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Chapitre 1

1. Les matieres organiques dissoutes

1.1 Réles environnementaux des MOD

Les matiéres organiques dissoutes (MOD) sont aolaflience entre plusieurs
compartiments : pédosphére, hydrosphere, biospbtratmosphere. Cette situation leur
confére une grande réactivité vis-a-vis de leurirenmement et multiplie les possibilités
d’interactions des MOD avec ces différents compaatits. Ainsi, les MOD sont impliquées

dans de nombreuses problématiques environnemeantdlesles.

Les MOD constituent une source d’énergie importgmber les microorganismes
présents dans les sols et dans les milieux aqestiqdinsi, la quantité et la qualité de la
ressource en MOD disponibles ont été identifiés rmendes facteurs pouvant impacter le
développement et la diversité des communautés biaroes (Eiler et al., 2003; Landa et al.,
2014). En retour, une diversité microbienne plusettippée permet l'utilisation d'une
diversité plus grande de molécules qui composeM@D (Logue et al., 2016). Les MOD
constituent également une source de nutrimentatsisepour le bon développement des
végétaux. L'’ensemble de ces interactions font dies MOD un facteur de contréle de la
biodiversité.

Présentes des eaux continentales jusqu’aux océass,MOD constituent un
compartiment essentiel et trés réactif du cyclecdibone (Ciais et al., 2013). Lors de la
dégradation de ces MOD par la biomasse microbielasesols, une partie du carbone est
minéralisée sous forme de dioxyde de carbone ouétbane. Une partie de ces gaz carbonés
est dégazée vers I'atmosphére via la respiratiosotlou le dégazage des eaux de surface par
équilibre avec I'atmosphéere (Schlesinger et Andre2@00). Ces deux gaz a effet de serre
occupent une place centrale dans les problématidjinesatiques actuelles, par les boucles de
rétroactions dont elles font partie (Friedlingsteiral., 2006). Ainsi le devenir des MOD, leur
stabilisation ou leur dégradation le long du camtim sol/eau et I'impact que les changements
climatiques futurs pourraient avoir sur leurs désgesont intégrés dans les études portant sur
les changements climatiques futurs (IPCC 2014; &@at., 2000).

Les MOD jouent également un réle important dasgpl®blématiques de pollutions et
de qualité de I'eau. Leur faculté & former des glexes avec des polluants métalliques tels
gue l'arsenic, le zinc et le cuivre (Bauer et Blod2006; Cheng et al., 2005; Sarathy et Allen,

2005), ou avec des polluants organiques tels qpdsticides et les résidus médicamenteux
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(Pinto et al., 2015; Zhang et al., 2014) en font wpnie de diffusion de ces polluants dans
'environnement. Ces complexes entre la MOD eplatuiants contrélent leur toxicité et leur

biodisponibilité vis-a-vis des organismes vivarkaduer et al., 2017). La concentration en
MOD dans les eaux brutes superficielles est égalenme paramétre de suivi de la qualité de
la ressource en eau. En effet, lors de la potakiis de I'eau, les MOD sont les précurseurs
de plusieurs sous-produits de réaction potentieigndangereux pour la santé lorsque ces
eaux sont destinées a la consommation (Doederat,e2014; Gonsior et al., 2014). Une

détérioration de la qualité de I'eau par 'augméatades concentrations en MOD des eaux
destinées a la consommation est donc susceptilgaienter la quantité de sous-produits de

réaction, et donc I'exposition des populations sypaluants.

Les différents exemples de problématiques enveprentales présentées
précédemment pour lesquelles les MOD occupent uogtign centrale démontrent
limportance d'une meilleure compréhension de lanposition, de la dynamique et du

devenir des MOD dans I'environnement.
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Figure 1-1: Continuum de taille des matieres organiques. D’aprés Verdugo et al. (2004)
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1.2 Définitions

Les MOD constituent un compartiment essentiel yilecbiogéochimique du carbone.
Trés labiles et réactives, elles constituent urametre essentiel dans le fonctionnement des
ecosystemes (Marschner et Kalbitz, 2003; Neff ateds2001). Les MOD sont constituées
d’'un mélange complexe de plusieurs milliers de wdks caractérisées par des tailles, des
origines et des réactivités différentes. Elles Itéati de la solubilisation de matiéres
organiques (MO) provenant de diverses sources.

Qu’elles soient obtenues en laboratoire ou cdlestsur le terrain, les solutions
contenant les MOD contiennent également le plusvestiu une fraction de matieres
organiques particulaires (MOP) et colloidales, séitant une étape de filtration au préalable
de toute analyse. D’'un point de vue opérationned, MOD sont alors définies comme
'ensemble des MO présentes en solution apreatfdin. La porosité des filtres utilisés est la

plupart du temps comprise entre 0,2 et 0,7 pm.

D’aprés le continuum de taille MOP-MOD classiqueindécrit dans la littérature
scientifique (Azam et Malfatti, 2007; Verdugo et, &004), la filtration des échantillons pour
ces seuils de coupure permet d’éliminer la MOP maags fraction de matiere organique sous
forme colloidale reste présente dans les échamgillBigure 1-1). Ce qui est considéré comme
MOD est donc en réalité constitué d’'une proportd® matieres organiques sous forme

dissoute et d’'une fraction sous forme colloidale.

1.3  Origine des MOD et facteurs de contrble

Le long du continuum sol-riviere, les MOD peuvewbir diverses origines. Elles
peuvent venir d’apports naturels et/ou anthropigwégétaux et/ou microbiens ou encore
autochtones et/ou allochtones. L'apport de MOD lparégétation se fait via la production
d’exsudats racinaires et la dégradation de résidggtaux (Kuzyakov et Domanski, 2000).
Les exsudats sont produits par le systeme racirgréa plante et apportent au sol une
fraction de MOD labile qui joue un rdéle importanbys l'activité et la diversité des
communautés microbiennes présentes dans la rhieesfBhen et al., 2016; Rosenfeld et al.,
2014). Quant aux débris végétaux en décompositonpnstituent une source importante de

MOD apportés aux sols par lessivage (Kalbitz e2800; Klotzblcher et al., 2013).
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La micro et macrofaune représentent égalementaureesde MOD non négligeable par leurs
sécrétions et leur dégradation lors de la mort alggnismes. La biomasse microbienne
contribue ainsi & la production de MOD par la séonéde métabolites. A leur mort, la lyse
des cellules bactériennes contribue égalementppdia de MOD aux sols (Kawasaki et
Benner, 2006).

Une autre source majeure de MOD est la matiérenayga du sol (MOS). Les MOD peuvent
provenir du lessivage des débris végétaux préstarts les sols. De plus, si les conditions
environnementales sont favorables, une fractioM@eprécédemment contenue dans le sol,
et adsorbée sur les complexes organo-minéraux owlegee a des oxydes et hydroxydes
métalliques (fer, aluminium, manganese, etc...) peuwantribuer a l'alimentation du
compartiment des MOD (Grybos et al., 2009; Kalletzal., 2000; Mikutta et al., 2007). La
dégradation des MOS par les microorganismes deaaduit également a la libération de
composés organigues solubles dans la solution Idgiagedorn et al., 2004). Il s’agit alors
d’'une mobilisation biotique. Dans les petits bassuersants de téte, les MOS ont été
identifiées comme la source majeure de MOD expsrpee les cours d’eau (Aitkenhead et
al., 1999).

En contexte agricole, les pratiques culturales igppes aux sols peuvent également
constituer une source complémentaire de MOD (Chanti 2003). L'ajout de produits
résiduaires organiques comme I'épandage d’amendsnoeganiques ou de lisiers participe
ainsi a I'alimentation du réservoir de MOD présetass les sols. La présence de résidus de
culture apres récolte, qu’ils soient laissés aulfase du sol ou bien enfouis dans les sols est
également une source de MOD complémentaires, sa@histvégétaux pouvant étre la source
de MOD produits par lessivage (Jensen et al., 188antigny et al., 2002). En modifiant le
pH ou la force ionique de la solution de sol, lseadements organiques peuvent également
induire une déstabilisation de MOS et stimulertiat® microbienne (Bol et al., 1999).

Pour I'ensemble de ces voies de production de M@hsieurs parametres abiotiques
interviennent et ont pour conséquence de favooseau contraire de limiter la production de
ces MOD. Ces paramétres ont un contréle directesuprocessus physiques ou chimiques et
indirect via un contrble des parametres biotiquarsum impact sur I'activité biologique.

La température a ainsi un controle indirect, letblés températures limitant I'activité
bactérienne (Karhu et al., 2014). La force ionigles solutions de sol est également un
facteur de contr6le de la solubilisation abiotigigeMOD. D’une part, la compétition entre la
MOD et les anions peut conduire a la désorptioM@D précédemment adsorbés sur des

phases minérales (Kalbitz et al., 2000). D’'uneeptrt, la diminution de la force ionique des
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solutions de sol, majoritairement causée par l'dppdau de pluie, tend a favoriser la
mobilisation de MOD colloidale (DeNovio et al., Z00Ryan et al., 1998). Le pH est
également un facteur de contrdle important de labfisation des MOD. Il agit sur la
stabilité des complexes organo-minéraux, I'augntentalu pH conduisant a la désorption de
MOD (Kaiser et Zech, 1999).

En conditions naturelles, les changements de ctratiems des MOD dans les solutions de
sol résultent de I'action combinée de I'ensembleekeparametres, rendant parfois difficile la

détermination du role de chacun d’eux.

1.4  Transport des MOD le long du continuum sol-ruissea

La dynamique de transport des MOD, depuis leurbsldation dans les sols et
jusqu'a leur transfert vers les milieux aquatiquest contrblée par les conditions
hydrologiques. En effet, les MOD nécessitent laspnée et le mouvement d’'une phase
liquide, ici la phase aqueuse présente dans les golr se déplacer et atteindre les milieux
aguatiques. La dynamique de nappe et I'établissedenonnexions hydrologiques, ont donc
un réle prépondérant dans le transport des MOD if@ov2017). Ces paramétres
hydrologiques sont fortement dépendants du clihdudype de sol. Du climat va dépendre
le régime de précipitations apportées au systenig également la perte par évaporation et
évapotranspiration. Les sols quant & eux ont ucidence sur la capacité de rétention et de
circulation de I'eau. Appréhender les mouvementsladphase aqueuse dans les sols est

complexe, les mouvements d’eau pouvant avoir lensdes trois dimensions de I'espace.

