectivement, et ceux des spectres 

d’émission sont de 0,984 et 0,985 respectivement. Les coefficients de similarité des spectres 

d’excitation et d’émission du composant C3AHBaP avec ceux du BaP pur sont de 0,972 et 

0,988 respectivement. Malgré ces valeurs de rc élevées on peut observer que C3AHBaP 

présente des déformations spectrales en comparaison aux spectres d’excitation et d’émission 

de fluorescence du BaP pur. Cela semble révéler une modification des caractéristiques 

spectrales du BaP dans la fraction AHBaP.  

Ainsi, la présence du BaP affecte les caractéristiques spectrales des fractions 

physiques du sol en conservant les propriétés de fluorescence du BaP pur dans les fractions 

SH et AF mais pas dans la fraction AH où la fluorescence du BaP est modifiée par rapport à 

celle de la forme du BaP pur (Figure IV-4C).  
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A 

 

B 

 

C 

 

Figure ‎IV-4 Superpositions des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des composants 

résultants de PARAFAC présents dans les fractions SH, AF et AH après ajouts de BaP.  
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IV.3.3. Comparaison des fluorophores des fractions de référence avec 

ceux des fractions avec BaP 

La comparaison des spectres d’excitation et d’émission des fluorophores des fractions 

de référence (SH, AF et AH) avec ceux des fractions SHBaP, AFBAP et AHBaP montre que le 

BaP modifie différemment les propriétés spectrales de chaque fraction (Figure IV-5). 

Pour C1, les modifications spectrales dues à l’ajout de BaP pur sont identiques dans les 

fractions SH et AF dont les propriétés spectrales sont très similaires (Figure IV-4). On 

constate également que les spectres d’excitation des composants C1SHBaP et C1AFBaP sont 

décalés de 10 nm vers le rouge par rapport à ceux de référence. Malgré le décalage en 

excitation et la forme spectrale légèrement modifiée en émission, les coefficients de similarité 

restent élevés en comparant C1SHBaP à C1SH avec rc = 0,995 pour les spectres d’excitation et 

0,968 pour les spectres d’émission d’une part, et en comparant C1AFBaP à C1AF avec 

rc = 0,990 pour les spectres d’excitation et d’émission d’autre part.  

En comparant C1AH à C1AHBaP, on note que les spectres d’excitation et d’émission de 

C1AHBaP sont décalés de 50 et 40 nm vers le rouge respectivement par rapport à ceux de 

C1AH de référence. Le coefficient de similarité rc des spectres d'excitation est de 0,910 et 

celui des spectres d'émission de 0,789, cette faible valeur de rc peut être due à l'apparition du 

double pic (λem : 492-523 nm) pour C1AHBaP et au décalage en longueur d’onde. 

Les spectres d’excitation et d’émission des composants C2SHBaP et C2AFBaP sont 

comparés à ceux de C2SH et C2AF respectivement. On constate que le spectre d’émission de 

C2SHBaP est très similaire à celui de référence avec rc = 0,994. Malgré une similarité 

relativement élevée (rc = 0,980) entre les émissions de C2AFBaP et C2AF, on note une 

modification de forme. L’intensité du pic situé aux alentours de 490 nm a diminué, tandis que 

l’intensité du pic aux alentours de 520 nm a augmenté dans C2AFBaP. Cette modification est 

visible de manière plus atténuée dans C2SHBaP. 

Les spectres d’excitation de C2SHBaP et C2SH sont moins similaires (rc = 0,903) avec 

un décalage de 20 nm vers le bleu de C2SHBaP par rapport à celui de C2SH et une forme 

modifiée, tandis que les spectres d’excitation de C2AFBaP et C2AF sont assez similaires avec 

une valeur de rc de 0,956.  
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Dans la fraction AHBaP, la forme du spectre d’excitation de C2AHBaP est modifiée avec 

un décalage de 10 nm vers le rouge par rapport au spectre d’excitation de C2AH de référence. 

Le coefficient de similarité de ces deux spectres d’excitation est faible (rc = 0,814). Cependant 

l’addition du BaP a peu d’effet sur le spectre d’émission de C2AHBaP. Le coefficient de 

similarité des spectres d’émission de C2AHBaP et de C2AH est de 0,98.  

Ces comparaisons démontrent que la présence du BaP semble influencer fortement les 

caractéristiques de fluorescence de C1 dans la fraction AH tandis que les caractéristiques de 

fluorescence de C2 semblent être plus affectées par le BaP dans les fractions SH et AF.  
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 C1 C2 C3 

SHBaP 

   

AFBaP 

   

AHBaP 

   

Figure ‎IV-5 Comparaison des spectres d’excitation (tiret) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des fluorophores C1 et C2 des fractions de référence et des 

fractions contenant BaP. Les spectres du composant C3 des fractions SHBaP, AFBaP et AHBaP sont comparés à ceux des solutions de BaP pur dans l’eau purifiée.   
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IV.4. Impact du BaP sur les concentrations des fluorophores présents dans 

les fractions du sol 

L’influence du BaP sur les fluorophores présents dans les fractions du sol a été étudiée 

après l’addition de 100 ou 200 ou 300 µl d’une solution pure de BaP dans l’eau à une 

concentration de 10
-5 

M dans 3 ml de chaque fraction. Les scores des concentrations relatives 

des différents fluorophores présents dans les trois fractions testées sont présentés dans la 

figure IV-6. 

D’une part l’ajout du BaP aux fractions SH et AF testées a entraîné une augmentation 

de l’intensité de fluorescence de C2SHBaP (pente = 1713,4) et C2AFBaP (pente = 1597,1). Leurs 

pentes sont plus fortes que celles des C1SHBaP (340,07) et C1AFBaP (133,82). D’autre part les 

scores de C2AHBaP n’ont pas augmenté avec l’addition de BaP (pente = 74,372) mais C1AHBaP 

a enregistré une pente élevée (1188,2). Ces résultats confirment l’influence de l’addition du 

BaP sur l’augmentation des intensités de fluorescence de C2 dans les fractions SHBaP et AFBaP 

et de C1 dans la fraction AHBaP.     

Le comportement du composant C3, identifié comme étant le BaP, est lié logiquement 

à l’addition de BaP pur avec une forte augmentation des scores relatifs (pente = 1216,2) dans 

la fraction SHBaP. Le comportement de C3SHBaP est similaire à la variation de C2SHBaP 

(pente = 1713,4). Dans AFBaP, l'augmentation des scores relatifs de C3 est plus faible (pente = 

617,5) que ceux de C3 dans SHBaP. Le comportement de C3AFBaP montre une variation 

modérée par rapport à la forte évolution de C2AFBaP (pente = 1597,1). La plus faible 

augmentation des scores relatifs de C3 est observée dans la fraction AHBaP (pente = 332,27) 

qui diffère de la forte variation de C1AHBaP (pente = 1188,2). 

Cette atténuation des intensités de fluorescence de C3 dans la fraction AFBaP et 

principalement dans la fraction AHBaP pourrait être due aux interactions entre le BaP et ces 

fractions. Dans la littérature, AH a été considéré comme un quencheur qui pourrait réduire 

l’intensité de fluorescence de certains HAP comme le phénanthrène, le pyrène et l’anthracène, 

(Yang et al., 2016), le naphtalène (Morra et al., 1990) et le fluoranthène (Chen et al., 1994). 

Donc l’effet de quenching pourrait avoir causé l’atténuation des intensités de fluorescences de 

C3AHBaP dans notre étude. Peut-être que ce phénomène aurait pu également se produire de 

manière moins intense dans la fraction AFBaP . 
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Figure ‎IV-6 Pseudo-concentrations des composants C1, C2 et C3 des fractions SHBaP, AFBaP et AHBaP en 

fonction du volume (µl) de BaP pur (10
-5

 M) ajouté.  
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Dans la littérature, les propriétés de la fraction AH de la MOS avec les polluants 

organiques ont été souvent étudiées ce qui met en valeur nos résultats. Les AH ont un 

comportement vis-à-vis des HAP différents de celui des AF ou des SH. En utilisant 

différentes méthodes analytiques, des chercheurs ont trouvé que les propriétés structurales des 

AH, et surtout leur parties hydrophobes, permettaient des interactions avec des polluants 

environnementaux (Chin et al., 1997; Kumke et al., 2000; Terashima et al., 2003). La 

méthode de fluorescence 3D couplée à PARAFAC a déjà été utilisée pour décrire l’impact des 

HAP sur les AH mais pas sur les composés fluorophores individuels présents dans cette 

fraction comme dans les travaux de Jin et al., (2009), concernant le cas du phénanthrène et les 

AH. De plus, pour comprendre le type d’interactions entre la MOS et les HAP, la sorption des 

HAP par la MOS a aussi été étudiée : la sorption était linéaire ou non-linéaire selon l’état des 

AH condensés ou non condensés (LeBoeuf and Weber, 1997). Dans le cadre de la 

comparaison de cette sorption entre les AH et l’humine (Zhang et al., 2009), la sorption du 

BaP a été trouvée en relation avec le caractère aliphatique des AH et négativement corrélée au 

carbone aromatique. De même, la technique de quenching de fluorescence a également été 

proposée pour quantifier les interactions entre des AH et des HAP (phénanthrène et 

naphtalène) (Wang et al., 2017). Une autre façon d’étudier les interactions des AH avec les 

HAP est de voir s’il existe des chevauchements entre les spectres d’excitation et d’émission 

de fluorescence (Jin et al., 2009). Contrairement aux travaux cités, les fractions de sol dans ce 

travail sont issues d’une séparation physique, permettant d’étudier leur comportement de 

manière individuelle. Ainsi, nous avons procédé à une superposition des spectres d’excitation 

et d’émission du BaP pur, avec ceux des composants C1 et C2 des fractions de référence pour 

observer s’il existe d’éventuels chevauchements qui pourront influencer la fluorescence des 

composants. 
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C 

 

Figure ‎IV-7. Superposition des spectres d’excitation de fluorescence (tiret) des fluorophores C1 et C2 dans 

les fractions de référence SH (A), AF (B) et AH (C) et le spectre d’émission de fluorescence du BaP pur 

(ligne continue). 

 

Tout d’abord les superpositions des spectres d’excitation des fluorophores C1 et C2 

présents dans chaque fraction de référence avec le spectre et d’émission de fluorescence du 

BaP pur sont présentées dans la figure IV-7. On observe que le spectre d’émission du BaP pur 

est entièrement recouvert par les spectres d’excitation de C2SH et C2AF. Il existe aussi un 

faible chevauchement entre les composants C1SH et C1AF et l’émission du BaP pur. Dans la 

fraction AH, on observe que le chevauchement du spectre d’excitation de C1AH avec le 
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spectre d’émission du BaP est plus important que celui de C1SH et de C1AF. Par contre, le 

spectre d’émission du BaP n’est pas entièrement recouvert par le spectre d’excitation du 

C2AH, puisque le chevauchement ne concerne pas le premier pic du spectre d’émission du 

BaP.  

Par la suite, nous avons effectué des superpositions des spectres d’émission de 

fluorescence des composés C1 et C2 des trois fractions respectivement avec le spectre 

d’excitation du BaP pur (Figure IV-8). Pour les fractions SH, AF et AH, on remarque que le 

spectre d’excitation du BaP recouvre une partie du début des spectres d’émission du C1SH,  

C1AF et C1AH. Par contre, le spectre d’excitation du BaP ne chevauche pas les spectres 

d’émission des fluorophores C2SH, C2AF et C2AH.  

La comparaison des recouvrements des spectres est utile pour prédire un éventuel 

transfert d’énergie décrit par Forster (1948) qui définit le transfert d’énergie comme un 

processus qui a lieu quand le spectre d’émission d’un fluorophore, appelé donneur d’énergie, 

chevauche avec le spectre d’excitation d’une autre molécule appelée accepteur d’énergie. Ce 

processus nommé « Fluorescence resonance energy transfer » (FRET) n’engendre pas une 

émission de lumière par le donneur et ce n’est pas non plus le résultat de l’absorption de la 

part de l’accepteur de l’émission émise par le donneur (Lakowicz, 2010). Par contre, ce 

transfert d’énergie influence visiblement les intensités de fluorescence : l’intensité du donneur 

d’énergie a tendance à diminuer tandis que celle de l’accepteur d’énergie va augmenter. Dans 

nos travaux, les composants C1 et C2 ne sont pas physiquement isolables car ce sont des 

fluorophores issus de la décomposition de PARAFAC ; c’est la raison pour laquelle on a 

utilisé les spectres d’excitation et d’émission pour décrire de tels recouvrements.       
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A 

 
B 

 
C 

 

Figure ‎IV-8 Superposition des spectres d’émission de fluorescence résultant de PARAFAC des 

fluorophores C1 et C2 dans les fractions de référence SH (A), AF (B) et AH (C) et le spectre d’excitation 

de fluorescence du BaP pur. 

 

Le recouvrement complet des spectres d’excitation de C2SH et C2AF avec le spectre 

d’émission du BaP (Figure IV-7) peut expliquer la déformation subie par les spectres 

d’émission de C2SHBaP et C2AFBaP respectivement (Figure IV-5).   

En effet, l’énergie due à l’émission du BaP (donneur d’énergie) peut être transférée 

aux excitations de C2SH et C2AF (accepteurs d’énergie). Ce transfert d’énergie favoriserait 

donc l’émission du pic situé après celui du BaP c’est-à-dire le pic 520 nm pour C2SHBaP et 

l’épaulement 517 nm pour C2AFBaP qui deviennent alors plus importants que les pics 490 nm 
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pour C2SHBaP et 487 nm pour C2AFBaP. Ces transferts d’énergie du BaP vers les composants 

C2SH et C2AF seraient donc illustrés par les plus fortes augmentations d’intensités des 

composants C2SHBaP et C2AFBAP comparées à celles des composants C3SHBaP et C3AFBAP 

(Figure IV-6). Par contre, les petits recouvrements du spectre d’émission du BaP avec les 

spectres d’excitation de C1SH et C1AF (Figure IV-7) ne semblent pas donner lieu à des 

transferts d’énergie puisque les intensités des composants C1SHBaP et C1AFBaP augmentent 

faiblement (Figure IV-6).  

Le spectre d’émission du BaP pur se recouvre avec la fin du spectre d’excitation du 

composant C1AH et avec le début du spectre d’excitation du composant C2AH (Figure IV-7). 

Seule l’intensité C1AHBaP augmente fortement comparée à celles de C2AHBaP et C3AHBaP qui 

sont faibles (Figure IV-6) ; cela suggère que seul le composant C1AH pourrait bénéficier du 

transfert d’énergie issu de l’émission du BaP. Ce transfert d’énergie se traduirait par la 

modification du spectre d’émission de C1AHBaP alors que l’émission de C2AHBaP reste 

inchangée (Figure IV-5). 

Concernant les faibles recouvrements du spectre d’excitation du BaP avec les spectres 

d’émission des composants C1SH, C1AF et C1AH (Figure IV-8), ils pourraient aussi donner 

lieu à des transferts d’énergie des composants C1 vers le BaP pur puisque les intensités des 

composants C3SHBaP et C3AFBAP montrent des augmentations plus grandes que celles de 

C1SHBAP et C1AFBaP (Figure IV-6),  mais sans modifications spectrales du BaP (Figure IV-5). 

Par contre, ce transfert ne semble pas avoir lieu dans la fraction AH puisque l’intensité de 

C3AHBaP est plus faible que celle de C1AHBaP (Figure IV-6). Cependant une modification du 

spectre d’émission du composant C3AHBaP est observée (Figure IV-5). Toutes ces 

observations révèlent bien toute la difficulté d’interprétation de ces résultats.  

En conclusion, ces résultats semblent confirmer que les fractions SH et AF ont un 

comportement similaire en présence du BaP. Les caractéristiques spectrales de leurs 

composants C1, C2 et C3 sont presque identiques (Figure IV-5). Les intensités de fluorescence 

de ces trois composants varient de façon (Figure IV-6), ce qui pourrait être interprété par une 

combinaison de transferts d’énergie. L’émission des composants C1 donnerait son énergie au 

BaP (C3) qui transfèrerait à son tour son énergie au composant C2 (Figure IV-4 et IV-5). 

Par contre, la fraction AH révèle son comportement propre en présence du BaP. Les 

propriétés spectrales de C1AHBaP, C2AHBaP et C3AHBaP se distinguent de celles de C1, C2 et C3 
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dans SH et AF (Figure IV-4). Concernant les variations d’intensité des trois composants 

(Figure IV-6), la seule interprétation possible semble être un transfert d’énergie du BaP au 

profit du composant C1AHBaP (Figure IV-4 et IV-5). 

 

IV.5. Expérience de durée de vie de fluorescence 

Afin d’essayer de comprendre si un transfert d’énergie est possible ou un autre 

phénomène peut exister entre les composants C1 et C2 des fractions de la MOS et le BaP, des 

analyses préliminaires de durée de vie de fluorescence ont été réalisées au laboratoire 

PROTEE de l’Université de Toulon par Houssam Hajjoul, ingénieur de recherche. 

Les échantillons ont été préparés de manière similaire que ceux analysés par MEEF-

PARAFAC à Perpignan avec une concentration de 7 mg COD.L
-1

 pour chaque fraction. Pour 

SH et AF : à 3 mL de chaque fraction, ont été ajoutées 100, 200 et 300 µl de BaP à 10
-5

 M 

dans l’eau purifiée ; pour AH, à 3 mL de fraction, ont été ajouté 50, 100 et 300 µl de BaP à 

10
-5

 M dans eau purifiée.  

Pour ces mesures, la longueur d’onde d’excitation a été choisie en fonction des 

caractéristiques spectrales des différents composants déterminés dans les trois fractions de la 

MOS mélangées au BaP pur (SHBaP, AFBaP et AHBaP) par la méthode MEEF-PARAFAC (Fig 

IV-5). La longueur d’onde a été fixée à 355 nm qui permet d’exciter tous les composants C1, 

C2 et C3 (BaP) dans les trois fractions de la MOS sauf C2AHBaP. 

Tout d’abord, une mesure a été réalisée sur une solution de BaP à 10
-7

 M dans l’eau 

purifiée qui a montré un temps de vie de 25,5 ns. Cette durée de vie servira de référence. Cette 

valeur correspond bien à celle issue de la littérature mesurée à 26 ns (Whitcomb et al., 2002).  

Ensuite les mesures de temps de vie ont été effectuées dans chaque fraction mélangée 

avec les différentes concentrations de BaP pur (SHBaP, AFBaP et AHBaP). Deux temps de vie 

ont été détectés dans chaque fraction, notés τ1 et τ2. Leurs évolutions sont représentées dans la 

figure IV-9.  

Dans la fraction AHBaP, la mesure de τ1 est très courte et stable avec une moyenne de 

2,52 ns alors que celle de τ2 augmente et se stabilise avec le volume de BaP pur ajouté. τ2 est 

faible (9 ns) avec un petit volume de BaP ajouté (50 µl) pour atteindre des temps de vie de 
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26,1 et 27,25 ns avec 100 et 300 µl de BaP ajouté, qui se rapprochent de la durée de vie de 

référence du BaP pur (25,5 ns). 

Le temps de vie très court τ1 étant indépendant du volume de BaP ajouté pourrait être 

interprété comme représentatif d’une association entre la fraction AH et le BaP en formant un 

complexe AH-BaP. 

La variation du temps de vie τ2 semblerait plus en lien avec l’état libre ou complexé du 

BaP. Pour un petit volume de BaP ajouté (50 µl), la courte durée de vie τ2 = 9 ns serait 

représentative de la forme complexée du BaP avec AH, alors que pour des volumes de 100 et 

300 µl de BaP ajoutés, les durées de vie longues proches de la référence illustreraient la forme 

libre du BaP en solution. D’après les variations de τ2, on peut supposer que le BaP se 

complexe avec AH jusqu’à un volume inférieur à 100 µl de BaP ajouté (correspondant à un 

temps de vie court). Au-delà de cette limite, le BaP ajouté ne pourrait plus se complexer avec 

AH. Il s’accumulerait donc en forme libre dans la fraction. La durée de vie longue proche de 

celle de référence mesurée pour 100 et 300 µl de BaP ajouté illustrerait cette accumulation de 

BaP libre. 

Dans la fraction AFBaP, on retrouve une durée de vie τ1 très courte et stable de 2,26 ns 

en moyenne, proche de celle mesurée dans la fraction AHBaP. De la même manière, ce temps 

de vie indépendant du volume de BaP ajouté pourrait illustrer une association entre la fraction 

AF et le BaP en formant une complexe AF-BaP. Même si nous n’avons pas les mesures pour 

le plus petit volume de 50 µl de BaP ajouté, la variation de τ2 montre une augmentation de 

14,3 à 17,56 ns entre 100 et 200 µl de BaP ajouté puis une stabilisation à 17,74 ns pour 300 µl 

de BaP ajouté. Cette variation de τ2 est aussi en lien avec celle du BaP ajouté. La valeur 

intermédiaire de 14,3 ns pour 100µl de BaP ajouté serait représentative d’un mélange de la 

forme complexée du BaP avec AF qui aurait un temps de vie court, avec la forme libre du 

BaP présente qui a un temps de vie long. Cependant l’accumulation du BaP en forme libre 

pour 200 et 300 µl de BaP est illustrée par des temps de vie de 17,56 à 17,74 ns qui sont 

éloignés de la valeur de référence de 25,5 ns pour la solution pure de BaP. Cette différence 

pourrait peut-être confirmer le transfert d’énergie (FRET) du BaP en forme libre (donneur 

d’énergie) vers la fraction AF (accepteur d’énergie) mentionné auparavant (paragraphe IV-4). 

Ce transfert d’énergie aurait pour effet de réduire le temps de vie de référence du BaP libre 

(donneur d’énergie) à des valeurs de l’ordre de 17-18 ns. 
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Les résultats obtenus pour la fraction SHBaP montrent des évolutions différentes de 

celles observées pour les fractions AHBaP et AFBaP avec une diminution des temps de vie τ1 et 

τ2 lors des ajouts croissants de BaP. Les valeurs τ1 et τ2 sont plus faibles que celles mesurées 

dans les deux autres fractions. Ces résultats de la fraction SHBaP regroupant ceux des deux 

fractions AFBaP et AHBaP doivent illustrer la combinaison de plusieurs effets (complexation, 

nature de la matière organique, transfert d’énergie) qui rend l’interprétation difficile. 

Cette étude préliminaire des durées de vie sur les fractions SHBaP, AFBaP et AHBaP a 

montré un comportement comparable dans les fractions AHBaP et AFBaP. La durée de vie τ1 

très courte et stable serait représentative de la formation des complexes : AH-BaP et AF-BaP. 

La durée de vie τ2 (variable avec l’ajout de BaP) illustrerait la forme complexée ou libre du 

BaP. 

Ces durées de vie confirmeraient aussi le transfert d’énergie du BaP vers la fraction 

AF. Si ce transfert d’énergie n’a pas été observé dans la fraction AH, il pourrait être dû au 

recouvrement incomplet de l’émission du BaP avec l’excitation des composants C1AH et 

C2AH (Figure IV-7). Le pic principal de l’émission du BaP n’est pas recouvert, ce qui 

permettrait la mesure de durée de vie du BaP libre même si le transfert d’énergie du BaP vers 

AH a bien lieu. 

Par contre, les résultats obtenus pour la fraction SHBaP restent difficiles à interpréter 

d’où l’intérêt d’étudier les trois fractions séparément. Les mesures de durée de vie des 

fractions de référence (SH, AF, AH) auraient sûrement été utiles pour améliorer cette 

interprétation.
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SHBaP 

 

 

 

Volume BaP 

ajouté (µl) 
τ 1(ns) τ 2(ns) 

100 1,26 11,72 

200 1,17 8,6 

300 0,67 6,56 
 

AFBaP 

 

 

Volume BaP 

ajouté (µl) 
τ 1(ns) τ 2(ns) 

100 2,05 14,3 

200 2,11 17,56 

300 2,63 17,74 
 

AHBaP 

 

 

 

Volume BaP 

ajouté (µl) 
τ 1(ns) τ 2(ns) 

50 2,15 9 

100 2,87 26,1 

300 2,53 27,25 
 

Figure ‎IV-9 Variations des temps de vie τ (ns) mesurés dans les fractions SHBaP ; AFBaP et AHBaP avec 

l’augmentation du volume de BaP pur ajouté.  
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Chapitre V. Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et 

AH au cours du temps 

Dans ce chapitre, on a tenté de se rapprocher des conditions environnementales de 

contact du BaP avec le sol. Dans l’environnement, après son émission dans l’atmosphère, le 

BaP se trouve sous forme de traces solides en contact avec des particules. Ces traces de BaP 

finiront par se déposer sur le sol où elles seront soumises à différents processus comme la 

sorption, le lessivage, la volatilisation (Wang et al., 1997). Dans cette partie nous nous 

intéresserons à l’aspect lessivage des sols, à savoir dans quelles conditions ce polluant 

hydrophobe peut-être solubilisé par la MOS et quel peut être son devenir dans le temps.  

Après une introduction sur le protocole expérimental mis en place, l’étude cinétique 

sera présentée. Cette étude permettra de caractériser les propriétés spectrales des fractions SH, 

AF et AH du sol en présence du BaP d’une part en fonction de la concentration du BaP et 

d’autre part en fonction de la concentration en carbone organique dissous des différentes 

fractions du sol. Cette approche sur le comportement des fluorophores présents dans les 

fractions SH, AF et AH vis-à-vis du BaP sera suivie en fonction du temps de contact par la 

méthode MEEF-PARAFAC. 

 

V.1. Préparation des expériences de cinétique 

Les expériences de cinétique ont été réalisées dans des godets en verre contenant du 

BaP sous forme solide. Ces godets avec le BaP ont été préparés de la manière suivante. 

a) Préparation des godets contenant le BaP 

Des godets propres en verre d’une contenance de 100 mL sont placés dans un 

dessiccateur comme représenté schématiquement dans la Figure V-1. Dans chaque 

godet sont versés 5 mL de solution de BaP pur à 10
-5

 M dans l’acétate d’éthyle. Au 

fond du dessiccateur, un cristallisoir rempli d’un desséchant, le Na2SO4 (sulfate de 

sodium) a été placé préalablement. Celui-ci permet de piéger l’humidité due à la 

condensation dans le dessiccateur et d’éviter que l’eau tombe dans les godets. Le 

dessiccateur est mis dans un bain-marie à 70-80 °C puis il est placé sous vide à l’aide 
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d’une trompe à vide. Avant cette trompe à vide, un bulleur 150 mL d’acétate d’éthyle 

sert à piéger les vapeurs de BaP qui peuvent sortir du dessiccateur. La chaleur va faire 

évaporer l’acétate des godets pour laisser déposer une fine pellicule de BaP sur la 

paroi des godets. Après quelques heures, les godets sont secs. Le montage est réalisé 

sous la hotte à cause de la toxicité du BaP. 

 

Figure ‎V-1 Montage pour la préparation des godets contenant le BaP par évaporation sous hotte. 

 

Ainsi des séries de godets ont été préparées contenant du BaP à 10
-4 

,10
-5

 et 10
-7

 M en 

pellicule fine solide sur les parois.   

b) Mise au point du protocole expérimental 

Dans 2 godets préparés avec du BaP à 10
-5

 M, 60 mL d’une fraction SH de teneur 

en carbone organique dissous égale à 9 mg.L
-1

 ont été ajoutés. Ces godets fermés 

ont été placés sur un agitateur rotatif et à l’obscurité pour éviter toute 

photodégradation. L’agitation favorise le contact et les interactions entre la matière 

organique de la fraction SH et le BaP en fine pellicule solide sur les parois des 

godets. À des intervalles de temps de 2 heures et de 24 heures, on a prélevé 3 mL 

de la solution présente dans un godet qui ont été placés dans une cuve en quartz 

pour prendre des mesures de fluorescence 2D. 3 autres mL de cette même solution 

ont été prélevés et filtrés à 0,45 µm avant d’être versés dans une cuve pour prendre 

un spectre d’émission de fluorescence. Les mesures de fluorescence ont été faites 

avec une longueur d’onde d’excitation de 365 nm qui permet l’excitation du BaP 

et des matières organiques (Figure V-2).  
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2h d’agitation 24h d’agitation 

  

Figure ‎V-2 Spectres d’émission de fluorescence 2D de l’échantillon prélevé du godet SHBaP10-5 après 2h  et 

24h d’agitation rotative sans filtration (rouge) et avec filtration préalable aux mesures (bleu). Excitation à 

365 nm. 

 

À 2 h, la différence entre les solutions filtrées et non filtrées est très marquée. La 

solution non filtrée montre un spectre de fluorescence caractéristique du BaP avec de grandes 

intensités de fluorescence (   98 u.a.) alors que la solution filtrée révèle un spectre combinant 

la fluorescence de la matière organique et celle du BaP dont l’intensité est beaucoup plus 

faible (   30 u.a.). À 24h, la différence est moins importante entre les deux fluorescences qui 

illustrent la fluorescence combinée de la matière organique et du BaP avec peu d’écart 

d’intensité. La fluorescence du BaP mesurée sur la solution non filtrée à 2 h peut s’expliquer 

par la présence de particules fines solides de BaP suite à l’agitation du godet. Ces particules 

de BaP disparaissent après filtration pour laisser apparaitre la fluorescence résultante de la 

solubilisation du BaP par la matière organique de la fraction SH, ce que l’on cherche à 

étudier. Donc dans les prochaines manipulations, on a filtré tous les échantillons à l’aide de 

filtres seringue de porosité 0,45 µm.    

Dans un autre godet, les prélèvements de 3 ml de solution ont été réalisés aprés 2h, 

24h, 74h et 218h d’agitation mécanique et à l’obscurité. Les solutions ont été filtrées à 0,45 

µm avant les mesures de fluorescence. On a remarqué qu’entre 2h et 24h il existe peu de 

différence, pareil pour 74h et 218h (Figure V-3). De ce fait, pour être représentatifs des 

variations observées, dans les prochaines expériences de cinétique les intervalles de temps 

seront fixés à 24h, 48h et 72h. 
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Figure ‎V-3 Superposition des spectres d’émission de fluorescence (λex = 365 nm) des échantillons prélevés 

du godet contenant SHBaP10
-5

 M à différents intervalles de temps. 

 

De plus, pour chaque échantillon, l’absence des effets d’écran a été vérifiée en se 

plaçant dans des conditions d’analyse adéquates (dilution, réglages des paramètres de 

mesure). 

 

V.2. Caractérisations spectrales des fractions SH, AF et AH de référence 

Plusieurs échantillons de fractions SH, AF et AH ont été préparés avec des 

concentrations évaluées en fonction des teneurs en carbone organique dissous. 5 

concentrations pour AF, 2 pour AH et 3 pour SH sont présentées dans le tableau V-1. Le 

choix de ces concentrations a été fait selon les résultats obtenus pour se situer dans les 

meilleures conditions de fluorescence sans avoir de saturations ni d’effets d’écran.  

Tableau ‎V-1 : Concentrations en carbone organique dissous (mg/L) des fractions de référence préparées. 

Fractions  Concentrations (mg COD.l
-1

) 

SH 

SH 1 7 

SH 2 4,5 

SH 3 2,5 

AF 

AF 1 12 

AF 2 9 

AF 3 7 

AF 4 4,5 

AF 5 2,7 

AH 
AH 1 9 

AH 2 6 
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Ces différentes fractions de sol serviront de référence. Les mesures des MEEFs de 

chaque concentration ont été enregistrées en triplicata et ont été traitées toutes ensemble par 

l’algorithme PARAFAC. Des modèles PARAFAC de 2 à 5 composants ont été testés. Les 

modèles PARAFAC à deux et à trois composants de ces fractions de référence ont été validés 

avec des scores de CorConDia de 99% et 65,56% respectivement. Au-delà des 3 composants 

les pourcentages de CorConDia étaient faibles et la forme des spectres des composants 

obtenus n’était pas conforme à celle obtenue dans la littérature (Tableau IV-1), d’où 

l’élimination de ces modèles. Les résultats des modèles à 2 et à 3 composants sont donc 

présentés. On a choisi à traiter les matrices des trois fractions SH, AF et AH séparés car, 

quand regroupés, les modèles PARAFAC ne convergaient pas.  