1.4.1 Transfert vertical en milieu insaturé

Dans la partie insaturée des sols, les connaissaattuelles sur la dynamique des
MOD ont conduit au modele de circulation verticadela MOD proposé par Kaiser et Kalbitz
(2012) (Figure 1-2).

Du fait de linsaturation des sols, la circulatiaie la solution de sol se fait
verticalement. L’eau est principalement apportée lpa précipitations en surface et va
progressivement percoler a travers les différeotizbns du sol jusqu’a atteindre la nappe
située en profondeur. Dans I'horizon superficiel s, la solution de sol vient lessiver la
litiere et I'horizon superficiel riche en MOS. Lalstion de sol se charge donc de MOD

essentiellement composée de molécules d'originetaég (Guggenberger et Zech, 1994;
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Kaiser et al., 2004; McDowell et Likens, 1988). éaurs de la percolation progressive de la
solution de sol vers les horizons profonds, les M@8&uvent subir plusieurs cycles

d’absorption puis désorption sur les phases miegt les oxydes et hydroxydes métalliques.
Ces différentes phases de sorption et désorptionwepe étre liées a un changement des
conditions physico-chimiques de leur environnementinduisent un changement de

composition progressif de la MOD avec la profonddas composés hydrophobes étant
préférentiellement adsorbés tandis que les complogdophiles ont tendance a rester en
solution (Hernes et al., 2007; Sanderman et al08R0Bien que moins accessibles aux
microorganismes, les MOD adsorbées sont exposéesiégradation par les communautés
microbiennes du sol (Tipping et al., 2012), toutmoae les MOD en circulation dans la

solution de sol. L'action de ces microorganismesulté en une minéralisation et une
modification de la composition chimique des MODdeg du profil de sol.

Du fait de I'ensemble de ces interactions, on alesavec la profondeur une diminution de la
concentration en carbone organique dissout (CORnd&rman et al., 2008) ainsi que
'augmentation de la proportion de MOD d’origineanuibienne. La MOD présente dans les
horizons profonds résulte donc de la transformapoogressive des MOD du fait de la

sorption et de la dégradation des MOD provenaté tigere et de I'horizon de surface.

DOM input

plant-derived compounds

sorption precipitation

mineral-
associated
organic matter

|

microbial
processing
uopnjossip
uondiosap

microbial
compounds

Z’déep .
. subsoil

Figure 1-2 : Représent#on schématique du modéle conceptuel de circulation vertic
la MOD des sols proposé par Kaiser et Kalbitz (2012).
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1.4.2 Transfert le long de la porosité

Dans les sols, I'eau circule le long de la pogsstructurée par la connexion de pores
de diamétres variables, allant des diamétres les fohs (nano et microporosité) jusqu’aux
diameétres les plus importants (macroporosité). fractiration de ce réseau de pores fait
'objet de nombreuses études, et est notammentéépadir son impact sur les transports de
solutés tels que les nutriments et les MOD demssbls jusqu’aux réseaux hydrographiques
(Jarvis, 2007; Smucker et al., 2007).

Les travaux de Worrall et al., (2008) ont conduibrmaliser un concept de production
et de transport des MOD le long de la porositésids, a partir de nombreux travaux traitant
de cette problématique (Figure 1-3). Dans les namespet micropores présents dans les
agrégats qui constituent le sol (Peth et al., 20@6)MOD est produite par solubilisation
biotique et abiotique. Le diametre de ces poregsemmet pas le mouvement de I'eau qui y est
présente. Les MOD sont toutefois mobiles dans oesspet peuvent migrer vers les pores de
plus gros diamétre par diffusion. Ce transfertwdiff des MOD vers les pores de diameétres

plus importants est gouverné par la differenceateentration entre ces pores, la diffusion se

Immobile water Mobile water
«*+ P Production
o Poc - ﬂ P
Y S > N\« Diffusion
" DOC
DOG> <> Sorption/Solubility
. . LR ] ’ D C
DOC
DOG>
DOG> DOC
DOCe>
.»**¥» poc DOC
. C/\N DOCE>
Lot & DO
. Doce> DOC
o P DO\ N\ | poces
DOC leaves

in runoff

Figure 1-3: Représentation schématique du concept de production
transport de MOD dans les sols le long de la porosité d’apmsall et al
(2008)
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faisant du milieu le plus concentré vers le milemoins concentré. Au cours de ce transport,
les MOD, en fonction de leur disponibilité vis-&wiles microorganismes (Dungait et al.,
2012), pourront étre dégradées et minéraliséesMCH3 pourront également étre stabilisées
par adsorption sur des surfaces minérales ou comtjb@ avec des oxydes et hydroxydes
meétalliques (Kalbitz et al., 2000). Lorsque ces M@fieignent les parois des macropores
dans lesquels la circulation de I'eau est possdsies-ci ont la possibilité d’étre transportées
le long de la macroporosité jusqu’'a atteindre lappea souterraine ou le réseau
hydrographique. Ces MOD peuvent également étreudaan stabilisés sur les parois des

macropores.

Dans le cas de sols insaturés, ce modéle cont¢egstiuene vision complémentaire du
concept proposé par Kaiser et Kalbitz, (2012). goesla macroporosité est remplie d’air, la
diffusion depuis les nanopores et micropores rpast possible. Il y a alors accumulation des
MOD. Lors du remplissage des macropores a l'ocoad® précipitations, la diffusion est
alors possible. La circulation verticale de I'eaaamoporale permet alors la migration des
MOD le long du profil de sol. Les nombreuses intdons des MOD avec le sol et les
microorganismes étant responsables de I'évolut®madconcentration et de la composition
des MOD.

Dans le cas de sols saturés, la diffusion peutiraoeilement avoir lieu entre la
microporosité et la macroporosité. La solubilisatide MOD dans la nanoporosité et
microporosité venant continuellement alimenter tecpssus de diffusion. La quantité de
MOD transportée étant limitée par la diffusion ehmpar la production (Worrall et al., 2008).
La circulation se faisant horizontalement dans deks saturés sur de longues périodes,
I'évolution le long du profil de sol peut étre difente de celle observée pour des sols

insaturés.

Appréhender la dynamique des MOD par des sitesollilisation puis un transport
vers des voies de diffusion permet de mettre emtavianportance de la dynamique de
circulation de l'eau dans les sols. Comparé a dmduents modeles faisant état de la
constitution de réservoirs de MOD pouvant étre iwds en fonction de leur degré plus ou
moins élevé de disponibilité (Futter et al., 200lichalzik et al., 2003), ce modele permet de
tenir compte du flux d’eau dans les macroporegjredi intégrer la variabilité des conditions

hydrologiques au cours de 'année, et en particpkadant les évenements de crue.
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2. Dynamique de transfert des MOD a I'échelle du bassiversant

2.1 Contexte d'étude : le bassin versant

Le bassin versant est une unité géographiquealigcte les eaux de surface pour les
transférer, via le réseau hydrographique, jusge’utoire. Les eaux de riviéere qui arrivent a
'exutoire du bassin versant résultent du mélangtreeles écoulements de surface, de
subsurface et souterrains. Les MOD contenues @snsadux de riviere a I'exutoire du bassin
versant proviennent donc essentiellement de I'ebkemes écoulements de surface et de
subsurface, les écoulements souterrains conteedaililes concentrations en MOD, souvent
inférieures a 1 ou 2 mg/L (Billett et al., 20065 position de I'exutoire le long du cours d’eau

principal va conditionner la surface de drainagddssin versant.

Dans le cadre de I'étude des MOD, un grand nordigteides sont conduites sur des
bassins versants de petite taille, situés en resitéseaux hydrographiques et appelés bassins
versants de téte. L'étude de bassins versantstéeas#s par une large gamme de superficies
réalisée par (Agren et al., 2007) a permis de mettrévidence la relation entre la surface du
bassin versant et la quantité de COD exporté piéé de surface (Figure 1-4). Au vue de ces
résultats, il apparait donc que les bassins veysamtfaible superficie exportent une plus
grande quantité de COD par unité de surface. Qeitactéristique fait donc de ces petits
bassins versants de téte un objet d’étude pagiemient adapté pour la compréhension des

flux de MOD.

120
DOC = -7.7 Ln(Area) + 91.1

2 = 0,68, p < 0.001 Figure 1-4 : Relation observée en

la quantité de COD exporté par ul
Nl e de surface et la superficie du ba
versant. (Agren et al. 2007)
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Dans ces bassins versants, les zones humidedenipes occupent une place
prépondérante. Les fortes concentrations en MO hEnsols de ces zones humides en font
une source majeure de MOD, en particulier dansbessins versants de téte ou le lien sol
riviere établi par la nappe est un facteur majeucahtréle de la qualité de I'eau (Aitkenhead
et al., 1999; Lambert et al., 2011; Morel et aDQ2; Schiff et al., 1998).

2.2 Transferts de MOD a I'échelle du bassin versant

2.2.1 Variation saisonniéere de transfert a I'’échelle du grsant

Connectivité hydrologique et dynamique de nappe

Au cours de I'année hydrologique, les transfeetsvtDD a I'échelle d’'un versant sont
sujets a des variations saisonniéres. Celles-¢imamcipalement causées par I'établissement
intermittent de connexions hydrologiques entrediéfgrentes zones du versant et la riviere
(Bracken et al., 2013). Comprendre le fonctionneénaences connexions hydrologiques est
donc essentiel pour la compréhension des dynamidedsansfert de MOD a I'échelle du

versant (Covino, 2017).