Le modèle à deux composants montre un composant C1 ref dont les pics d’excitation 

et d’émission de fluorescence sont situés aux longueurs d’ondes 330/428 nm et un deuxième 

composant C2 ref dont le spectre d’excitation présente un épaulement à la longueur d’onde de 

290 nm et un pic à 410 nm et dont le spectre d’émission présente deux pics successifs aux 

longueurs d’ondes 492 et 521 nm respectivement (Figure V-4).  

 

 

Figure ‎V-4 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des fluorophores 

obtenus dans les fractions de référence par une décomposition PARAFAC à deux composants ayant un 

CorConDia de 99% (voir Annexe A Figure A.A.1 pour les MEEFs des fluorophores et leur spectres). 

 

Le modèle de PARAFAC à trois composants, a défini un premier composant C1 ref 

ayant des pics aux longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de fluorescence 

λex/λem = 330/427 nm, le composant 2 (C2 ref) (280)460/526 nm et le composant 3 (C3 ref) à 

390/468 nm (Figure V-5).  
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On retiendra ces deux modèles pour une discussion ultérieure.   

 

Figure ‎V-5 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des fluorophores 

obtenus dans les fractions de référence par une décomposition PARAFAC  à trois composants ayant un 

CorConDia de 65,56% (voir Annexe A Figure A.A.2 pour les MEEFs des fluorophores et leur spectres). 

 

V.3. Expériences de mélange de BaP avec les fractions SH, AF et AH 

suivies dans le temps 

Trois séries de godets ont été préparées suivant le protocole décrit dans la figure V-6, 

chacune à une concentration de BaP : 10
-4 

M (groupe G1), 10
-5

 M (groupe G2) et 10
-7

 M 

(groupe G3). 60 mL de chaque concentration des SH, AF et AH listés dans le tableau V-1 sont 

placés respectivement dans différents godets. Par exemple, pour la solution SH 1, on place 

60 mL de celle-ci dans un godet préparé avec du BaP 10
-4

, 60 mL de la même solution dans 

un godet préparé avec du BaP 10
-5

 et de la même manière dans un godet préparé avec du BaP  

10
-7

 M. Ceci est schématisé dans la figure V-6. Le même protocole est appliqué avec toutes 

les concentrations de SH, AF et AH citées dans le tableau V-1. 
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Figure ‎V-6 Schéma présentant le protocole suivi pour la préparation des échantillons à tester (exemple 

avec SH1).   

 

Ainsi on obtient : 

 3 godets témoins  

 3 godets SHBaP10
-4 qui seront nommés SH1BaP10

-4, SH2BaP10
-4 et SH3BaP10

-4  

 3 godets SHBaP10
-5 : SH1BaP10

-5, SH2BaP10
-5 et SH3BaP10

-5   

 3 godets SHBaP10
-7 : SH1BaP10

-7, SH2BaP10
-7 et SH3BaP10

-7  

 5 godets AFBaP10
-4 : AF1BaP10

-4, AF2BaP10
-4, AF3BaP10

-4, AF4BaP10
-4, et AF5BaP10

-4  

 5 godets AFBaP10
-5 : AF1BaP10

-5, AF2BaP10
-5, AF3BaP10

-5, AF4BaP10
-5, et AF5BaP10

-5 

 5 godets AFBaP10
-7 : AF1BaP10

-7, AF2BaP10
-7, AF3BaP10

-7, AF4BaP10
-7, et AF5BaP10

-7 

 2 godets AH BaP10
-4 : AH1 BaP10

-4
 et AH2BaP10

-4 

 2 godets AH BaP10
-5

 : AH1 BaP10
-5

 et AH2BaP10
-5 

 2 godets AH BaP10
-7

 : AH1 BaP10
-7

 et AH2BaP10
-7 
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Ces 33 godets ont été mis à agiter sur des agitateurs rotatifs à l’obscurité. Des 

prélèvements de chaque godet ont été effectués au temps t1 : 24h, t2 : 48h et t3 : 72h 

d’agitation continue. Après filtration, les MEEFs-3D de chaque échantillon ont été mesurées 

et enregistrées en duplicata pour être utilisées dans le traitement de PARAFAC.  

Les MEEFs mesurées sont ensuite regroupées par jeu de données. Les groupements de 

MEEF sont effectués en fonction des concentrations de BaP et du temps de 

prélèvement (Tableau V-2).  

Tableau ‎V-2 Classement des échantillons dans 9 groupes pour les traitements PARAFAC. 

G1 (BaP 10
-4

 M) 

G1 t1  

G1 t2  

G1 t3  

G2 (BaP 10
-5

 M) 

G2 t1 

G2 t2 

G2 t3 

G3 (BaP 10
-7

 M) 

G3 t1 

G3 t2 

G3 t3 

 

Chaque groupe a été traité séparément par PARAFAC suivant les paramètres cités 

précédemment dans la section matériels et méthodes (III.5). Pour rappel, une bonne 

décomposition de PARAFAC doit avoir un pourcentage de CorConDia élevé.  

Les résultats des modèles PARAFAC validés de chaque groupe seront discutés dans 

un premier temps. Puis une description des propriétés spectrales des composants obtenus ainsi 

qu’une comparaison de ceux-ci avec les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence 

des composants de référence et le calcul de coefficients de similarité seront établis. Enfin, une 

évaluation des variations des pseudo-concentrations des composants de chaque groupe sera 

élaborée. La comparaison des différents groupes sera faite selon le temps (t1, t2 et t3) et selon 

la teneur des godets en BaP (10
-4

, 10
-5

 et 10
-7

 M).  

Par la suite, une discussion sur les modèles PARAFAC à 4 composants sera établie.  

Parmi les traitements PARAFAC des différents groupes de mélanges entre SH, AF, 

AH et le BaP, ce sont les modèles à 3 composants et à 4 composants qui ont été validés. Les 

résultats des modèles à 3 composants seront d’abord développés puis ceux des modèles à 4 
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composants. Les modèles à 5 composants n’ont pas été retenus car les pourcentages de 

CorConDia étaient faibles (~ 30 %) et la forme des spectres d’excitation et d’émission du 

cinquième fluorophore obtenu ne représentait pas un composé conforme. 

 

V.4. Caractérisation des signatures de fluorescence des composants 

présents dans les différents groupes des mélanges SH, AF et AH avec BaP – 

Résultats des modèles PARAFAC à 3 composants 

Les traitements PARAFAC des différents groupes qui ont donné des CorConDia les 

plus élevés avec des formes de spectres comparables à celles de référence sont des modèles à 

3 composants. 

V.4.1. Groupe G1 

 Groupe G1 t1 V.4.1.1.

Pour le groupe G1 t1, le meilleur modèle obtenu est celui à trois composants avec un 

CorConDia de 68,814% et des spectres d’excitation et d’émission des fluorophores qui 

semblent comparables à ceux des fluorophores résultants du modèle PARAFAC à deux 

composants des fractions de référence et aux spectres du BaP pur. Les spectres d’excitation et 

d’émission de fluorescence des fluorophores résultants du modèle à trois composants de 

PARAFAC du groupe G1 t1 sont représentés dans la Figure V-7. Le composant C1 G1 t1 est 

caractérisé par ses maximas d’excitation et d’émission λex/λem = 340/434 nm. L’excitation du 

composant C2 G1 t1 montre un épaulement à environ 300 nm avant son max à 410 nm alors 

que son émission a deux pics à 492 et 522 nm. Le composant C3 G1 t1 présente deux pics en 

excitation à 290 et 370 nm et deux pics en émission à 410 et 428 nm.   

Afin d’évaluer la présence de modifications spectrales dues à la présence du BaP, on a 

superposé les spectres d’excitation et d’émission de ces composants avec ceux issus du 

modèle PARAFAC à deux composants des fractions de références ainsi que ceux du BaP pur 

(Figure V-8). Une grande similarité est notée entre les composants C1 G1 t1, C2 G1 t1 et C3 

G1 t1 d’une part et C1 ref, C2 ref et BaP pur d’autre part.  
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Figure ‎V-7 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des trois 

composants issus du traitement PARAFAC d’un modèle à trois composants du groupe G1 t1 (voir Annexe 

B figure A.B.1 pour les MEEFs des fluorophores).  

 

   

Figure ‎V-8 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (C1 G1 t1, C1 G1 t2 et C1 G1 t3) issus du modèle PARAFAC du groupe G1 t1 avec les 

spectres d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des fractions 

de référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur. 

 

De plus, on a calculé les coefficients de similarité rc des spectres comparés. Pour 

rappel, le coefficient de similarité nommé aussi ‘congruence coefficient’ noté rc défini dans la 

section Matériels et Méthodes (Paragraphe III.6), reflète la similitude entre deux spectres. Une 

valeur de rc égale à 0,9 indique une grande similarité entre les spectres comparés tandis 

qu’une valeur inférieure à 0,85 indique une faible similarité. Tous les coefficients de 

similarité calculés pour les comparaisons des spectres issus de la décomposition du groupe G1 

t1 avec ceux de références sont supérieurs à 0,99 (Tableau V-3) d’où la grande similarité 

reflète bien la validation du modèle à 3 composants pour le groupe G1 t1. 
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Tableau ‎V-3 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G1 t1 avec un modèle à 3 composants (C1 G1 t1, C2 G1 t2 et C1 G1 t3) et les 

composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) et ceux du BaP 

pur. 

Excitation C1 G1 t1 C2 G1 t1 C3 G1 t1  Émission C1 G1 t1 C2 G1 t1 C3 G1 t1 

C1 ref 0,993    C1 ref 0,995   

C2 ref  0,993   C2 ref  0,998  

BaP pur   0,997  BaP pur   0,992 

 

Le composant 1 (C1 G1 t1) a ses pics d’excitation et d’émission de fluorescence aux 

longueurs d’ondes 340/434 nm. Celui-ci est décalé légèrement vers le rouge en excitation par 

rapport à C1 ref (λex/λem = 330/428 nm). Le spectre d’excitation du composant 2 (C2 G1 t1) 

présente un épaulement à la longueur d’onde 290 nm et un pic à 410 nm. En émission, C2 G1 

t1 présente deux pics à 492 et 522 nm respectivement. Ces couples λex/λem sont similaires à 

ceux de C2 ref ((290)410/492-521 nm). Le troisième fluorophore obtenu nommé C3 G1 t1 a 

les pics de ses spectres d’excitation et d’émission de fluorescence aux longueurs d’ondes 290-

370 / 410-428 nm. Celui-ci est comparable au spectre d’excitation et d’émission du BaP pur 

(λex/λem = 290-380/407-428 nm). L’ajout de BaP à 10
-4

 M durant 24h ne semble pas avoir 

modifié les composants des trois fractions de référence.  

On a évalué les pseudo-concentrations du modèle PARAFAC du groupe G1 t1 en 

fonction de la teneur en COD, et on les a représentées pour chaque fraction séparément 

(Figure V-9). D’une part, on constate que pour toutes les pseudo-concentrations des 

échantillons de la fraction SH, le C1 G1 t1 a une concentration plus élevée que les deux autres 

fluorophores. Les pseudo-concentrations des composants C1 G1 t1 et C2 G1 t1 augmentent 

logiquement avec la concentration en matière organique. D’autre part on constate que la 

concentration du composant C3 G1 t1, identifié comme BaP, augmente également quand la 

concentration de la matière organique s’élève. Cela suggère que la solubilisation du BaP serait 

favorisée par la quantité de matière organique croissante dans la fraction SH.  

Pour les échantillons de la fraction AF, les pseudo-concentrations des composants C1 

G1 t1 et C2 G1 t1 augmentent aussi logiquement avec la quantité de matière organique 

jusqu’à 7 mg COD.l
-1

 avant de se ‘stabiliser’. Cette ‘stabilisation’ indique probablement un 

problème dans la préparation de ces échantillons ou de mesures lors des MEEFs. Les pseudo-
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concentrations de C1 G1 t1 sont les plus élevées, par contre celle de C3 G1 t1 (BaP) restent 

très faibles quelle que soit la quantité de matière organique.  

Pour la fraction AH, le composant C3 G1 t1 identifié comme étant le BaP a une 

pseudo-concentration qui dépasse celles des deux fluorophores de la matière organique C1 G1 

t1 et C2 G1 t1 surtout pour la quantité de matière organique la plus élevée. La solubilisation 

du BaP serait donc fortement favorisée dans cette fraction pour la plus grande quantité de 

matière organique. Notons que la concentration de C2 G1 t1 reste légèrement supérieure à 

celle de C1 G1 t1 dans les deux échantillons de AH (Figure V-9) en augmentant logiquement 

avec la quantité de matière organique.  

 

SH G1 t1 AF G1t1 

  

AH G1 t1 

 

Figure ‎V-9 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons SH, AF et AH du groupe 

G1 t1. 

Dans ce groupe G1 t1, les composants de la matière organique C1 G1 t1 et C2 G1 t1 

augmentent logiquement avec la quantité de matière organique dans les trois fractions avec 

une limite à 7 mg COD.L
-1

 pour AF. Le composant C1 G1 t1 est majoritaire dans SH et AF 

alors que c’est le composant C2 G1 t1 dans la fraction AH. La solubilisation du BaP (illustré 
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par le composant C3 G1 t1) est liée à la quantité de matière organique dans SH et AH mais 

elle est inexistante dans AF. Cette solubilité semble favorisée dans la fraction AH.  

 Groupe G1 t2 V.4.1.2.

Le groupe G1 t2 a présenté un résultat de PARAFAC satisfaisant pour le modèle à 3 

composants en raison du pourcentage de CorConDia qui était de 67,619% et des formes de 

spectres comparables avec celles de références.  

 Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence résultants du modèle 

PARAFAC à 3 composants sont présentés dans la figure V-10. Les couples des longueurs 

d’ondes d’excitation et d’émission de chaque fluorophore sont les suivants : 

 C1 G1 t2 (λex/λem) : 340 / 435 nm 

 C2 G1 t2 (λex/λem) : (290) 410 / 492-522 nm 

 C3 G1 t2 (λex/λem) : 290-370 / 410-428 nm 

 

 
 

Figure ‎V-10 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G1 t2 t1 (voir Annexe B figure A.B.2 pour les MEEFs 

des fluorophores).  

 

Les superpositions des spectres d’excitation et d’émission de ces fluorophores avec 

ceux de référence et du BaP pur révèlent une très grande similarité (Figure V-11). De plus, 

cette similarité est validée par des coefficients de congruence rc  calculés supérieurs à 0,98 

(Tableau V-4). 
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Figure ‎V-11 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (C1 G1 t2, C2 G1 t2 et C3 G1 t2) issus du modèle PARAFAC du groupe G1 t2 et les spectres 

d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des fractions de 

référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur. 

  

Tableau ‎V-4 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe 2 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G1 t2, C2 G1 t2 et C3 G1 

t2) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) et 

ceux du BaP pur.  

Excitation C1 G1 t2 C2 G1 t2 C3 G1 t2  Émission C1 G1 t2 C2 G1 t2 C3 G1 t2 

C1 ref 0,994    C1 ref 0,996   

C2 ref  0,996   C2 ref  0,998  

BaP pur   0,989  BaP pur   0,992 

 

Les scores des fluorophores présents dans chaque échantillon du groupe G1 t2 sont 

évalués en fonction de la teneur en COD et sont présentés dans la figure V-12. Dans les trois 

fractions, les concentrations des composants C1 G1 t2 et C2 G1 t2 évoluent logiquement avec 

l’augmentation de quantité de matière organique sans limite pour la fraction AF (ce qui 

confirme un problème de mesure lors du temps t1). Les concentrations de C1 G1 t2 sont plus 

élevées que celles de C2 G1 t2 dans la fraction SH et surtout dans la fraction AF mais c’est 

l’inverse dans la fraction AH. La solubilité du BaP (C3 G1 t2) augmente avec la quantité de 

matière organique pour SH et surtout pour AH mais elle est toujours inexistante dans AF.  
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SH G1 t2 AF G1 t2 

  

 AH G1 t2 

 

Figure ‎V-12 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons SH, AF et AH du 

groupe G1 t2. 

 

 Groupe G1 t3 V.4.1.3.

Après 72h d’agitation rotatoire, on a mesuré les MEEFs des échantillons prélevés de 

chaque godet du groupe 3 suivi du traitement PARAFAC.  Les CorConDia (67,144%) des 

modèles PARAFAC ainsi que la forme des spectres obtenus valident le choix du modèle à 3 

composants dont les spectres d’excitation et d’émission des fluorophores sont présentés dans 

la figure V-13.  Les couples des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de chaque 

fluorophores sont comme suit :  

 C1 G1 t3 (λex/λem) : 350 / 467 nm 

 C2 G1 t3 (λex/λem) : 450 / (494) 526 nm 

 C3 G1 t3 (λex/λem) : 340 / 410 (426) nm 
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Figure ‎V-13 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G1 t3 t1 (voir Annexe B figure A.B.3 pour les MEEFs 

des fluorophores). 

 

On a comparé les spectres d’excitation et d’émission de ces composants avec ceux des 

composants de référence C1 ref et C2 ref obtenus et du BaP pur respectivement (Figure V-14) 

puis on a calculé leurs coefficients de similarité rc (Tableau V-5). On constate que les spectres 

d’excitation et d’émission de C1 G1 t3, C2 G1 t3 et C3 G1 t3 ne sont pas similaires à ceux des 

références et du BaP pur. 

   

Figure ‎V-14 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (A : C1 G1 t3, B : C2 G1 t3 et C : C3 G1 t3) issus du modèle PARAFAC du groupe G1 t3 et 

les spectres d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composant des 

fractions de référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur.  

Tableau ‎V-5 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G1 t3 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G1 t3, B : C2 G1 t3 et 

C : C3 G1 t3) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et 

C2 ref) et ceux du BaP pur.  

Excitation C1 G1 t3 C2 G1 t3 C3 G1 t3  Émission C1 G1 t3 C2 G1 t3 C3 G1 t3 

C1 ref 0,925    C1 ref 0,789   

C2 ref  0,970   C2 ref  0,959  

BaP pur   0,825  BaP pur   0,974 
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Le composant C1 G1 t3 a ses spectres d’excitation et d’émission décalés vers le rouge 

comparé à C1 ref. Son spectre d’émission et plus étroit que celui de référence et le coefficient 

de similarité avec C1 ref est faible rc = 0,789.  Le spectre d’excitation de C2 G1 t3 est décalé 

vers le rouge et le spectre d’émission est plus étroit que celui de référence C2 ref. Le spectre 

d’excitation du composant C3 G1 t3 est très différent de celui du BaP pur (FigureV-14), avec 

un coefficient de similarité faible rc = 0,825. Par contre le spectre d’émission de C3 G1 t3 ne 

semble pas différent de celui du BaP pur avec le coefficient de similarité égal à 0,974.  

Les modifications spectrales observées sur les trois composants ont des conséquences 

sur leurs pseudo-concentrations dans les trois fractions. Dans les fractions SH et AF, les 

concentrations de C1 G1 t3 et C2 G1 t3 sont très proches et augmentent toujours avec la 

quantité de matière organique. La solubilité du BaP (C3 G1 t3) croît toujours avec la quantité 

de matière organique dans SH et cette solubilité apparaît cette fois dans AF avec la même 

tendance. Par contre dans la fraction AH, les trois composants ne se distinguent pas avec ceux 

des concentrations faibles qui semblent diminuer quand la quantité de matière organique 

augmente. 

 SH G1 t3    AF G1 t3  

  

 AH G1 t3  

 

Figure ‎V-15 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons SH, AF et AH du 

groupe G1 t3. 
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 Comparaison des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3 V.4.1.4.

Les modifications spectrales des fluorophores présents dans les échantillons sont 

comparés par superposition des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 

fluorophores C1, C2 et C3 issus des modèles PARAFAC à 3 composants des groupes G1 t1, 

G1 t2 et G1 t3 (Figure V-16). Une comparaison des longueurs d’ondes (λex/λem) des trois 

composants des groupes G1 à t1, t2 et t3 est présentée dans le tableau V-6. 

 

 Excitation G1 Émission G1 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-16 Superpositions des spectres d’excitation et d’émission de fluorescences issus de PARAFAC 

des composant C1, C2 et C3 des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3. 

 



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

86 

 

Tableau ‎V-6 Comparaison des longueurs d’ondes (λex/λem) des trois composants des groupes G1 à t1, t2 

et t3. 

 t1  t2  t3 

C1 (λex/λem) nm 340 / 434 340 / 435 350 / 467  

C2 (λex/λem) nm (300)410/ 492-522 410 / 492-522 450 / (494) 526 

C3 (λex/λem) nm 290-370 / 410-428 290-370 / 410-428 340 / 410 (426) 

 

Pour les composants C1, C2 et C3 provenant des groupes G1 t1 et G1 t2, il n’y a pas 

eu de modifications spectrales ; les spectres sont parfaitement superposables. Tandis que les 

spectres des composants dans G1 t3 sont tous modifiés par rapport à ceux de t1 et t2. On 

constate que les spectres d’excitation et d’émission du composant C1 G1 t3 sont décalés vers 

le rouge par rapport à ceux de C1 G1 t1 et C1 G1 t2. Ce décalage est plus marqué en émission 

(32 nm) qu’en excitation (10 nm). Le composant C2 G1 t3 a son spectre d’excitation décalé 

de 40 nm vers le rouge par rapport aux spectres d’excitation de C2 G1 et C2 G1 t2. Son 

spectre d’émission est un peu plus étroit que ceux provenant de G1 t1 et G1 t2 et on ne 

retrouve plus le pic à 492 nm mais plutôt un épaulement à 494 nm. Quant au composant C3, 

identifié comme le BaP, son spectre d’excitation dans le groupe G1 t3 après 72h d’agitation et 

complètement différent de ce qu’il était à 24 et 48h, alors que son spectre d’émission n’est pas 

trop différent des spectres d’émission de ces mêmes composants à 24h (G1 t1) et 48h (G1 t2). 

Pourtant on note que le creux entre les deux pics de C3 G1 t3 est moins marqué.   

Les pseudo-concentrations des groupes G1t1, G1t2 et G1t3 sont comparées par 

composant (Figure V-17) dans chaque fraction. Pour la fraction SH, on constate qu’il n’existe 

pas de grandes variations dans l’évolution des pseudo-concentrations des composants C1, C2 

et C3 à t1 et t2. Une légère augmentation des pentes est notée à 72h. Pour la fraction AF, à 24 

h, les pseudo-concentrations des composants C1 et C2 augmentent puis décroissent dans les 

échantillons ayant un COD supérieur à 8 mg/l. Tandis qu’à 48h et 72h ces pseudo-

concentrations augmentent linéairement avec la concentration de la matière organique en 

COD. Notons que cette augmentation est plus importante pour C1 (pente de 

C1 G1 t2 = 445,58 ; pente de C1 G1 t3 = 361) que pour C2 (pente de C2 G1 t2 = 164,13 et 

pente de C2 G1 t3 = 318,43). Le comportement du composant C3 est identique pour t1 et t2 

ayant des valeurs de pseudo-concentrations proches de zéro, alors que, pour t3, les pseudo-

concentrations augmentent linéairement avec la concentration de la matière organique 
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(pente = 116.33). Les variations temporelles des pseudo-concentrations des composants 

présents dans AH sont différentes de celles de SH et AF. En effet, on observe qu’à 24 et 48h 

les composants C1 et C2 augmentent légèrement (pente de C1 G1 t1 = 108,03 ; pente de C2 

G1 t1 = 173,52 ; pente de C1 G1 t2 = 134,2 et pente de C2 G1 t2 = 189,63) avec la 

concentration de la matière organique mais linéairement. Le composant C3 est très présent à 

t1 et t2 avec des pseudo-concentrations maximales aux alentours de 4000 (u.a.) supérieures à 

celles de C1 et C2 à t1 et t2, respectivement comprises entre 1000 et 1800 u.a. au maximum. 

À 72h, le comportement de C3 est différent ; on remarque que la pseudo-concentration de 

celui-ci décroit au-delà de 8 mg COD.L
-1

 et se trouve proche de zéro.    

En conclusion, après 72h d’agitation des 3 fractions physiques du sol avec du BaP pur 

à 10
-4

 M, tous les composants sont modifiés (en forme spectrales et en pseudo-

concentrations). Ces modifications doivent être dues à des transformations moléculaires. La 

solubilisation du BaP liée à la matière organique est plus importante dans la fraction AH à 

24h et 48h que dans la fraction SH alors qu’elle est nulle dans la fraction AF.  
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G1 SH AF AH 

C1 

   

C2 

   

C3 

   

Figure ‎V-17 Comparaison des pseudo-concentrations des trois composants issus des modèles PARAFAC du groupe G1 à t1, t2 et t3.
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V.4.2. Groupe G2 

 Groupe G2 t1 V.4.2.1.

Pour ce groupe G2 t1, le modèle PARAFAC à trois composants a un CorConDia de 

70,92%. Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des trois fluorophores 

présents dans les échantillons de ce groupe sont présentés dans la figure V-18. On a comparé 

les spectres ainsi obtenus avec ceux de référence obtenus avec le modèle à deux composants  

et ceux du BaP pur en les superposant l’un à l’autre (Figure V-19) et en calculant les 

coefficients de similarité rc (Tableau V-7). 

 

  

Figure ‎V-18 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G2 t1 t1 (voir Annexe B figure A.B.4 pour les MEEFs 

des fluorophores). 

 

Le composant C1 G2 t1 a ses longueurs d’onde λex/λem à 350/468 nm ; ses spectres 

d’excitation et d’émission de fluorescence sont décalés vers le rouge par rapport à ceux de 

référence de 20 nm en excitation et de 40 nm en émission. De plus, le spectre d’émission de 

C1 G2 t1 est plus étroit que celui de la référence C1 ref. Le coefficient de similarité du spectre 

d’excitation de C1 G2 t1 avec celui de référence est de 0,9 malgré les 20 nm de décalage 

tandis que celui du spectre d’émission est de 0,775.  

Le composant C2 G2 t1 (λex/λem  = (300)460 / (494)525 nm) présente aussi des 

modifications spectrales par rapport à celui de référence (C2 ref). Le spectre d’excitation de 

C2 G2 t1 est décalé de 50 nm vers le rouge, tandis que le spectre d’émission n’est décalé que 
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de 4 nm vers le rouge. Le pic qui était présent à 492 nm dans le spectre de référence s’est 

transformé en épaulement à 494 nm. Les coefficients de similarité indiquent qu’il existe 

quand même une similarité (excitation rc = 0,966 ; émission rc = 0,954) entre les formes 

spectrales de C2 G2 t1 et ceux de référence. 

   

Figure ‎V-19 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (A : C1 G2 t1, B : C2 G2 t1 et C : C3 G2 t1) issus du modèle PARAFAC du groupe G2 t1 et 

les spectres d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des 

fractions de référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur. 

  

Pour le composant C3 G2 t1, caractérisé par λex/λem = 340/411(428) nm  on constate 

que la modification spectrale est importante d’après la superposition de son spectre 

d’excitation et avec celui du BaP pur. Le spectre d’excitation de C3 G2 t1 ne semble pas être 

celui du BaP (rc = 0,822). Malgré le coefficient de similarité supérieur à 0,975, on remarque 

aussi que le spectre d’émission de C3 G2 t1 ressemble peu à celui du BaP. La modification 

spectrale est observée au niveau du second pic (428 nm) qui s’est modifié en épaulement. 

 

Tableau ‎V-7 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G2 t1 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G2 t1, C2 G2 t1 et C3 

G2 t1) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) 

et ceux du BaP pur.  

excitation C1 G2 t1 C2 G2 t1 C3 G2 t1  émission C1 G2 t1 C2 G2 t1 C3 G2 t1 

C1 ref 0,910    C1 ref 0,775   

C2 ref  0,966   C2 ref  0,954  

BaP pur   0,822  BaP pur   0,975 
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SH G2 t1  AF G2 t1  

  

AH G2 t1  

 

Figure ‎V-20 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G2 t1. 

 

L’évaluation des pseudo-concentrations des trois fluorophores présents a été étudiée 

dans chaque fraction séparée (Figure V-20). Selon les fractions, chaque fluorophore présentait 

un comportement différent par rapport à la concentration des fractions en COD. Dans SH, les 

pseudo-concentrations des trois composants augmentaient linéairement avec le COD présent 

dans les échantillons de SH. Dans AF, cette augmentation était observée aussi mais elle est 

similaire en se stabilisant pour C1 et C3 et elle est plus faible en diminuant pour C2 à partir de 

7 mg/L de COD.  

Pour la fraction AH, on observe que la fluorescence des trois composants est très 

faible et elle a diminué quand la concentration de la matière organique augmente. 

Dans ce groupe G2 t1, les composants C1 G2 t1 et C2 G2 t1 suivent logiquement 

l’augmentation de la quantité de matière organique dans SH et AF mais pas dans AH. La 
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solubilisation du BaP (C3 G2 t1) est liée à la quantité de matière organique pour SH et AF 

mais pas pour AH. 

 Groupe G2 t2 V.4.2.2.

Le modèle PARAFAC à trois composants du groupe G2 t2 a un CorConDia de 

66,785%. Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des trois fluorophores 

résultants de PARAFAC sont présentés dans la figure V-21. Les couples des longueurs 

d’ondes d’excitation et d’émission de chaque fluorophore sont les suivants : 

 C1 G2 t2 (λex/λem) : 350 / 468 nm 

 C2 G2 t2 (λex/λem) : (300)460 / (494)525 nm 

 C3 G2 t2 (λex/λem) : 340/411(428) nm  

Les trois composants sont similaires à ceux du groupe G2 t1. 

  

Figure ‎V-21 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G2 t2 t1 (voir Annexe B figure A.B.5 pour les MEEFs 

des fluorophores).  

 

Ces spectres ont été comparés avec ceux de référence résultant du traitement 

PARAFAC à deux composants des échantillons des fractions SH, AF et AH de référence et 

celui du BaP pur en superposant les spectres un à un (Figure V-22) et en calculant les 

coefficients de congruence rc (Tableau V-8).  

Les mêmes observations émises pour le groupe G2 t1 sont notées pour le groupe G2 

t2. On a un décalage vers le rouge pour les spectres d’excitation (rc = 0,91) et d’émission 
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(rc = 0,78) de C1 G2 t2, un décalage vers le rouge pour le spectre d’excitation de C2 G2 t2 

(rc = 0,97) et la transformation du premier pic du spectre d’émission de ce composant en 

épaulement à la longueur d’onde 495 nm (rc = 0,96). C3 G2 t2, de même que pour C3 G2 t1, a 

son spectre d’excitation de forme différente comparé à celui du BaP pur (rc = 0,81), et son 

spectre d’émission est aussi déformé au niveau du second pic à la longueur d’onde 428 nm 

(rc = 0,98). 

 

   

Figure ‎V-22 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (A : C1 G2 t2, B : C2 G2 t2 et C : C3 G2 t2) issus du modèle PARAFAC du groupe G2 t2 et 

les spectres d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des 

fractions de référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur.  

 

Tableau ‎V-8 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G2 t2 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G2 t2, C2 G2 t2 et C3 

G2 t2) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) 

et ceux du BaP pur. 