La dynamique de nappe dans le versant est un paeaessentiel dans le contrdle de
I'établissement de la connectivité hydrologique.nSévolution au cours de l'année
hydrologique permettant de connecter des zonesreliffes du versant a la riviere (Ambroise,
2004). Elle dépend du volume d’eau apporté paptésipitations et la fonte de neige (le cas
échéant), et de la perte en eau par infiltratioévepotranspiration. Elle dépend également de
la capacité du versant a transférer rapidementeatement I'eau jusqu’a la riviéere. La
topographie du versant est également un parametieouitréle de la dynamique de nappe
(Detty et McGuire, 2010; Jencso et McGlynn, 2011).

En périodes seéches, pendant I'été et a I'autosede une zone de superficie réduite
du versant est connectée a la riviere et contrédheflux de MOD et de nutriments. Il s’agit
de la zone la plus proche du cours d’eau (Jencsd.,eR009; Nippgen et al.,, 2015). On
distingue cependant des cours d’eaux dont I'écoaitgrast interrompu en peériode estivale.
Dans ce cas, la totalité du bassin versant esindéctée pendant cette période de I'année. En
fonction des conditions hydrologiques et de la ggpphie du terrain, la dynamique de nappe
permet de connecter une plus grande surface danteada riviere pendant la saison humide.

Certaines parties des versants ne sont parfoisigac@nectées au cours de l'année
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hydrologique, seule I'occurrence d’'un événemergrigé de précipitations permettant de les

connecter a la riviere (Nippgen et al., 2015).

Dynamique de transfert des MOD sur le versant

A l'exutoire des bassins versants, la concentnaga COD de la riviere diminue
progressivement au cours de l'année. Cette évoluse répete d’'une année a l'autre
(Humbert et al., 2015). Deux hypotheses peuverg @noposées pour expliquer cette
evolution (i) un réservoir de MOD de taille limitédué dans les zones humides qui s’épuise
progressivement au cours de I'année hydrologigueriréservoir de MOD de taille illimitée
dans les zones humides ripariennes et un résedeotrille limitée dans les versants qui
contribue aux concentrations plus élevées obseméaiebut d’année hydrologique lorsque
les horizons organiques des sols de versants gdrmlbgiquement connectés a la riviere par
la montée de la nappe, et qui s’épuise progresgimenies études menées a ce sujet ces
derniéres année sont cohérentes avec la deuxieputhieége (Humbert et al., 2015 ; Lambert
et al., 201 ;, Morel et al., 2009 ; Sanderman .e28i09).

Alors que les horizons organiques des sols deszdpariennes sont connectés a la
riviere par la nappe pendant de longues périodesrdtibuent largement au flux de MOD a
la riviere dans les petits bassins versants de(M¢&Slynn et McDonnell, 2003; Mei et al.,
2012), les horizons organiques des sols de hawmedsants sont connectés a la riviere de
maniére occasionnelle et contribuent au flux de M®I[ riviere de maniere ponctuelle. A
I'échelle du versant, de nombreuses études seistgnéssées au transfert de ces MOD de

haut de versant et a leur contribution aux MOD etg&s a la riviere.

Afin de tracer les flux d’eaux et donc de MOD avtrs le versant et jusqu’a la riviéere,
les traceurs utilisés doivent permettre de difféeenla contribution du versant de la
contribution des zones ripariennes. Une différeteeeconductivité (Jencso et al., 2010) ou
encore de concentration en’CéPacific et al., 2010) ont ainsi permis de trdedransfert de
masses d’'eau contenant des MOD des hauts de vessantes zones ripariennes puis la
riviere.

Dans le cas de bassins versants dont la dynardimeppe, en lien avec le régime de
précipitations, connecte ponctuellement les zomelaiits de versants, un modéle conceptuel
d’export des MOD a I'échelle du versant a pu étappsé. Le transport des MOD a I'échelle

du versant a ainsi été interprété comme le mouvedemasses d’eau contenant les MOD et
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nutriments du haut de versant vers le bas de versanrivée de la masse d’eau de versant
dans la zone riparienne conduisant a un mélange ee$ deux masses d’eau qui sont ensuite
transférées a la riviere (Lambert et al., 2014Q\{Fe 1-5). Les vitesses de transport depuis les
hauts de versants jusqu’aux zones ripariennes @uugtre variables d’un bassin versant a un
autre. Ce temps de transport est dépendant destande qui sépare ces deux zones du
versant, mais également de la vitesse de circula@l’eau dans le versant. Le réservoir de
MOD présent dans les hauts de versant est considérgne pouvant avoir une taille limitée
(Pacific et al., 2010; Sanderman et al., 2009)tremement aux zones de bas de versant qui
auraient un réservoir illimité de MOD. Il serainsai possible d’observer un épuisement du
réservoir de versant. Sa vitesse d’épuisementtsenaable d’'un bassin versant a un autre du
fait de la variabilité de la taille du réservoiri @st en partie conditionnée par la superficie de
la zone d’accumulation. Il serait également possiibbserver une variabilité de la vitesse
d’épuisement d’'une année a l'autre pour un mémsitagrsant. Dans ce cas, la vitesse
d’épuisement sera dépendante de I'établissemefd dennexion hydrologique. La mise en
place d’'une connexion hydrologique pérenne poumpaitmettre une vidange rapide du
réservoir de versant tandis que la mise en plageedtonnexion hydrologique intermittente

sera responsable d’'un épuisement progressif dwidsde versant.

Versant

Zone humide
riparienne

Figure 1-5: Schéma conceptuel du transfert de MOD depuis les hauts de veeyarits
zones ripariennes. Lors de I'établissement de la connexion hydraéodaMOD di
versant est transportée le long du versant pour atteindre la.rid&ms les sols de bas
versant on observe alors un mélange entre de la MODzimé¢ariparienne (ronds jaun
et de la MOD provenant du haut de versant (ronds rouges).
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Cas du bassin versant de Kervidy-Naizin

Sur le bassin versant de Kervidy-Naizin sur leggiappuient ces travaux de thése,
Lambert et al., (2014) ont fait I'hnypothése de wmnsfert de versant en se basant sur les
changements de signature isotopique du carbdt€)(des MOD a I'exutoire du bassin
versant pendant des crues et I'hétérogénéité'dli des MOS le long du versant (Figure 1-
6a). Le suivi des solutions de sol au cours denEanhydrologique a permis de mettre en
évidence 'augmentation dit*C dans I'horizon profond en début de période B ament de
I'établissement d’une connexion hydrologique etgrbaut de versant et la riviere (Figure 1-
6b). Ces observations ont été interprétées comntemhsfert de MOD depuis le haut de
versant jusqu’'a la zone humide puis a la rivietdeenélange entre les deux masses d’eau
(Figure 1-5). La diminution progressive @&’C au cours de la période B pour retourner
progressivement a la signature isotopique de la& zamide a quant a elle été interprétée

comme I'épuisement progressif du stock de versant.

2.2.2 Dynamique de transfert a I'échelle de I'évenementealcrue

Les périodes de crues sont des périodes spéedafiars 'année hydrologique qui
impactent fortement le transfert des MOD. En effdtys de 60% des MOD exportées
annuellement par les petits bassins versants ddet&ont pendant les évéenements de crues
(Buffam et al., 2001; Morel et al., 2009; Raymond&aiers, 2010).

lls sont caractérisés par une augmentation derleentration en COD dans les riviéres
a I'exutoire des bassins versants, lors de 'augatiem du débit (Boyer et al., 1997; Buffam
et al., 2001; Hinton et al., 1998). Cette augméoraa été attribuée a la modification de la
circulation de I'eau dans les sols du bassin vérg&gmneffet, pendant les crues, 'augmentation
du niveau de la nappe permet de connecter unggpdnsie surface du bassin versant comparé
aux périodes hors crue, et plus particulieremenztmes humides ripariennes. Dans ces sols
saturés, la circulation de I'eau se fait horizostant. Pendant les crues on observe une
circulation préférentielle de I'eau dans I'horizda surface riche en MO et caractérisé par une
conductivité hydraulique plus importante (Boyerakf 1996; Lambert et al., 2011; McGlynn
et McDonnell, 2003; Seibert et al., 2009). De geléacontribution des zones humides au flux
de MOD a l'exutoire du bassin versant augmente,demant a l'augmentation de la
concentration en COD (Hagedorn et al., 2000; Latrdteal., 2011).
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Figure 1-6 : Schéma représentant le transfert de versant sur le bassin versant dg-Kervi
Naizin d’'apres Lambert et al. (2014).a période A correspond a la période
réhumectation des sols a l'automne. La périBdenrrespond a la période hivernale
saturation desols pendant laquelle les sols de hauts de versant sont hyquelogr
connectés a la riviere. La période C correspond a la période derd#éisatdes sols qu
lieu au printemps.

Le cadre (a) correspond au contexte dans lequel I'outil isotopigée atilisé. L¢
schéma représente le transect étudié, la dynamique de nappe au cours desAétié
ainsi que la signature isotopique du carbone organique dud'$@l) (des différent
horizons de sol le long du transect.