Excitation C1 G2 t2 C2 G2 t2 C3 G2 t2  Émission C1 G2 t2 C2 G2 t2 C3 G2 t2 

C1 ref 0,913    C1 ref 0,782   

C2 ref  0,972   C2 ref  0,956  

BaP pur   0,805  BaP pur   0,977 

 

Dans les trois fractions, les variations des pseudo-concentrations (Figure V-23) sont 

liées à la concentration en carbone organique dissous de la matière organique pour les trois 

composants C1 G2 t1, C2 G2 t2 et C3 G2 t2 dans les trois fractions. On constate que les 

pseudo-concentrations des trois fluorophores ont presque la même augmentation avec 

l’élévation de COD dans chaque fraction sauf pour C2 G2 t2 dans AF qui augmente plus 

lentement que C1 G2 t2 et C3 G2 t2.  



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

94 

 

Pour la fraction AH on constate que les trois fluorophores ont des concentrations très 

proches. 

Les valeurs maximales des pseudo-concentrations sont aux alentours de 2500, 4500 et 

470 (u.a.) pour SH, AF et AH respectivement. 

La solubilisation du BaP (C3 G2 t2) est lié à la quantité de matière organique dans les 

trois fractions. 

 

SH G2 t2 AF G2 t2 

  

AH G2 t2 

 

Figure ‎V-23 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G2 t2. 

 

 Groupe G2 t3 V.4.2.3.

Les spectres d’excitation et d’émission résultants du modèle PARAFAC à trois 

composants (CorConDia 66,5%) du groupe G2 t3 sont représentés dans la figure V-24.  



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

95 

 

Les couples des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de chaque fluorophore 

sont les suivants : 

 C1 G2 t3 (λex/λem) : 350/468 nm 

 C2 G2 t3 (λex/λem) : 450/(495)527 nm 

 C3 G2 t3 (λex/λem) : 340/411(426) nm 

Ces trois composants sont similaires à ceux observés pour G2 t1 et G2 t2. 

Les comparaisons des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 

composants obtenus avec ceux de référence et du BaP pour évaluer les changements spectraux 

sont effectuées par superposition des spectres (Figure V-25) et par le calcul des coefficients 

de similarité rc (Tableau V-9). Ces comparaisons spectrales ont souligné des modifications 

identiques à celles subies par les composants des groupes G2 t1 et G2 t2.  

 

  

Figure ‎V-24 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G2 t3 t1 (voir Annexe B figure A.B.6 pour les MEEFs 

des fluorophores). 

 

La variation des pseudo-concentrations des trois fluorophores en fonction de la teneur 

de la matière organique en COD (Figure V-26) a montré que cette variation dépend de la 

nature de la fraction physique du sol. En effet dans SH, la pseudo-concentration de ces trois 

fluorophores augmente linéairement avec l’élévation de la teneur en COD, de même pour les 

composants C1 G2 t2 et C3 G2 t2 dans la fraction AF tandis que les pseudo-concentrations de 

C2 G2 t2 augmentent moins fortement. 
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 Pour la fraction AH, les variations des pseudo-concentrations sont très faibles et on 

constate que les pseudo-concentrations de C3 G2 t3 diminuent quand la teneur en COD 

augmente tandis que les pseudo-concentrations de C1 G2 t3 et C2 G2 t3 restent constantes. 

  Les valeurs maximales des pseudo-concentrations (Figure V-26) sont aux alentours 

de 2200, 4000 et 800 (u.a.) pour SH, AF et AH respectivement. 

Dans ce groupe, la quantité de matière organique favorise la solubilisation du BaP 

dans SH et AF mais la défavorise dans AH. 

 

 
 

 

Figure ‎V-25 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (C1 G2 t3, C2 G2 t3 et C3 G2 t3) issus du modèle PARAFAC du groupe G2 t3 et les spectres 

d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des fractions de 

référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur.  

 

Tableau ‎V-9 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe 6 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1, C2 et C3 du groupe G2 t3) 

avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) et ceux 

du BaP pur. 

Excitation C1 G2 t3 C2 G2 t3 C3 G2 t3  Émission C1 G2 t3 C2 G2 t3 C3 G2 t3 

C1 ref 0,915    C1 ref 0,773   

C2 ref  0,969   C2 ref  0,956  

BaP pur   0,804  BaP pur   0,976 
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SH G2 t3  AF G2 t3  

  
AH G2 t3 

 

Figure ‎V-26 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G2 t3. 

 

 Comparaison des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3 V.4.2.4.

Pour étudier l’évolution spectrales des fluorophores C1, C2 et C3 issus des groupes G2 

t1, G2 t2 et G2 t3 en fonction du temps, on a superposé les spectres d’excitation et d’émission 

de fluorescence (Figure V-27). On constate que les spectres des trois composants sont 

parfaitement constants dans le temps et il n’existe aucune modification spectrale. Les 

variations des pseudo-concentrations présentées dans la figure V-28 montrent que les 

composants dans les fractions SH, AF et AH présentent de très légères variations avec le 

temps. 

Dans ces groupes tous les composants sont liés à l’augmentation de la quantité de la 

matière organique quel que soit le temps sauf le composant C3 dans AH qui diminue. La 

solubilisation du BaP (C3) est plus élevée dans la fraction AF que dans SH et AH.  
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 Excitation G2 Émission G2 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-27 Superposition des spectres d’excitation et d’émission des composants C1, C2 et C3 des 

groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3.
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G2 SH AF AH 

C1 

   

C2 

   

C3 

   

Figure ‎V-28 Comparaison des pseudo-concentrations des trois composants issus des modèles PARAFAC des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3.
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V.4.3. Groupe G3 

  Groupe G3 t1  V.4.3.1.

Le modèle PARAFAC à 3 composants appliqués au groupe G3 t1 a un CorConDia de 

66,102 %. Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des trois composants 

fluorescents présents dans les échantillons des trois fractions testées sont présentés dans la 

figure V-29.  

  

Figure ‎V-29 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G3 t1 t1 (voir Annexe B figure A.B.7 pour les MEEFs 

des fluorophores).  

Les couples des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de chaque fluorophore 

sont les suivants :  

 C1 G3 t1 (λex/λem) = 350/468 nm 

 C2 G3 t1 (λex/λem) = (300)450/(495)525 nm 

 C3 G3 t1 (λex/λem) = 330/411(425) nm 

Les comparaisons des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 

composants obtenus avec ceux de référence et du BaP pour évaluer les similarités spectrales 

sont effectuées par superposition des spectres (Figure V-30) et par le calcul des coefficients 

de similarité rc (Tableau V-10). Ces comparaisons spectrales ont souligné des modifications 

identiques à celles subies par les composants des groupes G2 t1 et G2 t2 et G2 t3.  
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Figure ‎V-30 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants (C1 G3 t1, C2 G3 t1 et C3 G3 t1) issus du modèle PARAFAC du groupe G3 t1 et les spectres 

d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à deux composants des fractions de 

référence (C1 ref et C2 ref) et celui du BaP pur.  

Tableau ‎V-10 Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G3 t1 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G3 t1, C2 G3 t1 et C3 

G3 t1) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) 

et ceux du BaP pur. 

Excitation C1 G3 t1 C2 G3 t1 C3 G3 t1  Émission C1 G3 t1 C2 G3 t1 C3 G3 t1 

C1 ref 0,911    C1 ref 0,770   

C2 ref  0,980   C2 ref  0,954  

BaP pur   0,775  BaP pur   0,973 

 

D’après la figure V-30 et le tableau V-10, on peut constater que le composant 2 

semble le moins modifié ; son spectre d’excitation présente pourtant un décalage vers le rouge 

(rc = 0,98) et son spectre d’émission est plus étroit et présente un seul pic (rc = 0,95). De 

même, le composant 1 présente un décalage vers le rouge (rc = 0,77) et le composant C3 G3 t1 

a un spectre d’excitation qui ne ressemble pas au BaP (rc = 0,77) ; son spectre d’émission est 

modifié malgré le rc élevé de 0,973. Ce qui souligne l’importance d’avoir une validation 

visuelle et numérique en parallèle.  

Les pseudo-concentrations des trois fluorophores dans les fractions SH et AH sont très 

proches. Dans la fraction AF, on constate que les pseudo-concentrations de C2 G3 t1 sont 

inférieures à celles de C1 G3 t1 et C3 G3 t1 (Figure V-31). Les pseudo-concentrations de tous 

les composants augmentent avec la quantité de matière organique dans les trois fractions ainsi 

que la solubilité du BaP (C3). 
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SH G3 t1 AF G3 t1 

  

AH G3 t1 

 

Figure ‎V-31 Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G3 t1. 

 

 Groupes G3 t2 et G3 t3 V.4.3.2.

Le modèle PARAFAC à trois composants du groupe G3 t2 a un CorConDia de 

64,267 % et celui du groupe G3 t3 est de 64,116 %. Les MEEFs des fluorophores sont 

présentés dans l’Annexe B figure A.B.8 et A.B.9. 

Les composants résultants des modèles PARAFAC à trois composants des groupes 

G3 t2 et G3 t3 sont largement similaires à ceux du groupe G3 t1 d’après leurs spectres 

d’excitation et d’émission de fluorescence ainsi que leurs superpositions avec ceux de 

référence et du BaP pur ainsi que les valeurs des coefficients de similarité rc et les pseudo-

concentrations de chaque composant dans les échantillons. Tous ces résultats sont présentés 

dans l’Annexe C.    

 Comparaison des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3 V.4.3.3.

D’après la figure V-32 qui présente des superpositions des spectres d’excitation et d’émission 

de fluorescence des composants obtenus pour les trois groupes, on constate une grande 

similarité spectrale, ce qui montre qu’à faible concentration de BaP (godets à 10
-7 

M) il 
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n’existe pas de variations des formes ni de décalages des spectres des composants entre 24, 48 

et 72 h.   

Les variations des pseudo-concentrations des composants C1, C2 et C3 sont présentées 

dans les graphiques de la figure V-33. On constate que pour les fractions SH, AF et AH il 

n’existe pas différence de variations des pseudo-concentrations entre 24, 48 et 72 h. Dans ces 

groupes, tous les composants montrent une augmentation linéaire avec la quantité de matière 

organique quel que soit le temps. La solubilisation du BaP (C3) est plus élevée dans la 

fraction AF que dans les fractions SH et AH.   

 Excitation G3 Émission G3 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-32 Superposition des spectres d’excitation et d’émission des composants C1, C2 et C3 des 

groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3.
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G3 SH AF AH 

C1 

   

C2 

   

C3 

   

Figure ‎V-33 Comparaison des pseudo-concentrations des trois composants issus des modèles PARAFAC des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3.
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V.4.4. Variation de la concentration de BaP  

 Comparaison des groupes G1 t1, G2 t1 et G3 t1 - 24 h V.4.4.1.

d’agitation 

Les groupes G1, G2 et G3 comprennent des échantillons qui ont différentes 

concentrations de BaP. Le groupe G1 comprend les godets qui sont à une concentration de 

BaP 10
-4

 M, G2 à 10
-5

 M et G3 à 10
-7

 M. Les caractéristiques spectrales des trois composants 

de ces trois groupes de concentrations différentes en BaP sont comparées au même temps de 

24 h (t1). On constate qu’au temps t1 de 24 h, les spectres des composants des groupes G2 et 

G3 sont parfaitement similaires. Les composants du groupe G1 ne partagent pas cette 

similitude de formes spectrales et on observe un décalage vers le bleu pour les spectres des 

composants C1 et C2. Le composant C3 du groupe G1 est le seul à avoir une grande similarité 

avec le spectre du BaP pur (Figure V-34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

106 

 

 Excitation Émission 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-34 Superposition des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants 

résultants de PARAFAC des groupes G1 t1, G2 t1 et G3 t1. 

 

 Comparaisons des groupes G1 t2, G2 t2 et G3 t2 – 48 h V.4.4.2.

d’agitation 

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des trois composants des 

groupes G1 t2, G2 t2 et G3 t2 ont été comparés en superposant leurs spectres respectifs 

(Figure V-35). À 48 h (t2), on observe que les spectres des composants présents dans les 

groupes G2 t2 et G3 t2 sont aussi parfaitement identiques. Le groupe G1 se distingue par des 
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composants C1 et C2 qui ont des spectres décalés vers le bleu et le composant C3 qui est 

assimilé au BaP pur.  

 Excitation  Émission 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-35 Superposition des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants 

résultants de PARAFAC des groupes G1 t2, G2 t2 et G3 t2. 

 

 Comparaison des groupes G1 t3, G2 t3 et G3 t3 – 72 h V.4.4.3.

d’agitation 

Les composants des trois groupes G1 t3, G2 t3 et G3 t3 ont été comparés en 

superposant leurs spectres d’excitation et d’émission (Figure V-36). À 72h (t3), on constate 

que les spectres des trois composants des trois groupes G1 t3, G2 t3 et G3 t3 sont tous 
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parfaitement superposés. Notons que les spectres  de C3 ne caractérisent plus la fluorescence 

du BaP pur. 

 Excitation Émission 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

Figure ‎V-36 Superposition des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants 

résultants de PARAFAC des groupes G1 t3, G2 t3 et G3 t3. 

En conclusion, on constate que la concentration de BaP dans les godets et la durée 

d’agitation influencent sur les composants trouvés par PARAFAC. Les composants 

déterminés avec BaP à 10
-4

 M sont différents de ceux définis avec BaP à 10
-5

 M et 10
-7

 M 

pour 24 et 48h mais deviennent identiques à ceux trouvés pour BaP à 10
-5

 M et 10
-7

 M à 72h. 

A cette concentration (BaP 10
-4

 M), on retrouve les caractéristiques spectrales du BaP dans le 

composant C3 à 24 et 48h mais pas à 72h.  
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Pour les concentrations du BaP à 10
-5

 et 10
-7

 M, le composant C3 présente des 

déformations par rapport au spectre du BaP pur à 24, 48 et 72h. La concentration de BaP et le 

temps d’agitation doivent avoir des implications sur les modifications moléculaires de la 

matière organique.  

V.5. Résultats des modèles PARAFAC à 4 composants 

V.5.1. Groupe G1  

 Groupe G1 t1 V.5.1.1.

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des fluorophores résultants du 

modèle PARAFAC à 4 composants sont présentés dans la figure V-37. Malgré le bas 

CorConDia (24,654%), les 4 fluorophores résultants ressemblent à ceux des références. Les 

couples des longueurs d’ondes d’excitation et d’émission de chaque fluorophore sont les 

suivants :  

 C1 G1 t1 λex/λem : 330/434 nm 

 C2 G1 t1 λex/λem : (280)460/(494)529 nm 

 C3 G1 t1 λex/λem : 290-370/410-428 nm 

 C4 G1 t1 λex/λem : 380/475 nm 

D’après la superposition des spectres d’excitation et d’émission de ces fluorophores 

avec ceux de référence (résultant du modèle PARAFAC à 3 composants des fractions de 

référence) et ceux du BaP pur (Figure V-38) une grande similitude des propriétés spectrales 

apparaît. Ce modèle à 4 composants ne peut être validé faute de valeur faible de CorConDia. 

Les pseudo-concentrations des fluorophores de ce groupe sont présentées dans Annexe D 

(Figure A.D.1) 

 



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

110 

 

  

Figure ‎V-37 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G1 t1. 

 

A 

 

B 

 
C 

 

D 

 

Figure ‎V-38 Superposition des spectres d’excitation (tiret) et d’émission (ligne continue) des quatre 

composants (A :C1 G1 t1, B : C2  G1 t1, C : C3 G1 t1 et D : C4 G1 t1) issus du modèle PARAFAC du 

groupe G1 t1 et les spectres d’excitation et d’émission des composants du modèle PARAFAC à trois 

composant des fractions de référence (C1 ref et C2 ref et C3 ref) et celui du BaP pur. 

 

 Groupe G1 t2 V.5.1.2.

Le modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G1 t2 a eu un CorConDia de 

45,691%. Celui-ci est meilleur que celui du groupe G1 t1 (24,654%), mais reste bas pour la 
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validation du modèle. Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des quatre 

composants ainsi obtenus sont présentés dans la figure V-39. Les longueurs d’ondes 

maximales des fluorophores de ces groupes sont largement similaires à ceux du groupe G1 

t1 : 

 C1 G1 t2 λex/λem : 330/433 nm 

 C2 G1 t2 λex/λem : (320)460/(495)527 nm 

 C3 G1 t2 λex/λem : (290)370/410-428 nm 

 C4 G1 t2 λex/λem : 380/468 nm 

Les superpositions de ces spectres avec ceux de référence (C1 ref, C2 ref et C3 ref, 

résultants du modèle PARAFAC à 3 composants des fractions de référence) et du BaP pur 

sont présentées dans la figure V-40. Une très grande similarité est observée entre les spectres 

résultants du modèles PARAFAC et ceux de références malgré le faible pourcentage de 

CorConDia. Les pseudo-concentrations des quatre composants sont présentées dans l’Annexe 

D figure A.D.2. 

 

  

Figure ‎V-39 Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G1 t2. 
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Figure ‎V-40 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des quatre 

composants (C1, C2, C3 et C4) issus du modèle PARAFAC du groupe G1 t2 et les spectres d’excitation et 

d’émission des composants du modèle PARAFAC à trois composant des fractions de référence (C1 ref et 

C2 ref et C3 ref) et celui du BaP pur. 

 

 Groupe G1 t3 V.5.1.3.

Le modèle à 4 composants du groupe G1 t3 a eu un CorConDia faible de 41% mais on 

retrouve bien les caractéristiques spectrales des trois fluorophores présents dans les fractions 

du sol et un quatrième fluorophore qui ressemble à celui du BaP pur (Figure V-41). Les 

pseudo-concentrations de ces quatre fluorophores sont présentées dans l’Annexe D. 

 

  



Chapitre V – Devenir du BaP dans les fractions de sol SH, AF et AH au cours du 

temps 

 

113 

 

  

Figure ‎V-41 Spectres d’excitation (tiret) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés issus 

du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G1 t3. 

 

 Comparaison des groupes G1 t1 ; G1 t2 et G1 t3 V.5.1.4.

On a procédé à une comparaison des spectres d’excitation et d’émission de 

fluorescence issus des modèles à quatre composants de PARAFAC des groupes G1 t1, G1 t2 

et G1 t3. La superposition des spectres de ces composants montre qu’il n’y a pas de 

modifications spectrales et les fluorophores possèdent la même forme aux trois temps 

d’analyse (Figure V-42).  

Il existe peu de variations des pseudo-concentrations aux différents temps de cinétique 

pour les composant de SH et AF qui présentent des pentes proches entre 24, 48 et 72h. Tandis 

que dans la fraction AH, les composants C1, C2, C3 et C3 C4 présentent les mêmes variations 

à 24 et 48 h qui diffèrent à 72 h (Figure V-43). Les composants montrent une augmentation 

linéaire avec la quantité de matière organique quel que soit le temps.  
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 Excitation Émission 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

C4 

  

Figure ‎V-42 Superposition des spectres d’excitation et d’émission des composants C1, C2, C3 et C4 des 

groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3 résultants des modèles PARAFAC à 4 composants. 
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G1 SH AF AH 

C1 

   

C2 

   

C3 

   

C4 

   

Figure ‎V-43 Comparaison des pseudo-concentrations des composants issus des modèles PARAFAC à 4 composants des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3.
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 Groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3 V.5.1.5.

Les groupes G2 t1, t2 et t3 ont été traités par des modèles PARAFAC à quatre 

composants. Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants 

résultants et leurs pseudo-concentrations sont présentés dans l’Annexe E. Une grande 

similarité a été constatée avec ceux de référence (Figure V- 44). Les CorConDia des modèles 

PARAFAC des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3, ainsi que les longueurs d’onde des pics des 4 

composants des groupes identifiés sont représentés dans le tableau V-11.  

Les superpositions des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 

composants issus de ces trois groupes sont identiques (Figure V-45). Les variations des 

pseudo-concentrations (Figure V-46) ont la même tendance pour tous les composants à tous 

les temps de cinétique avec quelques variations de pentes et les composants montrent une 

augmentation linéaire avec la quantité de matière organique quel que soit le temps. 

Tableau ‎V-11. CorConDia et longueurs d’onde λex / λem des composants identifiés par des modèles 

PARAFAC à 4 composants des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3. 

 G2 t1 (36,371%) G2 t2 (39,656%) G2 t3 (25,604%) 

C1 (λex/λem) nm 330/436 330/433 330/435 

C2 (λex/λem) nm (280)460/(494)529 (320)460/(495)527 320-460/(495)527 

C3 (λex/λem) nm 290-370/411(428) (290)370/411-428 290-370/410-428 

C4 (λex/λem) nm 380/475 380/468 390/476(517) 

  

  

Figure ‎V-44 Superposition des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des quatre composants 

résultants du modèle PARAFAC du groupe G2 t1 (exemple). 
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Excitation G2 Émission G2 

C1 

  

C2 

  

C3 

  

C4 

  

Figure ‎V-45 Comparaison des spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 4 composants 

résultants des modèles PARAFAC des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3. 
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G2 SH AF AH 

C1 

   

C2 

 
  

C3 

   

C4 

   

Figure ‎V-46   Comparaison des pseudo-concentrations des composants issus des modèles PARAFAC à 4 composants des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3. 
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 Groupe G3 t1, G3 t2 et G3 t3 V.5.1.6.

Les composants obtenus du traitement PARAFAC des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3 

sont très similaires. Les CorConDia des modèles ainsi que les longueurs d’ondes λex/λem des 

composants sont présentés dans le tableau V-12. Les spectres d’excitation et d’émission de 

fluorescence et les pseudo-concentrations des composants sont présentés dans l’Annexe F. 

Les composants montrent une évolution identique à G1 et G2. 

Tableau ‎V-12 CorConDia et longueurs d’ondes λex / λem des composants identifiés par des modèles 

PARAFAC à 4 composants de groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3. 

 G3 t1 (33,404 %) G3 t2 (27,758 %) G3 t3 (21,633 %) 

C1 (λex/λem) nm 330/437 330/436 330 / 437 

C2 (λex/λem) nm 320- 460/526 320-460/526 320- 460/526 

C3 (λex/λem) nm 290-370/410-428 290-370/ 410-428 290-370 /410-428 

C4 (λex/λem) nm 390/468 390/468 390 / 468 
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G3 SH AF AH 
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C2 

 
 

 

C3 

   

C4 

   

Figure ‎V-47  Comparaison des pseudo-concentrations des composants issus des modèles PARAFAC à 4 composants des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3.
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 Comparaison des deux modèles à 3 et 4 composants V.5.1.7.

Les modèles PARAFAC à trois composants des groupes testés ont tous des 

CorConDia plus élevés que ceux des modèles à quatre composants.  

On constate que les spectres d’excitation et d’émission des composants obtenus par les 

modèles à quatre composants ne subissent pas de modifications spectrales au cours du temps 

avec les variations soit de la concentration du BaP ou soit de la matière organique dissoute, ce 

qui n’est pas le cas pour ceux obtenus par les modèles à trois composants. D’après le tableau 

V-13 on constate bien que pour les traitements à 4 composants le composant 1 ne se décale 

pas quels que soit la concentration de BaP et le temps de cinétique, alors que dans les modèles 

à trois composants, on constate que pour le groupe G1, avec la concentration BaP de 10
-4

 M, 

les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence du composant C1 sont décalés entre t1 

et t2 d’une part et t3 d’autre part.    

 

Tableau ‎V-13 Longueurs d’ondes λex /λem des composants C1 dans tous les groupes testés en fonction 

des modèles PARAFAC. 

Composants λex /λem (nm) Modèles  PARAFAC 

C1 G1 t1 

C1 G1 t2 
340/434 (±1) 3 composants 

C1 G1 t3 

C1 G2 t1 

C1 G2 t2 

C1 G2 t3 

C1 G3 t1 

C1 G3 t2 

C1 G3 t3 

350/467 (±1) 3 composants 

C1 G1 t1 

C1 G1 t2 

C1 G1 t3 

C1 G2 t1 

C1 G2 t2 

C1 G2 t3 

C1 G3 t1 

C1 G3 t2 

C1 G3 t3 

330/434 (±1) 4 composants 

 

Pour le composant C2, on retrouve que les positions des spectres de celui-ci dépendent 

aussi du modèle, de la concentration de BaP et même du temps de cinétique. En effet, pour les 
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modèles à 3 composants, les propriétés spectrales du composant C2 G1 sont identiques à t1 et 

t2 alors qu’à t3, on observe un décalage en excitation et en émission. Les groupes G2 et G3 

ont des composants C2 identiques (Tableau V-14). 

Avec un modèle à 4 composants, les composants C2 des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3 

sont identiques entre eux et à quelques nanomètres près par rapport aux autres longueurs 

d’ondes λex /λem des composants C2 des autres groupes obtenus par des modèles à 4 composants.  

 

Tableau ‎V-14 Longueurs d’ondes λex /λem des composants C2 dans tous les groupes testés en fonction 

des modèles PARAFAC. 

Composants λex /λem (nm) Modèles  PARAFAC 

C2 G1 t1 

C2 G1 t2 
(290) 410 / (492) 522 3 composants 

C2 G1 t3 (290) 450 / (494) 526 3 composants 

C2 G2 t1 

C2 G2 t2 

C2 G2 t3 

C2 G3 t1 

C2 G3 t2 

C2 G3 t3 

(300) 460 / (494) 525 3 composants 

C2 G1 t1 

C2 G1 t2 

C2 G1 t3 

(320) 460 / (501) 526 4 composants 

C2 G2 t1 

C2 G2 t2 

C2 G2 t3 

C2 G3 t1 

C2 G3 t1 

C2 G3 t3 

(320) 460 / (494) 525 4 composants 

 

Le composant C3 identifié comme étant le BaP se trouve aux mêmes longueurs 

d’ondes maximales λex /λem pour les groupe G1 t1 et G1 t2 obtenus par un modèle à trois 

composants, et pour tous les groupes obtenus par des modèles à 4 composants.  

Les groupes G1 t3 et G2 t1, G2 t2, G2 t3, G3 t1, G3 t2 et G3 t3 traités par des modèles 

à 3 composants ont des composants C3 décalés par rapport aux autres identifiés BaP mais ils 

sont identiques entre eux (Tableau V-15). 
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Quant au composant C4, il se trouve aux longueurs d’ondes maximales λex /λem de 

380/468 nm dans tous les groupes. 

Tableau ‎V-15 Longueurs d’ondes λex /λem des composants C3 dans tous les groupes testés en fonction 

des modèles PARAFAC. 

Composants λex /λem (nm) Modèles PARAFAC 

C3 G1 t1 

C3 G1 t2 
290-370 / 410-428 3 composants 

C3 G1 t3 

C3 G2 t1 

C3 G2 t2 

C3 G2 t3 

C3 G3 t1 

C3 G3 t2 

C3 G3 t3 

340/410 (426) 3 composants 

C3 G1 t1 

C3 G1 t2 

C3 G1 t3 

C3 G2 t1 

C3 G2 t2 

C3 G2 t3 

C3 G3 t1 

C3 G3 t2 

C3 G3 t3 

290-370/410-427 4 composants 
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Chapitre VI. Comparaison des concentrations du BaP obtenues 

par la méthode HPLC et par la méthode MEEFs-PARAFAC 

 

Pour compléter l’étude qualitative des mélanges SH, AF, AH avec BaP développée 

grâce à la méthode MEEF-PARAFAC, il est utile de prendre en compte aussi l’aspect 

quantitatif à partir des résultats obtenus pour le BaP. Les concentrations de BaP dans les 

différents échantillons présentés dans le chapitre V ont été déterminées en introduisant une 

gamme d’étalonnage de BaP dans l’eau dans chaque traitement PARAFAC (III-3). Dans le 

but de tester la validité des quantifications de BaP par la méthode MEEF-PARAFAC, tous les 

échantillons ont été également analysés par HPLC qui est la méthode conventionnelle de 

quantification des HAP (INERIS, 2006 ; Poster et al., 2006). 

VI.1. Quantification du BaP dans les mélanges SH, AF, AH avec BaP par 

HPLC 

VI.1.1. Étalonnage du BaP pur en HPLC 

Une série de solutions de BaP dans l’eau purifiée a été préparée pour être analysée en 

HPLC avec les conditions définies dans Matériel et Méthodes (III-3). Sur les 

chromatogrammes de ces solutions, le pic du BaP a été repéré à un temps de rétention de 13,5 

± 0,3 min. La mesure de l’aire des pics a permis de tracer la gamme d’étalonnage suivante 

(Figure VI-1). 

 

Figure ‎VI-1 Gamme d’étalonnage du BaP pur dans l’eau purifiée par HPLC. 
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VI.1.2. Analyses des mélanges SH, AF, AH avec le BaP par HPLC 

Tous les échantillons des groupes G1, G2 et G3 aux trois temps de cinétique (24, 48 et 

72h) ont été aussi analysés par HPLC. 

Sur les chromatogrammes, des pics sont apparus avant celui du BaP dans les 

différentes fractions (Tableau VI-1). Dans tous les échantillons, le BaP a un temps de 

rétention un peu plus court (tr3 = 12,82 ± 0,48 min) que dans les solutions pures de la gamme 

étalon (tr = 13,5 ± 0,3 min).  

Un premier pic (tr1 = 3,32 ± 0,04 min) apparaît dans un seul échantillon de SH du 

groupe G3 et un seul échantillon de AF du groupe G2. Il est présent aussi dans la fraction AH 

pour les groupes G1 t1 et G1 t2 ainsi que dans un seul échantillon de G3 t2. 

Un second pic (tr2 = 5,19 ± 0,09 min) est visible dans les groupes G1 et G2 de la 

fraction SH, dans un seul échantillon du groupe G1 t2 de la fraction AF ainsi que dans les 

groupes G1, G2 t1 et G2 t3 de la fraction AH.  

La fraction SH est caractérisée par la présence du deuxième pic dans les groupes G1 et 

G2. Dans la fraction AF les deux pics apparaissent ponctuellement. La fraction AH se 

caractérise par la présence des deux pics dans le groupe G1 et seulement par le deuxième pic 

dans le groupe G2. Dans le groupe G3 les deux pics n’apparaissent jamais. 

Tous les résultats d’HPLC sont indiqués dans l’Annexe G.  

Les concentrations du BaP ont été déterminées dans tous les échantillons analysés à 

partir de la droite d’étalonnage (Figure VI-1). 

Tableau ‎VI-1 Temps de rétention des pics observés par HPLC des groupes G1, G2 et G3  

temps de 

rétention (min) 
3,32 ± 0,04 5,19 ± 0,09 12,82 ± 0,48 

SH 
1 échantillon de G3 t1 ; 

G3 t2 et G3 t3 

G1 t1 ; G1 t2 ; G1 t3 

G2 t1 ; G2 t2 ; G2 t3 

G1 t1 ; G1 t2 ; G1 t3 

G2 t1 ; G2 t2 ; G2 t3 

G3 t1 ; G3 t2 ; G3 t3 

AF 
1 échantillon de G2 t1 ; 

G2 t2 et G2 t3 

1 échantillon de 

G1 t2 

G1 t1 ; G1 t2 ; G1 t3 

G2 t1 ; G2 t2 ; G2 t3 

G3 t1 ; G3 t2 ; G3 t3 

AH 
G1 t1 ; G1 t2 

1 échantillon de G3 t2 

G1 t1 ; G1 t2 ; G1 t3 

G2 t1 et G2 t3 

G1 t1 ; G1 t2 ; G1 t3 

G2 t1 ; G2 t2 ; G2 t3 

G3 t1 ; G3 t2 ; G3 t3 
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VI.2. Comparaison des quantifications du BaP par les deux méthodes 

Les concentrations calculées à partir des intensités de fluorescence des composants 

identifiés comme étant le BaP dans les modèles PARAFAC à 3 et à 4 composants et la 

gamme d’étalonnage du BaP pur dans l’eau par spectroscopie de fluorescence (Figure VI-2) 

sont comparées aux concentrations calculées par HPLC dans ces mêmes échantillons. Pour le 

groupe G1, les résultats issus des modèles à 3 composants sont présentés dans la figure VI-3.  