Le cadre (b) représente I'évolution 8tfC des MOD contenues dans les solutions ¢
collectées dans les différents horizons de sol de la zone humide.
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Par la caractérisation moléculaire des MOD et plagiculierement des lignines,
prélevés a I'exutoire de bassins versants, Dadzell. (2005), Hernes et al. (2008) et Ward et
al. (2012) ont mis en évidence une modificatiodadeomposition moléculaire de la MOD au
moment des crues. Les MOD exportées pendant cess aitant caractérisées par une
biodégradation moins avancée, identifiee par desuvsde rapport C/V élevées (Figure 1-7).
Ces modifications ont été attribuées a un proced'gaggiilibre chimique qui intervient dans le
cours d’eau. L'augmentation du débit et la mis@lae de ruissellement de surface induisent
de I'érosion au niveau des berges et a la surfasesdls, conduisant ainsi a I'apport de MOP
dans le cours d’eau. De la MOD est ainsi produgtegmuilibre chimique entre la MOP et la
phase aqueuse. Ce processus a été identifié coraspensable de la modification de
composition moléculaire observée dans les couraudjgendant les crues (Hernes et al.,
2008). La corrélation observée par Jeanneau €R@L5) lors de la phase ascendante de la
crue entre la composition moléculaire de la MODeautoire et la turbidité tend a confirmer
cette hypothese, les valeurs de C/V les plus étegtant observées lorsque la turbidité est la
plus importante. Cette corrélation n’est pourtdosbservée si on considére la totalité de la
crue, c'est-a-dire la phase ascendante de la ¢rie retour vers des débits observés en
conditions hors crue (Figure 1-8). Alors que labidité diminue lors du retour du débit a des
conditions hors crue, les valeurs du rapport CAfenat €levées. Ces observation ont conduit a
faire 'hypothese de la mise en place de processogplémentaires permettant de continuer a
observer une MOD peu biodégradée alors que le @éhidt turbidité a I'exutoire du bassin

versant sont revenus a une situation hors crue.

L’hypothese proposée par Jeanneau et al. (20bp)ique la mise en place d’érosion
des parois des macropores dans le profil de sdiepravec I'augmentation de la vitesse de
circulation de l'eau a lintérieur des macropor&s effet, 'augmentation du gradient
hydrauliqgue pendant les crues conduit a 'augmiematde la pression et de la vitesse de
circulation de I'eau dans la macroporosité des. &5 conditions particulieres de circulation
ont été identifiées comme étant responsables dédimbilisation de colloides et de particules
de sols (DeNovio et al., 2004; Majdalani et al.080 Les MOS, moins exposées a la
biodégradation, sont caractérisées par des vatlurapport C/V élevées. Cette hypothese
pourrait donc expliquer les modifications de conifiamss moléculaires observées par Dalzell
et al. (2005), Hernes et al. (2008), Ward et &11Q) et Jeanneau et al. (2015).
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Figure 1-7: Composition moléculaire de la MOD a I'exutoire du bassrmsant d
Kervidy Naizin en période hors crue et en ¢rae comparaison avec les MOD
solutions de sol en période hors crue et avec la M@Stapport C/V est un ral
moléculaire de la lignine. L'augmentation de ce ratio peutiBtegprétée commens
diminution de I'état de biodégradation des MOD. OM layer = horizonnigga; M
layer = horizon minéral. D’aprés Jeanneau et al. (2015).
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Figure 1-8 : Relation entre le rapport C/V et la turbidité pendaosieurs crue
pour la phase ascendante de la crue (losanges gris) et & tdwlla cru
(losanges noirs). D’aprés Jeanneau et al. (2015).

- 40 -



Chapitre 1

3. Etude de la composition moléculaire des MOD

3.1 Développement des méthodes d’analyse moléculaires

La pyrolyse analytique a été largement développéer I'analyse des matieres
organiques naturelles (MON) (Leinweber et Schulte#®99; Schulten et Gleixner, 1999).
Cette technique d’analyse comporte cependant pitssidifficultés pour l'interprétation des
données obtenues lors de la pyrolyse de macromegc(Kdogel-Knabner, 2000).
L’occurrence de réactions secondaires lors dedalyse des MO peut étre responsable de la
modification des composés originels et ainsi cored@ un biais dans les résultats (Saiz-
Jimenez, 1994). De plus, la présence d’argiles teeméchantillons induit une recombinaison
entre les argiles et les molécules produites laslad pyrolyse, conduisant a des biais

analytiques (Faure et al., 2006).

Afin de contourner ces problemes analytiquesedanique d’hydrolyse et méthylation
assistée par la température, couplée a la chronapioig en phase gazeuse et a la
spectrométrie de masse (HMT-CPG-3M) été développée et est actuellement largement
utilisée pour I'étude des MON (Challinor, 2001). ti€etechnique combine une réaction
d’hydrolyse basique a une dérivatisation des grogmts réactifs. Elle permet de limiter la
réactivité des produits de I'hydrolyse basique etcdnserver des molécules proches de ce
gu’elles étaient dans I'échantillon analysé. Cefi@ction qui consiste en une lyse chimique
catalysée par la température porte aussi le nonthe@nochimiolyse. En protégeant les
fonctions alcools, acides carboxyliques et amimes $orme d’éthers et d’alkylamines, cette
procédure permet de diminuer les interactions daecolonne chromatographique et de
rendre les composés plus volatils pour la sépargigr chromatographie en phase gazeuse.
Plusieurs agents dérivatifs ont ainsi été utiliséexme I'hydroxyde de triméthylsulfonium
(Estévez et Helleur, 2005) ou I'hydroxyde de tattglammonium (Lehtonen et al., 2003).
Cependant, l'agent de dérivatisation le plus largemutilisé reste I'hydroxyde de
tétrameéthylammonium (TMAH) qui est utilisé dansgtle 90% des études publiées utilisant
la thermochimiolyse (Shadkami et Helleur, 2010utilisation du TMAH permet d’éviter la
décarboxylation des acides et la déshydratatiomyamgements alcools (Grasset et al., 2009)

gui ménent a une perte d’information sur la strreetles macromolécules sources.

! Les chapitres 3 et 4 étant rédigés en anglaisaaeinyme sera remplacé par THM-GC-MS pour thegmall
assisted hydrolysis and methylation - gas chrommafidity- mass spectrometry.
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3.2  Utilisation des biomarqueurs moléculaires dans I#ide des MOD

3.2.1 La notion de biomarqueurs moléculaires

Tous les organismes vivants, (plantes, animauxtébas, champignons...) sont
constitués de biomolécules et biomacromoléculess He la mort de ces organismes, ou via
leurs sécrétions, celles-ci sont libérées danyifennement. Ces biomolécules peuvent alors
étre utilisées par les organismes environnantsien sgiockées et venir alimenter le réservoir

des matieres organiques.

L'étude de ces biomolécules depuis de nombreusegea par les géochimistes
organiciens a permis d’identifier certaines d’engtles comme pouvant étre reliées a une
source specifique. Ces biomolécules appelées boprears sont utilisées dans de nhombreux
domaines : archéologie, pétrochimie, chimie enviesmentale... Pour que les biomolécules
puissent étre utilisées comme biomarqueurs, ceileBivent respecter plusieurs critéres
(Eganhouse, 1997). Le premier concerne la spééifae la source de la biomolécule. Une
molécule organique pourra étre utilisée comme omhbrqueur s’il existe un lien unique qui
la relie a sa source. Dans la majorité des case ceindition est respectée a des degrées
différents en fonction de la voie de synthése dent@écule. Le deuxiéme concerne la
conservation de la biomolécule, celle-ci devane étésistante a la dégradation. Cette
condition n’est toutefois jamais remplie du fait Ideteraction de ces molécules avec leur
environnement, ce qui induit des modifications el&r$ structures. Il est toutefois nécessaire

que leur nature soit toujours identifiable mémesaptégradation partielle.

3.2.2 Utilisation des principaux biomarqueurs

Dans le cadre de I'étude des sources et de landgoa des matiéres organiques
naturelles, les biomarqueurs provenant de troisdgs familles de biomolécules sont trés
répandues (lignines et tannins, polysaccharidegides gras). L'utilisation conjointe de ces
différentes familles permet d’apporter un grand hord’informations concernant l'origine,
les caractéristiques et le potentiel devenir dencaseéres organiques lors de leurs transferts.
Les principales informations qui peuvent étre obésnpar leur utilisation sont l'identification
de leur origine, par la distinction des sourcesetalgs et des sources microbiennes ou encore

des indications concernant leur état de biodégi@uat
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Les paragraphes suivants ont pour but d’identifes différentes biomolécules
pouvant étre utilisées comme biomarqueurs et laigrardont les résultats peuvent étre

utilisés et comment interpréter I'information aiapportée.

3.2.2.1 Les phénols : lignines et tannins

Origine, structure et propriété

Les lignines sont des macromolécules polyphénetica haut poids moléculaires qui
sont présentes dans la paroi cellulaire des pldigesuses et herbacées, contrairement aux
mousses et aux algues qui n’en contiennent pass Etint également absentes de la structure
des microorganismes (Higuchi, 1990). Aprés la tede, la lignine est le deuxieme
biopolymere le plus abondant dans la biospherecgtésente une large proportion de la
biomasse terrestre. Au sein de la plante, elleragdusieurs fonctions (Boerjan et al., 2003;
Laurichesse et Avérous, 2014) :

- en s’associant aux hémicelluloses, elle contriblzergyidité de la paroi cellulaire
- en inhibant la dégradation enzymatique d’autres posants, elle protege ainsi les
végétaux des agents pathogénes
- en contribuant & 'imperméabilité de la plantegglermet la circulation des fluides
dans leur systeme vasculaire
Les macromolécules de lignine résultent de la cosal®on de plusieurs monomeres. Les trois
principaux précurseurs (monolignols) de ces monemé&ont les alcools coumarylique,
coniférylique et sinapylique (Adler, 1977) représsnFigure 1-9. L'alcool coumarylique est
le précurseur des unités p-hydroxyphényle (unitged’&cool coniférylique est le précurseur
des unités vanillyle (unités V) et l'alcool sinaloyle est le précurseur des unités syringyle
(unités S). L'assemblage des différentes unitésmegant la structuration de ces
macromolécules se fait grace a différentes liaisliunstrées sur la Figure 1-10. Parmi celles-
ci, environ 50% sont de type arylglycefehrylether p-O-4) ce qui en fait la liaison
majoritaire (Adler, 1977; Boerjan et al., 2003).
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Figure 1-9: Structure des trois principaux précurseurs de la lignine (Me s CH
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Les tannins sont des macromolécules polyphéndidqualrosolubles possédant la
capacité de précipiter les protéines. On distingleeix classes de tannins: les tanins
condensés et les tannins hydrolysables (Figure)1-11
Les tannins condensés sont des polyphénols cassstide plusieurs unités poly-hydroxy-
flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons.@&3 tannins hydrolysables sont constitués
d’acides phénoliques et de sucre, généralemenut®ge. On distingue deux catégories de
tannins hydrolysables : les gallotannins dont témihénolique de base est I'acide gallique et
les ellagitannins dont I'unité phénoliqgue de bask lacide ellagique (Killops et Killops,
2005; Kraus et al., 2003). Ces tannins, synthépaéses végétaux supérieurs sont présents en
guantités plus importantes que les lignines damsioes parties de la plante comme les
feuilles ou I'écorce. De nombreuses études se istéiessées au role des tannins dans les
processus écologiques et environnementaux. Aihssiqurs études suggerent I'implication
des tannins dans l'inhibition de I'activité micrebine (Scalbert, 1991) ou dans la protection
des plantes contre le rayonnement solaire par stonaantioxydante (Close et McArthur,
2002).

HO

Figure 1-11: Structure des tannin®) exemple d’'un tannin condensé, B) exer
d’un tannin hydrolysable, ici un gallotannin. D’apres Kraus et al. (2003)

Réaction par thermochimiolyse

Au cours de la thermochimiolyse en présence de HMiRy a coupure des liaisons

responsables de la structuration des macromolédeldignines et de tannins. La coupure de
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ces liaisons va conduire a la formation de phénpigsents sous forme méthylée. Les
différents types de liaisons conduisant a la foromad’'une grande diversité de phénols
(Kuroda et Nakagawa-izumi, 2006; Nakagawa-izumalet 2004). Un exemple de coupure

d’une liaisonp-O-4 d’'une macromolécule de lignine est illustrgure 1-12.

L'utilisation de la HMT-CPG-SM ne permet pas latdiction entre les lignines et les
tannins. En effet, lors de la réaction de thermwoablyse, lignines et tannins produisent des
phénols identiques. Les groupements hydroxylestalesins n’étant pas méthylés a I'état
naturel, contrairement aux groupements hydroxy&sslgnines qui le sont partiellement. La
différentiation entre ces deux types de biomolécpleut cependant étre effectuée en utilisant
du3C-TMAH (Nierop et Filley, 2008).

Thermochimiolyse O._OMe

=
Q.
\TOH o__oH j
\\\\‘

J

A, 0 e

e
=~ "OH N
“\ ’{/J

e s . ‘l/
coupure de la liaison 3-O-4 Sile

Figure 1-12: Exemple illustrant la scission d’une liaisBrO-4 au cours de
thermochimiolyse, et la méthylation des phénols obtenus.

Utilisation comme biomarqueur moléculaire

Les lignines provenant exclusivement de la véggtat'étude des biomarqueurs des
lignines et des tannins dans les eaux (Ouelléet,e2@09) ou les sédiments (Teisserenc et al.,
2011) permet de retracer un apport de matiere arganterrigene. Des informations
complémentaires telles que la différentiation deatees végétations (ex : gymnospermes vs.
Angiospermes) ou encore I'état de biodégradatiavemet étre obtenues en utilisant les ratios

entre différentes molécules spécifiques.

- 46 -



Chapitre 1

L’abondance des unités S, C, et V differe en foncdu type de végétation. Les
lignines des gymnospermes sont majoritairement ogegs d'unités V. Les lignines des
angiospermes contiennent quant a elles des quanttéparables d’unités V et S. Les unités
C sont quant a elles présentes en faible quarité2 kes angiospermes et gymnospermes mais
sont particulierement abondantes chez les espeamedigneuses (Killops et Killops, 2005;
Opsahl et Benner, 1995). Les lignines sont doris@&#s comme biomarqueurs moléculaires a
travers les ratios S/V et C/V afin de distinguetylge de végétation dont provient les lignines
(Goni et Hedges, 1992; Hedges et Mann, 1979; Omtddnner, 1995).

Cependant, I'utilisation de ces ratios dans ledmitmesurer quantitativement I'apport
de MO par des plantes herbacées ou angiosperméqumpe considérer que ceux-ci restent
inchangés au cours de la dégradation. Plusieude®toortant sur I'évolution de la signature
moléculaire de la lignine au cours de la dégradatiat montré de faibles variations du ratio
S/V (Haddad et al., 1992; Opsahl et Benner, 198986)contraire le ratio C/V est sensible a la
dégradation. En effet, les unités V présentent pins forte résistance que les unités C,
aboutissant a une diminution du rapport C/V au ateida dégradation (Hedges et Weliky,
1989; Opsahl et Benner, 1995). Par ailleurs, laslkgs lignines sont dégradées, la chaine
carbonée présente sur les molécules des ligninexgsee. Les formes aldéhydes des unités
V et S sont donc converties en formes acides. @asérjuent, les ratios acide sur aldéhyde
des unités V (Ad/A) et des unités S (Ad/Ad)augmentent au cours de la dégradation
(Bianchi et al., 1999; Opsahl et Benner, 1995) atstituent donc aussi des marqueurs de

l'intensité de dégradation des lignines.

Les biomarqueurs moléculaires issus des ligniheanmins par HMT-CPG-SM sont
ainsi utilisés dans I'étude de la composition de&3NW(Frazier et al., 2003; Page et al., 2002;
Ward et al., 2012). L'utilisation de ces biomargiseest appliquée dans le cadre de plusieurs
problématiques telles que la détermination descesude MOD (Kaal et al., 2017), les
mécanismes de dégradation des MO (Kabuyah et(l2)2nais également la reconstruction

de paléoenvironnements (Tareq et al., 2004).

3.2.2.2 Les polysaccharides

Origine, structure et propriété

Les polysaccharides sont formés par 'assemblagaa@hosaccharides via une liaison
glycosidique, et sont les constituants les plusndhnts dans les plantes, ce qui en fait une
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source primordiale d’apport de carbone aux soldiqps et Killops, 2005). Différentes

classes de monosaccharides peuvent étre difféeenéig@ fonction du nombre d’atomes de
carbone gu’ils contiennent. On distingue ainsigestoses (C5) qui contiennent 5 atomes de
carbone et les hexoses (C6) qui en contiennene$.désoxyhexoses (deoxyC6) contiennent
egalement 6 atomes de carbone mais I'un de leotgpgments hydroxyles a été substitué par

un atome d’hydrogene.

Les polysaccharides peuvent provenir de sourcesohiennes ou végétales (Gunina
et Kuzyakov, 2015). Chez les végétaux, ils coneitiua la rigidité des structures
membranaires. Le polysaccharide le plus répandiaestliulose. Elle est tres peu observée
dans les échantillons de MOD due a sa forte hydroigité. Chez les microorganismes, les
polysaccharides contribuent a la rigiditt membnm@naiOn observe également des
monosaccharides a l'intérieur de la cellule qui leggise comme source d’énergie. Les
microorganismes sont également capables d’exciddsr polysaccharides alors appelés
exopolysaccharides dans le milieu extérieur qui Barvent notamment a se protéger de la

dessiccation (Suresh Kumar et al., 2007).

Réaction par thermochimiolyse

La HMT permet de détecter des molécules prodpiaedes polysaccharides aussi bien
sur des sols (Fabbri et Helleur, 1999; Grassel. ,e2@09) que sur des échantillons de MOD
(Guggenberger et Zech, 1994). La thermochimiolyse@ermet pas I'analyse de I'ensemble
des monosaccharides contenus dans les chaines ag@digsidiques. Seuls les
monosaccharides libres ainsi que les monosacckaritkrminaux des chaines
polysaccharidiqgues sont analysés. Les pentosesqteisle xylose (oses a 5 carbones),
produisent au cours de la réaction de thermochyséokn présence de TMAH deux acides
déoxy aldoniques perméthylés. Le mécanisme de tmmade ces molécules a été proposé
par Fabbri et Helleur, (1999) (Figure 1-13). Suiderméme mécanisme de formation, quatre
acides déoxy aldoniques perméthylés sont identfg@s les hexoses (oses a 6 carbones).
Deux d’entre eux proviennent des glucose, altnossose et allose. Alors que les deux autres
proviennent de leurs épimeres, a savoir les galactgulose, talose et idose. De la méme
maniere, pour les déoxyhexoses (ose a 6 carbomsd’uio des groupements hydroxyle a été
remplacé par un atome d’oxygene), quatre acidexydé@bdoniques perméthylés sont
identifiés. Deux proviennent de la réaction du 8e&oles deux autres provenant de son

épimeére, le rhamnose.
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CHO
: CHO CO,CH, CO,CH,
HGOH ¢=0 H,COCH HCOCH,
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HCOH (COH HCOCH, HC OCH,
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Figure 1-13: Mécanisme de production des acides déoxy aldor
perméthylés formés lors de la réaction de thermochimiolyse ésenue c
TMAH. Exemple du glucose et du xylose. D’aprés Fabbri et Helleur (1999)

Utilisation comme biomargqueur moléculaire

Les polysaccharides sont principalement utilisésiroe biomarqueurs moléculaires
dans le but de différentier I'origine végétale oicnobienne de la MO. Les monosaccharides
d’origine microbienne sont essentiellement de typé et deoxyC6 tandis que les
monosaccharides non cellulosiques d’origine vegétaht essentiellement de type C5. Par
conséquent, le ratio deoxyC6/C5 est utilisé poire fia différence entre source microbienne
et source végétale. Les rapports deoxyC6/C5 <dhbcaractéristiques d’une source végétale
tandis qu'un rapport deoxyC6/C5>2 est -caracténstigd’'une source microbienne
(Guggenberger et Zech, 1994; Oades, 1984; Rumjmeyaeac, 2006).