 

Figure ‎VI-2 Gamme d’étalonnage du BaP pur dans l’eau purifiée par spectroscopie de fluorescence. 

 

 

Figure ‎VI-3 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 

t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 3 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. La taille des 

marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 
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Les concentrations de BaP qui se rapprochent le plus de la validation par les deux 

méthodes sont celles de la fraction SH et quelques-unes de la fraction AH. Pour les autres 

échantillons il n’y a pas de validation des concentrations de BaP entre les deux méthodes. Le 

décalage des points reflète soit une sous-estimation des concentrations de BaP par HPLC soit 

une surestimation des concentrations du BaP par fluorescence.  

Les résultats du groupe G1 issus des modèles à 4 composants (Figure VI-4) montre la 

validation des concentrations du BaP par les deux méthodes pour la fraction SH sauf pour les 

échantillons de concentration élevée en matière organique. Pour les autres échantillons, on 

retrouve la même tendance que pour le modèle à 3 composants.  

 

 

Figure ‎VI-4 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 

t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 4 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. La taille des 

marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 

 

Dans la figure VI-5 sont représentées les variations des concentrations de BaP des 

échantillons en fonction de la quantité de matière organique pour le modèle à 3 composants, 

le modèle à 4 composants et l’HPLC. 

Dans la fraction SH, les concentrations de BaP du groupe G1 t1 sont proches entre 

l’HPLC et le modèle à 4 composants pour les échantillons à faible teneur en matière 

organique. Dans le groupe G1 t2, l’écart entre les trois méthodes augmente avec la 

concentration en matière organique. L’HPLC donne des concentrations plus élevées que celle 

des modèles à 3 et du modèle à 4 composants. 
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Pour le groupe G1 t3, les concentrations des deux modèles PARAFAC sont similaires 

mais sont différentes de celles de l’HPLC. 

Dans la fraction AF, le modèle à 3 composants a permis d’estimer la concentration du 

BaP seulement dans l’échantillon de faible teneur en matière organique dans les groupes 

G1 t1 et G1 t2. Dans ces deux groupes les concentrations du modèle à 4 composants sont 

proches de celles de l’HPLC sauf pour la faible teneur en matière organique. Par contre les 

concentrations du BaP sont identiques dans le groupe G1 t3 pour les trois méthodes.  

Dans la fraction AH, les groupes G1 t1 et G1 t2 montrent des concentrations de BaP 

très similaires pour les deux modèles PARAFAC qui sont plus élevées que celles de l’HPLC. 

Pour le groupe G1 t3 il y a un écart entre les concentrations des trois méthodes ; celles 

obtenues par le modèle à 4 composants étant plus élevées que celles du modèle à 3 

composants et celles de l’HPLC.  

En conclusion, pour de grandes concentrations de BaP (G1) à 24h, la concentration de 

BaP dans les échantillons de SH de faible concentration en COD était très proche par HPLC 

et par les modèles PARAFAC. Pour la fraction AF à 24 h et 48 h le modèle à 3 composants 

n’a détecté le BaP que dans les échantillons AF ayant une concentration en COD de 2,7 mg/l, 

tandis qu’à 72h, les concentrations de BaP obtenus par HPLC et par les deux modèles 

PARAFAC sont très similaires. Pour AH, à t1 et t2 en augmentant la concentration de la MO, 

les concentrations obtenues par les deux modèles PARAFAC sont plus grandes que celles 

obtenues par HPLC alors qu’à t3 ces concentrations diminuent et se rapprochent des 

concentrations obtenues par HPLC. 
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Figure ‎VI-5 Comparaison des concentrations du BaP obtenus par les modèles PARAFAC à 3 et à 4 composants et par HPLC des groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3.
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Pour le groupe G3 ; les concentrations de BaP sont comparées entre le modèle à 3 

composants et l’HPLC (Figure VI-6) et entre le modèle à 4 composants et l’HPLC (Figure VI-

7). 

 

 

Figure ‎VI-6 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 

t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 3 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. La taille des 

marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 

 

 

Figure ‎VI-7 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 

t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 4 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. (La taille des 

marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 
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Pour le groupe G2, il n’y a pas de validation des concentrations du BaP entre le 

modèle à 3 composants et l’HPLC. Par contre, la meilleure validation des concentrations de 

BaP est réalisée entre le modèle à 4 composants et l’HPLC surtout pour les échantillons à 

faible teneur en matière organique.  

Les comparaisons des concentrations de BaP dans les échantillons de teneurs en 

matière organique différentes pour les trois méthodes sont présentées Figure VI-8. 

Dans les groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3 de la fraction SH, les concentrations de BaP 

sont très similaires dans l’échantillon de faible teneur en matière organique pour les trois 

méthodes. L’écart entre les trois méthodes augmente avec la teneur en matière organique. Une 

surestimation des concentrations de BaP pour le modèle à trois composants est marquée par 

rapport à celles du modèle à 4 composants et surtout à celles de l’HPLC. 

On constate que les concentrations du BaP présentes dans les échantillons AF des 

groupes G2 t1 ; G2 t2 et G2 t3 obtenues par HPLC et par le modèle PARAFAC à 4 

composants sont très proches alors que celles des modèles à 3 composants ont des valeurs 

surestimées. On constate de même que cet écart entre les concentrations obtenues par un 

modèle à 3 composants d’une part et par HPLC ou le modèle à 4 composants d’autre part 

augmente avec la concentration en COD.  

Pour la fraction AH, à t1, t2 et t3 les concentrations du BaP obtenues par les modèles 

PARAFAC à 3 et 4 composants sont identiques. Elles sont inférieures à celles obtenues par 

HPLC pour t1 et supérieures pour t2. À t3, l’écart entre HPLC et modèles PARAFAC 

diminue avec l’augmentation de la teneur en matière organique (Figure VI-8). 
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Figure ‎VI-8 Comparaison des concentrations du BaP obtenues par les modèles PARAFAC à 3 et à 4 composants et par HPLC des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3. 
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Pour G3, les comparaisons des concentrations de BaP entre le modèle à 3 composants 

et l’HPLC sont présentées  dans la figure VI-9. Celles entre le modèle à 4 composants et 

l’HPLC sont présentées dans la figure VI-10. 

 

Figure ‎VI-9 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G3 t1, G3 t2 et 

G3 t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 3 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. La taille 

des marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 

 

Figure ‎VI-10 Comparaison des concentrations du BaP dans les échantillons des groupes G3 t1, G3 t2 et 

G3 t3 obtenues par HPLC et par les modèles à 4 composants de la méthode MEEFs-PARAFAC. La taille 

des marqueurs est proportionnelle à la concentration de la MOD (mg COD/l). 

 

Les concentrations de BaP dans les échantillons des fractions SH et AH des groupes 

G3 t1, G3 t2 et G3 t3 ont été faiblement détectées par l’HPLC alors qu’elles sont bien 

détectées en fluorescence (Figure VI-9 et VI-10).   
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Les concentrations de BaP dans les échantillons de teneurs en matières organiques 

variables sont très différentes entre les trois méthodes pour les fractions SH et AF (Figure VI-

11). Celles obtenues par le modèle à 3 composants sont surestimées par rapport à celles du 

modèle à 4 composants et surtout à celles de l’HPLC avec un écart croissant lié à la teneur en 

matière organique des échantillons. 

Dans la fraction AH, l’évolution des concentrations de BaP est similaire à t1, t2 et t3 

avec des valeurs identiques pour les deux modèles PARAFAC et des valeurs très faibles en 

HPLC. 

La meilleure validation des concentrations de BaP entre MEEF-PARAFAC et HPLC a 

été obtenue pour le groupe G2 entre le modèle à 4 composants et l’HPLC. Pour les 

échantillons à faible teneur en matière organique, la validation entre fluorescence et HPLC est 

plus fiable pour G1 et G2.  

Dans les groupes G2 et G3, les concentrations de BaP sont surestimées pour le modèle 

à 3 composants par rapport au modèle à 4 composants et à l’HPLC dans les fractions SH et 

AF. Par contre, les concentrations de BaP sont similaires entre les deux modèles pour la 

fraction AH dans les trois groupes G1, G2 et G3 avec des valeurs plus élevées que celles de 

l’HPLC sauf pour G2 t1. 

Dans le groupe G1, les concentrations de BaP sont proches entre le modèle à 4 

composants et l’HPLC pour SH et AF sauf pour G1 t3 de SH. 

Globalement la validation des concentrations de BaP est meilleure entre le modèle à 4 

composants et l’HPLC dans la fraction AF des groupes G1 et G2 et pour la fraction SH des 

groupes G1 t1, G2 t1 et G2 t2. Par contre les concentrations de BaP ne sont pas validées entre 

les deux modèles PARAFAC et l’HPLC dans la fraction AH ni dans le groupe G3. 

Ces comparaisons de quantification du BaP dans les échantillons participent donc à la 

mise en valeur des résultats obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants et renforce la 

difficulté de faire le choix du bon modèle PARAFAC entre l’aspect qualitatif et quantitatif 

des résultats.   

.  
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Figure ‎VI-11. Comparaison des concentrations du BaP obtenues par les modèles PARAFAC à 3 et à 4 composants et par HPLC des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3.



Chapitre VII – Détection du BaP dans des sols incendiés (SH, AF, AH) 

 

136 

 

Chapitre VII. Détection du BaP dans des sols incendiés (SH, AF, 

AH) 

VII.1. Préparation et analyses des sols 

Des échantillons naturels provenant d’un sol incendié ont été sélectionnés pour 

appliquer la méthode MEEF-PARAFAC à la détection du BaP dans un sol contaminé 

naturellement suite à un incendie.  

Un échantillon a été prélevé à proximité de la zone incendiée qui servira de ‘sol 

témoin’. Deux échantillons ont été prélevés dans la zone incendiée : un situé au ‘Départ du 

feu’ et un autre situé à environ 300 m qui correspond à de la ‘Terre brûlée’ (Figure III-11).  

Les échantillons de sols ont été séchés, broyés, tamisés (< 2 mm) comme indiqué dans 

le Matériels et Méthodes (III-1.1.) 

L’extraction des substances humiques et le fractionnement en acides fulvique et acides 

humique ont été réalisé comme cité dans la section Matériels et Méthodes (III-1.3.). Des 

dilutions ont été effectuées afin d’éviter les effets d’écran. Les échantillons ont été analysés 

par la méthode MEEFs 3D (paragraphe III-4.2) à l’aide d’un spectrofluorimètre Jasco 

FP8300. 

Les matrices ont été traitées par PARAFAC en deux jeux de données séparées. Le 

premier jeu contenant les trois fractions SH, AF et AH du sol témoin situé hors du périmètre 

du feu, et le deuxième jeu contenant les fractions SH, AF et AH des deux échantillons situés 

dans le périmètre du feu avec des solutions de BaP pur dans l’eau purifiée. Des modèles 

PARAFAC allant jusqu’à six composants ont été testés. Le modèle à deux composants a été 

choisi pour le premier jeu de données et pour le deuxième, le traitement PARAFAC à trois 

composants a été sélectionné. Le choix des modèles était basé comme précédemment sur la 

forme des spectres obtenus et le pourcentage de CorConDia.  

VII.2. Caractéristiques spectrales des composants des sols témoins et 

incendiés 

Le modèle PARAFAC à deux composants des échantillons SH, AF et AH du sol 

témoin a un CorConDia de 99,810%. Les MEEFs et les spectres d’excitation et d’émission de 
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fluorescence des deux composants ainsi obtenus sont présentés dans la figure VII-1. Le 

composant C1 a ces longueurs d’ondes maximales λex/λem à 230/417 nm avec un épaulement 

en excitation à la longueur d’onde 300 nm. Les λex/λem du composant C2 se situent aux 

longueurs d’ondes 260-370/475-(530) nm. 

Pour les sols brûlés, le modèle PARAFAC à 3 composants a obtenu un CorConDia de 

83,509 %. Les MEEFs et les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des 3 

composants sont illustrés dans la figure VII-2. Le composant C1 a ses longueurs d’ondes 

maximales (λex/λem) à 230-310/415 nm. Les longueurs d’ondes maximales λex/λem du 

composant C2 se situent à 270-370/476(522) nm. Le troisième composant a ses longueurs 

d’ondes maximales λex/λem à 270-360/408-430 nm. 

 

 
 

  

Figure ‎VII-1 MEEFs et spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des trois composants présents 

dans les échantillons des SH, AF et AH du sol témoin. 
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Figure ‎VII-2 MEEFs et spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des 

trois composants présents dans les échantillons des SH, AF et AH du sol brulé. 

 

Les composants des sols brûlés sont comparés à ceux du sol témoin et du BaP (Figure 

VII-4). Une grande similarité existe entre les spectres d’émission des composants du sol 

témoins et ceux des sols brûlés (rc = 0,995 pour C1 et rc = 0,991 pour C2) (Tableau VII-1). 

L’excitation du composant C1 des sols brûlés diffère de celle du sol témoin au niveau du pic à 
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310 nm qui devient un épaulement dans les sols témoin (rc = 0,994). L’excitation du 

composant C2 des sols brûlés est légèrement décalée par rapport à celle du composant C2 du 

sol témoin (rc = 0,995). Le composant C3 identifié comme étant le BaP a été comparé au BaP 

pur. Pour l’excitation du composant C3 du sol brûlé on constate que le creux entre les deux 

pics est moins défini que celui présent sur le spectre du BaP pur (rc = 0,979). L’émission du 

composant C3 et du BaP pur sont très similaires (rc = 0,987). 

 

  

 

Figure ‎VII-3 Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence 

des trois composants obtenus par MEEF-PARAFAC sur échantillons de sols brulés avec ceux du sol 

témoin et du BaP pur. 

Tableau ‎VII-1. Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du modèle PARAFAC à 3 composants des échantillons DF et TB et les composants de 

issus du modèle PARAFAC à deux composants des échantillons du sol témoin et ceux du BaP pur. 

Excitation C1  C2  C3   Émission C1  C2  C3  

C1 témoin 0,994    C1 témoin 0,995   

C2 témoin  0,995   C2 témoin  0,991  

BaP pur   0,979  BaP pur   0,987 
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VII.3. Comparaisons des pseudo-concentrations entre les trois stations 

Les pseudo-concentrations des composants C1, C2 et C3 dans le sol témoin et les sols 

incendiés sont présentées dans la figure (VII-4). Dans les trois fractions, ces pseudo-

concentrations des composants sont bien plus élevées dans le sol Départ Feu (DF) comparé au 

sol plus éloigné (Terre brûlée TB) et que dans le sol témoin avec des valeurs maximales pour 

C1. Les pseudo-concentrations du BaP sont aussi plus élevées dans le sol DF comparé au sol 

TB dans les fractions SH et AH, par contre elles sont minimales dans la fraction AF. 

 

SH 

 
AF 

 
AH 

 

Figure ‎VII-4 Pseudo-concentrations des composants C1, C2 et C3 dans le sol témoin et les sols incendiés 

(DF et TB).  
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Figure ‎VII-5 Concentration du BaP dans les fractions SH, AF et AH des échantillons DF et TB déterminés 

à partir de la gamme d’étalonnage du BaP par spectroscopie de fluorescence. 

 

La figure VII-5 présente les concentrations du BaP calculé à partir de l’équation de la 

gamme étalon du BaP pur dans l’eau. Les concentrations du BaP dans les échantillons SH du 

sol DF sont plus élevées (3.10
-7 

M) que celles dans les fractions AF et AH. Il en est de même 

pour les échantillons de TB, mais avec un écart moins grand entre les concentrations du BaP 

dans la fraction SH d’une part et AF et AH d’autre part.  

C’est la première application de la méthode MEEF-PARAFAC pour la détection du 

BaP dans les trois fractions du sol naturel qui permet la quantification du BaP dans les 

fractions SH, AF et AH. 
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Conclusion   

Dans ce travail, le devenir du contaminant BaP dans un sol a été abordé à travers 

l’étude de la fluorescence des MOS dans les trois fractions physiques SH, AF et AH. Les 

mélanges des trois fractions avec le BaP ont été testés en fonction de la quantité de matière 

organique, de la concentration en BaP et en fonction du temps. Tous les échantillons ont été 

analysés par la méthode MEEFs-PARAFAC qui a permis l’étude qualitative et quantitative de 

ces mélanges complexes. 