Les biomarqueurs moléculaires issus des polysadesapar HMT-CPG-SM sont
utilisés dans I'étude des MON. Appliqué a la MGs3, polysaccharides ont été utilisés pour la
caractérisation des MO présentes dans les diferagtégats du sol (Chefetz et al., 2002;
Grasset et al., 2009). Appligué aux MOD, ils sofitisés avec d'autres biomarqueurs
moléculaires pour identifier I'hétérogénéité desirses de MOD a I'échelle d'un versant
(Jiang et al., 2017).
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3.2.2.3 Les lipides

Les lipides regroupent une grande diversité de omégporganiques comme les acides
gras, les cutines et subérines, les terpénoidemnoare les alcanols. Toutes ces molécules
organiques ont la particularité d’étre en partie totalement hydrophobes. L’analyse par
thermochimiolyse de la MO produit majoritairemenésdacides gras provenant des
phospholipides des microorganismes ainsi que d@sesy subérines et des cires cuticulaires

des vegétaux.

Origine, structure et propriété

Les acides gras sont constitués d’'une chaine hgdronée portant a I'une de ses
extrémités un groupement acide carboxylique. Langhhydrocarbonée est hydrophobe alors
gue le groupement acide carboxylique est hydropligequi confere aux acides gras leur
caractére amphiphile. La nomenclature des acides g base sur le nombre de carbones de
la chaine hydrocarbonée ainsi que sur la préserauelle d’'insaturation (présence d’une
double liaison) ou d’'un groupement méthyle (Figiwg4). Les acides gras sont produits par
les végétaux tout comme par les microorganismeslidtanction de leur origine est toutefois

possible par le nombre de carbones qui composentiaine hydrocarbonée.

nombre
d’insaturation

|
\/\/\/\/\fo C10105

OH 7 =
nombre de carbone  position de
I’insaturation

0

iso
i /a Cys.g

—

OH

groupemet méthyl en

0 ) position iso ou antéiso
W anteiso

Figure 1-14: Exemple de structure d’acides gras et signification de leitues
symbolique
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Les acides gras peuvent étre impligués dans lectstation de plusieurs types de
biomacromolécules parmi lesquelles on retrouve pgasspholipides, les cutines et les
subérines. Les phospholipides sont un des élénuamtstitutifs des parois cellulaires des
végétaux et des microorganismes. lls sont compd'sgsglycérol dont I'une des fonctions
hydroxyle porte un acide phosphorique tandis gsedkux autres portent chacune un acide
gras. Les cutines et subérines sont des biopolygnégétaux présents dans la partie externe
des feuilles, de I'écorce ou des racines. Elles orésultat de la polymérisation de plusieurs
acides gras, le plus souvent hydroxylés (exempléQOH Cisq) ou portant deux fonctions
acides carboxyliqgues aux deux extrémités de lanehhydrocarbonée (exemple,m Cis:)
(Figure 1-15). Associées aux cires, elles formeme barriere protectrice pour la plante,
contribuant ainsi a la protéger du milieu extéridur cutine se retrouve sur la partie aérienne
des plantes tandis que la subérine est localisés b racines et I'écorce des plantes
(Kolattukudy, 1984, 1980).

Suberin Cutin
Major monomers Major monomers
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CHy(CHg) COOH CHy (CHy),, COOH CHy(CHg), CH=CH (CH;), COOH
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OH
3:.«:&.)_000" OH
GHp(CHg ), CH(CHg), COOH CHz (CHz ), CH-CH(CHz)y COOH
" cooN OH OH OH [}
" (y*8,7,6,0r5 xey=i3)
- LA iO y GHg (CHgly CH-CH (CHg)y COOH
o OoH OH OH

(m=18-30;n=14-20)
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Figure 1-15 : Structure des cutines et subérines proposées par Kolattukudy (1980)
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Réaction par thermochimiolyse

Les acides gras sont majoritairement trouvés gies formes conjuguées pour
lesquelles la fonction acide carboxylique est iogpdie dans une fonction ester. Dans le cas
des phospholipides, les acides gras sont estéaiés une molécule de glycérol. Les cutines
et subérines sont eux des biopolyesters (Kolattyk@801). La base forte apportée par le
TMAH est responsable d'une trans-esterificatiors, &ides gras sont alors présents sous
forme d’esters méthylés.

Du fait de leur forte résistance a la dégradagiode leur hydrophobicité, les cutines et
subérines ne se retrouvent que rarement en phaseutk. Ces molécules sont toutefois
identifiables dans les échantillons de sol. Pactiéa lors de la thermochimiolyse, on observe
pour les diacides une méthylation des deux grouptsmacides carboxyliques. Pour les
hydroxyacides, la fonction acide carboxylique etfdaction hydroxyle sont toutes deux

méthylées.

Utilisation comme biomarqueur moléculaire

Les acides gras sont utilisés comme biomarquewigéamlaires afin de différencier
I'origine microbienne (Kaneda, 1991; Zelles, 196@)végétale de la matiere organique. Cette
différenciation se base sur le nombre de carbomesamposent la chaine hydrocarbonée.
Les végétaux produisent des acides gras de 19r@stm plus, avec une prédominance des
acides gras avec un nombre de carbones pair. idssagras microbiens contiennent 12 a 18
atomes de carbone et peuvent étre insaturés. idssagras G:.o et G0 étant ubiquistes, ils
ne permettent pas de différencier les deux origiffesstegard et al., 1993; Matsuda et
Koyama, 1977). Basé sur cette différenciation tilpessible de calculer la proportion d’acide
gras microbiens%FAmic). De plus, les acides gras dexga G0 ramifiés en positionso et
anteisosont des marqueurs spécifiques attestant de $amré de bactéries Gram positives et
de bactéries anaérobies Gram négatives (Bossioogt,4998; Guezennec et Fiala-Medioni,
1996; Lechevalier et Moss, 1977). Ces acides grasabsents du métabolisme des animaux

et des végétaux supérieurs.

Les biomarqueurs moléculaires issus des acides gaa HMT-CPG-SM sont ainsi
utilisés dans plusieurs problématiques environnéahem et permettent d’'identifier des acides
gras présents dans la MON. lIs sont ainsi utildass la caractérisation des boues d’épuration
(Réveillé et al., 2003), la détermination de sosiethropiques de MOD dans les riviéres (Le
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Meur et al., 2017) et I'étude des cutines et suadrdans des sols forestiers (Rosenberg et al.,
2003). Couplés a d'autres biomarqueurs moléculaioesme les lignines, ils permettent la
différenciation et la classification de différestds suivant la MOS qu'’ils contiennent (Lee et
al., 2012).

4. Problématique et objectifs de la these

L'objectif de cette these est d’apporter une ragit compréhension des mécanismes
de solubilisation et de transfert des MOD qui el ldans les sols de bassins versants de téte
en contexte agricole, et ce a I'échelle saisonreér I'échelle de 'événement de crue. Pour
répondre a cette problématique, I'outil analytiqudéisé a consisté en une caractérisation
moléculaire de la MOD contenue dans les différéuisantillons par HMT-CPG-SM. Les
données obtenues sont présentées dans trois elapdriant selon les échelles spatiales et

temporelles.

Chapitre 3 : La porosité des filtres utilisés lode la filtration des échantillons a-t-elle un

impact sur la composition moléculaire de la MOD ainsolée ?

Ce premier chapitre se place a I'échelle de 'oiggtion moléculaire et est présenté
sous la forme d’un article publié dans Organic Geaoustry (Denis et al. 2017). Il porte sur
une comparaison de la composition moléculaire d&DMen fonction du seuil de coupure
utilisé lors de la filtration pour des échantillopgovenant du continuum sol-ruisseau. Les
seuils utilisés dans la littérature varient etst pécessaire de déterminer si cette étape peut

générer un biais méthodologique.

Chapitre 4: Lors des épisodes de crues, y a-tileumodification de la composition
moléculaire de la MOD des solutions de sol en liamec la mise en place d’'une érosion

macroporale ?

Ce chapitre se place a I'échelle spatiale du bassisant et a I'échelle temporelle des
crues. Il est développé sous la forme d’'un arclecours de discussion dans Biogeosciences
(Denis et al. en discussion). Il correspond a latinaité des travaux de Jeanneau et al.,
(2015). L'objectif de cette étude a été de déteemisi les changements de conditions
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hydrologiques dans les sols au moment des crudsresponsables d’'un changement de
composition moléculaire de la MOD dans les solgide sol. De plus, si ce changement est

avéré, est-il en lien avec les changements de csitigpomoléculaire observés a I'exutoire ?

Chapitre 5: Existe-t-il un transfert de versant elien avec I'évolution des conditions

hydrologiques qui a lieu au cours de I'année ?

Ce chapitre se place a I'échelle spatiale du bassisant et a une échelle temporelle
pluriannuelle. Il est rédigé en francais et se @ldans la continuité des travaux de Lambert et
al. (2014). L'objectif de ce chapitre est de déieens’il est possible d’identifier directement
le transfert de MOD des versants agricoles vergigseau via la zone riparienne en observant

simultanément la composition moléculaire et la aigre isotopique de ces trois zones.
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Matériel et méthodes
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Chapitre 2

1. Présentation du site d’étude et préparation des éalntillons

1.1  Le bassin versant de Kervidy-Naizin

1.1.1 Historique du bassin versant

Le bassin versant de Kervidy-Naizin se situe eztd&&me, au Nord du département du
Morbihan, a 15 km a I'Est de la ville de Pontivyigire 2-1). Ce bassin versant d’'une
superficie de 4.9 kmz est drainé par le Coét-Dancaurs d’eau de second ordre d’'apres la
classification de Strahler. Son exutoire se situ&ad du bassin versant et au Nord du village
de Naizin.

Les premiéres études sur ce site ont été menéed7/@npar I'RSTEA (alors identifié comme
le CEMAGREF) dans le but d’évaluer les effets dmembrement et de la suppression du
bocage sur I'hydrologie, I'érosion et les rendermesgronomiques. A I'époque, les études
étaient alors menées sur le bassin versant derN@di2i km2) dont I'exutoire se situe au Sud
du village de Naizin et dont le bassin de Kervidgidih constitue la partie Nord (Figure 2-1).
Depuis 1992, différentes études, conduites parRANet le CNRS se focalisent sur le sous-
bassin de Kervidy-Naizin dans le but d’étudier ééfets du climat et de I'agriculture sur les
transferts d'eau et de solutés, nitrates, phosphetre carbone organique dissous
principalement. Les équipements implantés permetéesuivi du cours d’eau, de la nappe
ainsi que de l'eau du sol. En 2006, de nouveauyodififs ont permis d'intégrer le
compartiment atmosphérique avec le suivi des éamissile gaz azotés et de gaz a effets de
serre. L’ensemble de ces dispositifs permet unelleue compréhension des cycles
biogéochimiques du carbone, de I'azote et du prmepdinsi que leur couplage.

Le bassin versant de Kervidy-Naizin est depuis62@itégré a I'Observatoire pour la
Recherche en Environnement (ORE) AgrHyS (pour agiaisystemes) dont I'objectif est
d’étudier les temps de réponse des flux hydrogéaguies ainsi que I'évolution des
hydrosystemes influencés par les systemes agrjcol#sORE étant lui-méme intégré au

SOERE « Réseau de Bassins Versants ».
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1.1.2 Geéologie, nature et occupation des sols

Les sols du bassin versant se sont développéansspcle géologique constitué de
schistes briovériens fissurés et fracturés. L’alién des schistes ainsi que l'apport de
matériels limoneux quaternaires ont conduit a lan&dion de sols a texture limoneuse a
argilo-limoneuse. La profondeur des sols est véjate 35 m a 5 m d’épaisseur. Les sols de
zones de bas topographiques étant généralemenégmiiss que ceux de haut de versants. Les
sols de haut de versant sont des luvisols biemésaiDans les zones de bas-fonds, les sols
sont hydromorphes de type redoxisols du fait dedaturation par la nappe une grande partie

de 'année.

Le bassin versant est a 90% deédié a l'agricultdm@minée par I'élevage intensif
principalement porcin. Les sols sont utilisés conprarie, cultures de mais et cultures de
céréales. On retrouve également de maniéere spaedies terres utilisées pour la culture de

Iégumineuses et quelques zones boisées.

1.1.3 Climatologie et caracteéristiques hydrologiques

Le bassin versant de Kervidy-Naizin est soumisnacilimat océanique humide
caractérisé par des hivers frais et des étés dbiguré 2-2). Les précipitations sont
importantes entre la fin de 'automne et le déhufpdntemps. Des précipitations modérées
sont observées le reste de l'année. Entre 19940&6,2les moyennes annuelles de
précipitations et de températures, relevées aal@ost météorologique située sur le bassin

versant, atteignent respectivement 837 + 173 mbi &+ 0.6 °C (moyenne * écart type).

D’un point de vue hydrologique, le bassin versasttcaractérisé par le développement
d’'une nappe peu profonde dans la zone fortemeétéaltdu socle. Cette nappe contribue a
'alimentation du cours d’eau. Le régime de prédeifpon conduit a une succession de crues
pendant la période hivernale qui permet le maintiena nappe relativement proche de la
surface. La diminution des précipitations a ladinprintemps et pendant I'été conduit a une
baisse du niveau de la nappe qui induit une péribétieage aboutissant la plupart des années

a un tarissement complet du cours d’eau.
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Figure 2-2 : Zones et caractéristiques climatiques de Bretagne

1.2  Dispositifs expérimentaux

1.2.1 Suivi météorologique

Les données météorologiques (précipitations, teatpe de l'air et du sol,
évapotranspiration) sont collectées par le biaimel’'station météorologique implantée a 1 km

a I'Est de I'exutoire. La quantité de précipitatiest intégrée sur une échelle de temps horaire.

1.2.2 Suivi de la dynamique de nappe

La dynamique de la nappe est suivie tout au landgjathnée a l'aide de piézomeétres
implantés le long de deux transects perpendicul@ra topographie, et s’étendant du bord du
cours d'eau aux zones de plateaux (Chapitre 2csettB). Les capteurs de pression installés
sur ces piézometres permettent de mesurer le noleda nappe avec une préecision de 2 mm
et avec une fréquence d'une mesure toutes les Dbitesi Ces piézometres permettent
également un suivi physico-chimique réalisé maeusdint deux fois par an. Les parameétres
mesurés sont les concentrations en COD, CID, ctdsrunitrates et sulfates ainsi que le pH et

I'absorbance UV a 254 nm.

-62 -



Chapitre 2

1.2.3 Echantillonnage de la solution de sol

L’échantillonnage de la solution de sol danspagies du bassin versant ou la nappe
remonte dans les horizons organo-minéraux et aygasidu sol a été réalisé via I'utilisation
de pieges a eau implantés a différentes profond€osstitués de flacons en polyethylene
basse densité de 250 ml, ces dispositifs permetiencollecter la solution de sol en
circulation dans les macropores via une zone céégpdituée en haut de flacon. La solution de
sol ainsi collectée peut étre échantillonnée pangame manuel (Figure 2-3). Pour chaque
point de suivi du bassin versant, trois piegeswaseat installés a une méme profondeur de
maniere a capter I'nétérogénéité spatiale. Lord'@ghantillonnage des solutions de sol,
I’échantillon récupéré est un composite de la smhude sol collectée dans ces trois piéges.
Dans cette étude, la solution de sol a été éclami#e durant trois années hydrologiques
consécutives, entre Octobre 2013 et Juin 2016 &fonge estivale, entre Juillet et Septembre,
la circulation d’eau dans les macropores étantffisamte ou absente, aucun échantillon n'a
été prélevé. Les pieges sont vidangés chaque avaéela reprise des échantillonnages.

Ce dispositif a également permis la collecte d’é@tlans de solution de sol en période de

crue avec un échantillonnage haute frequence poaldlanjusqu’a 1 échantillon par heure.

pinces — o o

tubesFEP @ 4 mm —> surface su sol

crépinage @ 7,5 mm

flacon LDPE 250 ml

toile nylon 100 pm ——

Figure 2-3 : gauche - schéma d'un piege a eau (Dupas et al ; 2015a) ; dmalicte
d'un échantillon par pompage manuel
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1.2.4 Suivis a I'exutoire

L’exutoire du bassin versant est équipé d’'un segitangulaire, permettant, grace a un
capteur de pression et un étalonnage, le suiviétit dvec une fréquence de mesure toutes les
minutes (Figure 2-4). L'exutoire est également pgu’un turbidimétre permettant le suivi de
la turbidité au niveau du seuil avec une fréqueticee mesure toutes les 15 minutes.

Un prélevement manuel réalisé quotidiennement ped@esuivre la concentration en anions
majeurs (chlorures, nitrates et sulfates), CODIE, @insi que I'absorbance UV a 254 nm sur
les échantillons filtrés a 0.2 um immédiatementeapeur prélévement. Les matieres en
suspensions (MES) font également l'objet d’'un swgvisont mesurées par pesée apres
filtration & 0.45 pum.

Le suivi de la composition moléculaire de la MODexutoire est réalisé a I'échelle annuelle
par prélevement manuel en méme temps que les@wdutie sol. Cet échantillonnage basse
fréquence est complété par un échantillonnage lisagaence en crue réalisé a l'aide de trois
préleveurs automatiques ayant chacun une capaaté24l flacons. La fréquence
d’échantillonnage de ces préleveurs peut étre édagt fonction de la spécificité de la crue a
échantillonner. Le début de la séquence d’échantithge est contrblé par I'évolution de la
hauteur du niveau d’eau dans le seuil. L'échamtilige débute lorsque I'augmentation du
débit est supérieure a 1 L/s pendant 10 minutes.

7o

Figure 2-4 : gauche - seuil a l'exutoire du bassin versant ; droite - vandle
automatiques situés quelques métres en amont du seuil
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Zones d'étude

1.3.1 Transect de Kerrolland

Le transect de Kerrolland se situe dans la p@rtiest du bassin versant (Figure 2-5).

Depuis le cours d’eau jusqu’au haut du versantoaeént successivement :

(i)

(ii)

(iii)

Le
Depuis le

(i)

Une zone humide riparienne (K1) ou la végétationcempose de feuillus,
d’arbustes ainsi que de plantes herbacées. Unagyeesgérie de trois pieges a eau
est installée dans I'horizon organique, a 10 crprdéondeur. Une deuxieme série
se situe dans I'horizon minéral, a 55 cm de profomdCette zone humide se
caractérise par une saturation prolongée des smislanmt la période hiver /
printemps et la mise en place progressive de donditéductrices au printemps.
Un bas de versant agricole (K2) utilisé principadat pour la culture du mais
pendant notre période d’étude. Pendant la périoderale, la partie la plus aval
subit une saturation importante des sols tandisapartie amont est caractérisée
par une alternance de saturation / désaturatidiereavec le battement de nappe.
Une zone de haut de versant agricole (K3), un rdpfaographique intégré a la
méme parcelle agricole que la zone K2. Deux séhepieges sont installées au
point K3, dans I'horizon organique a 15 cm et démsrizon organo-minéral a 40
cm. En période hivernale, cette zone est le liebattements de la nappe dans
I'horizon de surface, responsables d’'une alternaecpériodes de saturation et de

désaturation de cet horizon.

1.3.2 Transect de Guériniec

transect de Guériniec se situe dans la padtedi bassin versant (Figure 2-5).
cours d’eau jusqu’au haut de versarttoseent successivement :

Une bande enherbée ou se trouvent deux points dareneu sont implantés des

pieges a eau. Sur le premier point, a proximit&€aurs d’eau (G2) une premiere

série de pieges a eau est implantée dans I'hormganique a 15 cm et une

deuxiéme est implantée dans I'’horizon minéral &rs0 Sur le deuxieme point de

mesure situé dans la partie haute de la bandel##€G3), les pieges a eau sont

implantés aux mémes profondeurs. Pendant la péhodanale, la nappe peut
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atteindre la surface a I'un et l'autre de ces Eomiis n'y reste pas de maniere
prolongée.