La présence du BaP dans le sol modifie les propriétés spectrales des composants de la 

matière organique de manière différente dans les trois fractions physiques SH, AF et AH d’où 

l’intérêt d’étudier ces trois fractions séparément.  

Parmi les trois composants déterminés, deux correspondent à la matière organique (C1 

et C2) alors que C3 représente le BaP. L’ajout de BaP influence les variations de pseudo-

concentration du composant C2 dans les fractions SH et AF et celles du composant C1 dans la 

fraction AH. Ces modifications pourraient être dues à des transferts d’énergie du BaP vers les 

composants de la matière organique mais aussi à des processus de complexations pour AF et 

AH. 

Concernant les transformations spectrales des composants de la matière organique et 

du BaP en fonction de la quantité de matière organique et du temps (24, 48 et 72h) pour trois 

concentrations de BaP (10
-4

, 10
-5

, 10
-7

 M), le choix des modèles PARAFAC s’est avéré 

difficile entre les modèles à 3 ou à 4 composants. Si on se base seulement sur les critères 

mathématiques (CorConDia), ce sont les modèles à 3 composants qu’il faut choisir. Si on 

rajoute l’aspect chimique (formes spectrales) alors les modèles à 4 composants ont leurs 

intérêts aussi. Les résultats des modèles à 3 composants montrent des modifications spectrales 

du BaP après 72h d’agitation et pour de faibles concentrations de BaP (10
-7

 M). Ces 

transformations n’apparaissent pas dans les modèles à 4 composants.  

Pour l’aspect quantitatif, les concentrations de BaP déterminées par les modèles à 4 

composants ont montré une meilleure validation avec celles définies par HPLC pour le groupe 

G2 (10
-5

 M de BaP) surtout dans la fraction SH. Dans le cas des modèles à 3 composants, les 

concentrations de BaP sont validées par celles d’HPLC dans le groupe G1 (10
-4

 M de BaP) 
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surtout dans la fraction SH. Aucune validation n’a pu être établie dans le groupe G3 (10
-7

 M 

de BaP). 

La méthodologie MEEFs-PARAFAC a été appliquée à la détection du BaP dans des 

sols contaminés naturellement suite à un incendie. Deux composants caractéristiques de la 

matière organique ont été définis pour SH, AF et AH et un composant correspondant au BaP. 

Cette première application en condition de terrain a permis de quantifier la présence de BaP 

naturelle dans un sol incendié.  

Cette étude a permis de mettre en évidence que la matière organique solubilise le 

benzo(a)pyrène qui est toxique ce qui met en danger l’environnement. 
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Perspectives   

Afin de compléter cette étude, la principale perspective serait de développer les 

mesures en durée de vie sur les trois fractions séparées. Cette étude devrait permettre de 

mieux comprendre les processus de complexation et de transferts d’énergie entre le BaP et la 

matière organique. L’obtention des spectres liés aux durées de vie permettrait également de 

faire le lien avec les composants issus des traitements PARAFAC. 

La validation de la quantification du BaP entre les méthodes MEEF-PARAFAC et 

HPLC doit être améliorée. La fiabilité de cette validation serait nécessaire pour le 

développement des applications par la méthode de fluorescence à la détection de 

contaminants de type HAP dans les sols.  

Une étude statistique sera utile pour mieux présenter et exploiter les résultats du 

chapitre V. 

Il sera utile de mener des études sur des sols brûlés dans d’autres sites, tels des terres 

agricoles en présence de végétation.  
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Annexe A  

MEEFs et spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des composants présents 

dans les fractions de référence SH, AF et AH par des traitements PARAFAC à deux et à 

trois composants. 

  

 

 

Figure A.A 1 MEEFS et spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des fluorophores présents dans 

les fractions SH, AF et AH obtenus par un traitement PARAFAC à deux composants. 

  

 

 

  

Figure A.A 2 MEEFS et spectres d’excitation et d’émission de fluorescence des fluorophores présents dans 

les fractions SH, AF et AH obtenus par un traitement PARAFAC à trois composants. 
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Annexe B  

MEEFs des fluorophores présents dans les groupes G1 t1, G1 t2, G1 t3, G2 t1, G2 t2, G2 

t3, G3 t1, G3 t2, G3 t3 obtenus par des modèles de PARAFAC à 3 composants 

  

 

Figure A.B 1.MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G1 t1. 

 

 

 

Figure A.B 2MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G1 t2. 

 

 

 

Figure A.B 3.FMEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G1 t3. 

 

 

 

Figure A.B 4.MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G2 t1. 

 

 

 

Figure A.B 5.MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G2 t2. 
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Figure A.B 6. MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G2 t3. 

 

 

 

Figure A.B 7.MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G3 t1. 

 

 

 

Figure A.B 8 MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G3 t2. 

 

 

 

Figure A.B 9 MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à trois composants du groupe G3 t3. 
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Annexe C   

Résultats des modèles PARAFAC à trois composants des groupes G3 t2 et G3 t3  

  

Figure A.C.1. Spectres d’excitation (gauche) et d’émission (droite) de fluorescence des composés issus du 

modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G3 t2.  

 

  

Figure A.C.2. Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des trois 

composants issus du modèle PARAFAC du groupe G3 t2 et les spectres d’excitation et d’émission des 

composants du modèle PARAFAC à deux composant des fractions de référence (C1 ref et C2 ref) et celui 

du BaP pur. 

 

Tableau A.C.1. Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe G3 t2 avec un modèle PARAFAC à 3 composants d’une part avec les 

composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) et ceux du BaP 

pur. 

Excitation C1 G3 t2 C2 G3 t2 C3 G3 t2  Émission C1 G3 t2 C2 G3 t2 C3 G3 t2 

C1 ref 0,914    C1 ref 0,769   

C2 ref  0,977   C2 ref  0,953  

BaP pur   0,774  BaP pur   0,973 
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Figure A.C.3. Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G3 t2. 

 

 

 

Figure A.C.4. Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence des composés 

issus du modèle PARAFAC à 3 composants du groupe G3 t3. 

 

   

Figure A.C.5. Superposition des spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) de fluorescence 

des composants du groupe G3 t3 avec ceux de référence. 
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Tableau A.C.2. Valeur des coefficients de similarité rc des spectres d’excitation et d’émission des 

fluorophores issus du groupe 9 avec un modèle PARAFAC à 3 composants (C1 G3 t3, C2 G3 t3 et C3 G3 

t3) avec les composants de référence issus du modèle PARAFAC à deux composants (C1 ref et C2 ref) et 

ceux du BaP pur. 

Excitation C1 G3 t3 C2 G3 t3 C3 G3 t3  Émission C1 G3 t3 C2 G3 t3 C3 G3 t3 

C1 ref 0,913    C1 ref 0,767   

C2 ref  0,975   C2 ref  0,952  

BaP pur   0,774  BaP pur   0,973 
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Figure A.C.6. Pseudo-concentrations des fluorophores présents dans les échantillons du groupe G3 t3.
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Annexe D  

Pseudo-concentrations des composants issus des modèles PARAFAC à 4 composants des 

groupes G1 t1, G1 t2 et G1 t3  

  

 

 

Figure A.D 1. MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G1 t1. 
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Figure A.D. 1 Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G1 t1. 
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Figure A.D. 2. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G1 t2. 
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Figure A.D. 3. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G1 t3.  
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Annexe E  

Spectres d’excitation et d’émission et pseudo-concentrations des composants issus 

des modèles PARAFAC à 4 composants des groupes G2 t1, G2 t2 et G2 t3 et MEEFs des 

fluorophores du groupe G2 t1 

  

 

 

Figure A.E. 1. MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G2 t1. 

 

  

Figure A.E.4. Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des composants présents dans les 

échantillons du groupe G2 t1 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.E.5. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G2 t1. 

 

  

Figure A.E.6.  Spectres d’excitation (tirets) et d’émission (ligne continue) des composants présents dans les 

échantillons du groupe G2 t2 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.E.7. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G2 t2. 

 

  

Figure A.E.8. Spectres d’excitation et d’émission des composants présents dans les échantillons du groupe 

G2 t3 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.E.9. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G3 t3. 
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Annexe F  

Spectres d’excitation et d’émission et pseudo-concentrations des composants issus 

des modèles PARAFAC à 4 composants des groupes G3 t1, G3 t2 et G3 t3, et MEEFs des 

fluorophores du groupe G3 t1 

 

 

 

 

Figure A.F. 1. MEEFs des fluorophores issus du modèle PARAFAC à 4 composants du groupe G3 t1. 

 

  

Figure A.F. 2. Spectres d’excitation et d’émission des composants présents dans les échantillons du groupe 

G3 t1 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.F. 3. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G3 t1. 

 

 

 

  

Figure A.F. 4. Spectres d’excitation et d’émission des composants présents dans les échantillons du groupe 

G3 t2 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.F. 5. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G3 t2. 

 

 

  

Figure A.F. 6. Spectres d’excitation et d’émission des composants présents dans les échantillons du groupe 

G3 t3 obtenus par le modèle PARAFAC à 4 composants. 
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Figure A.F. 7. Pseudo-concentrations issus du modèle PARAFAC à 4 composants des fluorophores 

présents dans les échantillons du groupe G3 t3. 
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Annexe G  

Temps de rétentions des pics observés dans les groupes G1, G2 et G3 

 
Tr 1 Tr 2 Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 Tr3 

SH1 G1 t1   5,21 13,14 

 

SH1 G1 t2   5,38 12,49 

 

SH1 G1 t3   5,27 12,47 

SH2 G1 t1   5,31 12,45 

 

SH2 G1 t2   5,27 12,72 

 

SH2 G1 t3   5,13 12,49 

SH3 G1 t1   5,11 12,63 

 

SH3 G1 t2   5,19 13,63 

 

SH3 G1 t3   5,16 12,62 

AF1 G1 t1     12,06 

 

AF1 G1 t2   4,97 13,25 

 

AF1 G1 t3     12,85 

AF2 G1 t1     12,07 

 

AF2 G1 t2     13,11 

 

AF2 G1 t3     12,94 

AF3 G1 t1     12,07 

 

AF3 G1 t2     12,99 

 

AF3 G1 t3     12,8 

AF4 G1 t1     11,86 

 

AF4 G1 t2     12,95 

 

AF4 G1 t3     12,85 

AF5 G1 t1     11,72 

 

AF5 G1 t2     12,73 

 

AF5 G1 t3     12,94 

AH1 G1 t1 3,3 5,15 12,99 

 

AH1 G1 t2 3,29 5,11 13,28 

 

AH1 G1 t3   5,27 13,25 

AH2 G1 t1 3,3 5,1 13,15 

 

AH3 G1 t2   5,22 13,29 

 

AH3 G1 t3     13,25 

 
Tr 1 Tr 2 Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 Tr3 

SH1 G2 t1   5.28 13.32 

 

SH1 G2 t2   5.26 13.6 

 

SH1 G2 t3   5.08 12.81 

SH2 G2 t1     13.05 

 

SH2 G2 t2     13.72 

 

SH2 G2 t3     12.63 

SH3 G2 t1   5.25 13.08 

 

SH3 G2 t2   5.29 13.35 

 

SH3 G2 t3   5.14 12.56 

AF1 G2 t1     12.08 

 

AF1 G2 t2     13.16 

 

AF1 G2 t3     12.84 

AF2 G2 t1     12.06 

 

AF2 G2 t2     13.02 

 

AF2 G2 t3     12.92 

AF3 G2 t1 3.27   11.94 

 

AF3 G2 t2 3.36   13.07 

 

AF3 G2 t3 3.3   12.84 

AF4 G2 t1     11.85 

 

AF4 G2 t2     12.89 

 

AF4 G2 t3     12.85 

AF5 G2 t1     12.84 

 

AF5 G2 t2     12.68 

 

AF5 G2 t3     12.86 

AH1 G2 t1   5.1 12.79 

 

AH1 G2 t2     13.03 

 

AH1 G2 t3   5.23 13.35 

AH2 G2 t1   5.12 12.66 

 

AH3 G2 t2     13.32 

 

AH3 G2 t3   5.25 13.28 
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Tr 1 Tr 2 Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 T* Tr3 

 
 

Tr 1 Tr 2 Tr3 

SH1 G3 t1 3.39   13.44 
 

SH1 G3 t2 3.34     12.71 

 

SH1 G3 t3 3.28   12.77 

SH2 G3 t1     12.95 
 

SH2 G3 t2     8.88 13.74 

 

SH2 G3 t3     12.59 

SH3 G3 t1     13 
 

SH3 G3 t2       13.36 

 

SH3 G3 t3     12.56 

AF1 G3 t1     12.08 
 

AF1 G3 t2       13.16 

 

AF1 G3 t3     12.96 

AF2 G3 t1     12.1 
 

AF2 G3 t2       13.13 

 

AF2 G3 t3     12.87 

AF3 G3 t1     11.86 
 

AF3 G3 t2       13.16 

 

AF3 G3 t3     12.83 

AF4 G3 t1     11.77 
 

AF4 G3 t2         

 

AF4 G3 t3     12.97 

AF5 G3 t1     11.73 
 

AF5 G3 t2       12.71 

 

AF5 G3 t3     12.48 

AH1 G3 t1     12.79 
 

AH1 G3 t2 3.38     13.37 

 

AH1 G3 t3     13.34 

AH2 G3 t1     12.62 
 

AH3 G3 t2       13.32 

 

AH3 G3 t3     13.24 
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Résumé 

Les propriétés spectrales des composants fluorescents de la matière organique d’un sol 

naturel ont été étudiées dans les trois fractions physiques ; substances humiques, acide 

fulvique et acide humique, par la méthode des matrices d’excitation et d’émission de 

fluorescence couplée à l’algorithme Parallel Factor analysis (PARAFAC). Les modifications 

spectrales de ces composants ont été suivies (forme et pseudo-concentrations) en présence 

d’un contaminant de type hydrocarbure aromatique polycyclique (le benzo(a)pyrène (BaP), 

toxique et à caractère cancérigène) : (1) en faisant varier les volumes d’une solution pure de 

BaP dans chaque fraction de même concentration en matières organiques, (2) en faisant varier 

les concentrations en matière organique pour des concentrations fixes de BaP, qui ont été 

suivies dans le temps. Les résultats ont montré que le BaP influence d’une manière différente 

les fluorophores présents dans les trois fractions et ont permis de clarifier le type 

d’interactions avec une fraction ou l’autre. D’autre part, une discussion a été menée sur les 

paramètres de validation du nombre de composants pour le choix des modèles de PARAFAC. 

Mots clés : Matrices d’excitation et d’émission de fluorescence ; PARAFAC ; Substances 

humiques ; Acides fulviques ; Acides Humiques ; Benzo(a)pyrène. 

Abstract 

The spectral properties of the fluorescent components of the organic matter of a 

natural soil were studied in the three physical fractions; humic substances, fulvic acid and 

humic acid, by the method of the excitation and fluorescence emission matrices coupled to the 

Parallel Factor Analysis (PARAFAC) algorithm. The spectral modifications of these 

components were studied (form and pseudo-concentrations) in the presence of a polycyclic 

aromatic hydrocarbon contaminant (benzo (a) pyrene (BaP), toxic and carcinogenic): (1) by 

varying the volumes of a pure solution of BaP in each fraction having the same concentration 

of organic matter, (2) by varying the concentrations of organic matter for fixed concentrations 

of BaP, which were followed over time. The results showed that the BaP influences the 

fluorophores present in the three fractions in a different way and clarified the type of 

interactions with one fraction or the other. On the other hand, a discussion was held on 

parameters for validating the number of components for the selection of PARAFAC models. 

Keywords : Fluorescent excitation-emission matrices ; PARAFAC ; Humic 

substances ; Fulvic acid ; Humic acid ; Benzo(a)pyrene. 

 

 