(i) Un versant agricole ne disposant pas de piegesiaSaa le bas du versant la
nappe peut atteindre ponctuellement la surface ell@sy’atteint jamais I’horizon

organique sur la partie haute du versant.

1.3.3 Zone humide du Mercy

La zone humide du Mercy se situe a proximité disaset de Kerrolland (Figure 2-5).
La végétation se compose de feuillus, d’arbustedeeqjuelques plantes herbacées. Une
premiere série de pieges a eau est implantée thamzdn organique a 10 cm tandis qu’'une
deuxieme est implantée dans I'’horizon minéral acBb Pendant la période hivernale, on
observe une saturation prolongée des sols aindaguése en place progressive de conditions

réductrices.

1.4  Echantillonnage

1.4.1 Echantillonnage basse fréquence

L’échantillonnage basse fréquence mis en placelgrgntrois années hydrologiques
consécutives a été utilisé dans le but d’obserggrvhriations saisonnieres des MOD des
solutions de sol et de la riviere. Dans la contiénules études menées au préalable sur le
transect de Kerrolland, cet échantillonnage a pedidtudier le transfert de MOD a I'échelle
d’'un versant agricole, en lien avec la dynamiquealgpe. L’échantillonnage des solutions de
sol a été réalisé toutes les semaines entre OcRildr& et Janvier 2014 (Figure 2-6 A), puis
toutes les deux semaines jusqu’'en Juin 2016 (FiguBeB et C). Cet échantillonnage a
intervalle régulier a permis de réaliser des pest@ents dans des conditions hydrologiques
contrastees.

La premiere année d’échantillonnage ayant eu liganta le début de cette thése,
I'échantillonnage et la préparation de ces écHanglont été réalisés conjointement par le

personnel de Géosciences Rennes et de 'INRA dedgen
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Transect de Kerrolland 0 05 1 Kilometers

champ cultivé zone humide
ripariennt

Transect de Guériniec

bande enherbé | champ cultivé

D pieges a eau

I piézometres

Figure 2-5: Localisation sur le bassin versant de Kervidizin de la zone humide et des deux transects faisant I'ohjet sliivi
Description des zones d’'implantation des piézometres et des pieges a eau.
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1500

2013/2014| A)
1200

900 -

Débit (m?3/s)

1/10/13 1/1/14 1/4/14 1/7/14

2014/2015 | )

Débit (m3/s)

1/10/14 1/1/15 1/4/15 1/7/15

2015/2016| C)

Débit (m3/s)

1/10/15 1/1/16 1/4/16 1/7/16

Figure 2-6: Identification des dates d’échantillonnage basse fréquence at
des trois années hydrologiques.

1.4.2 Echantillonnage haute fréquence des épisodes de eru

Plusieurs périodes d’échantillonnage haute frécei@mt été mises en place au cours
de ces trois années de suivi. L'objectif était detver avec une résolution plus fine les MOD
exportées par les solutions de sol et la rivienedpat des épisodes de crue. La fréquence
d’échantillonnage appliquée a été variable en fonales crues, avec 1 échantillon toutes les

heures a 1 échantillon toutes les 2 heures. Lota geemiere année de suivi, 7 crues ont été
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échantillonnées avec uniquement le prélevementud@a riviere a I'exutoire par les
préleveurs automatiques (Figure 2-7 A). L'échamifiage conjoint de la solution de sol et de
la riviere a I'exutoire a été mis en place pourdases échantillonnées lors des deux années
hydrologiques suivantes. Trois crues ont été ssipendant la deuxiéme année hydrologique
(Figure 2-7 B). Pour chacune de ces crues l'éclhamiage a été effectué de maniere a
couvrir la diminution du débit et le retour a demditions hors crues. Deux crues ont été

échantillonnées pendant la troisieme année hydplegFigure 2-7 C). Suite aux résultats
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<
=
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2014/2015| B)
500 A

18/04/15

13/02/15

15/01/15
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o

1/10/14 1/1/15 1/4/15 1/7/15

2015/2016 | C)
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0 T T T
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Figure 2-7: ldentification des crues ayant fait I'objet d’'un échantillonnage |
fréquence au cours des trois années hydrologiques.
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obtenus pour les crues précéedentes, il a étée dd@tendre la période d’échantillonnage afin
de couvrir les deux ou trois jours consécutifs &rae. Durant cette période, la fréquence
d’échantillonnage a été réduite a 2 ou 3 échansljmar jour.

1.4.3 Les solutions de ruissellement

L’échantillonnage des solutions de sol pendantdess a permis d’observer la
présence d’un ruissellement de surface importan$ ¢l zone humide riparienne du transect
de Kerrolland. Au moment ou les crues ont liewgdaération de ce ruissellement de surface
est favorisée par la saturation du sol dans cete zlu bassin versant. Il est alors possible
d’observer des chenaux de circulation préféremetiglli drainent les solutions de ruissellement
depuis le bas du versant agricole jusqu’a la révidrors des crues échantillonnées, cette
solution de ruissellement a été collectée manuelléndans la portion de ces chenaux se

situant dans la zone K1, a raison de 2 a 3 éclargipar crue.

1.4.4 Les sols

Lors de la mise en place des pieges a eau, dastédldns de sols ont été prélevés tous
les 10 cm a 20 cm. Ces échantillons ont permisdarder la composition des MOS le long

des différents profils de sol.

2. Caractérisation de la matiere organique dissoute

Les solutions de sol, de ruissellement ou denevant été filtrées au laboratoire dans
les 24 heures suivant leur échantillonnage. Unenjgre filtration réalisée sur des filtres en
fibre de verre (GF/F, Sartorius, Allemagne) den7 permet d’éliminer la majeure partie des
matieres en suspension présentes dans I'échantilom deuxiéme filtration est réalisée sur
des filtres en acétate de cellulose (Sartoriusemdigne) de 0.2 um. Ces derniers sont
préalablement lavés avec 500 mL d’eau ultrapure @i prévenir tout relargage potentiel de
carbone organique.

Une aliquote de 60 mL est prélevé pour mesurecdesentrations en COD, CID, anions
majeurs et pour les mesures d’absorbance UV. Lenwelrestant des échantillons est acidifié

par I'ajout de 1 mL/L d’acide chlorhydrique a 1 iofin d’éliminer le carbone inorganique,
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puis lyophilisé afin de réaliser les analyses iginjoes §'°C) et moléculaires de la MOD par
HMT-CPG-SM. L'ensemble de ces analyses permettaat fdurnir des niveaux

complémentaires d’'information.

2.1  Analyse quantitative du carbone

Les analyses quantitatives de carbone ont étisééalsur I'analyseur de carbone TOC
(Shimadzu, Japon). L'analyse des échantillons pelandétermination de la concentration en

carbone organique dissout (COD) et carbone inoggendissout (CID).

2.2 Absorbance UV-visible

L’absorbance des MOD pour des longueurs d’ondgmrégnant aux domaines de
l'ultraviolet et du visible est utilisée depuis dembreuses années. Les spectres d’absorbance
ainsi que I'absorbance a certaines longueurs d®osgécifiques sont ainsi utilisés comme des
parametres de caractérisation des MOD (Bricaudl,t381; Helms et al., 2008).

L’absorbance a certaines longueurs d’onde spéeifiga ensuite été identifiee comme
permettant de caractériser I'aromaticité des MODei@Naar et al., 2003). L'absorbance est
ainsi utilisée pour calculer le SUVA (Spécific U\bgorbance) qui correspond a I'absorbance
a la longueur d’onde spécifique findivisée par la concentration en COD (mg/L). Plasr
échantillons utilisés dans cette these, le SUVAéangesuré sur un spectrometre UV-visible
(Perkins Elmer, Lambda 25) a deux longueurs d’amifiques : 254 nm et 280 nm.

2.3  Isotopie du carbone §3C)

L’analyse isotopique du COD contenu dans les wiffts échantillons a été réalisée au
laboratoire Isotopes Stables de I'INRA a Saint€3ill Les analyse sont réalisées sur un
analyseur élémentaire (EA-CE 1500 NA, Carlo Erb@)pté a un spectrométre de masse a
ratio isotopique (VG Isoprime). Les valeurs &f€C obtenues correspondent a la variation
relative mesurée entre le ratiC/*°C de I'échantillon et du standard interne (Vienea Pee

Belemnite).
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2.4 Concentration en Fer Il

La concentration en Fer Il des échantillons a d&terminée par colorimétrie. Le
mélange entre le réactif (solution de phénantrelifi®), la solution tampon (solution
d’acétate d’ammonium - acide acétique cristallispldt I'échantillon est effectué sur le
terrain immédiatement aprés prélevement de I'édl@ntDans cette solution tamponnée, le
Fe Il et la phénanthroline-1,10 forment un complexgge orangé. Par comparaison avec une
gamme d’étalonnage, la mesure spectrométriqueatsdibance du complexe ainsi formé
pour une longueur d’'onde de 510 nm (spectrométrkirP&lmer, Lambda 25) permet de

déterminer la concentration en Fe |l de la solution

2.5 Méthode d’analyse moléculaire par dégradation thenmique

Au cours de ces travaux de thése, la caractémsatioléculaire de la MOD des
différents échantillons a été réalisée par hydmtsméthylation assistée par la température,
couplée a une chromatographie en phase gazeusdaespectrométrie de masse (HMT-CPG-
SM). Les paragraphes suivants ont pour objectifprdsenter brievement cette technique

d’analyse, ainsi que la maniére donc les résuttatt£té traités.

2.5.1 Thermochimiolyse

La thermochimiolyse consiste en une hydrolyse ete uméthylation des
biomacromolécules présentes dans la MOD, assiatda pempérature. Cette étape permet de
couper ces macromolécules afin d’obtenir des motd#culaires.

Dans le cadre des analyses réalisées dans cette, the mélange d’environ 2 mg de
lyophilisat et 10 mg d’hydroxyde de tétraméthylanmimon (TMAH - Sigma Aldrich) est
introduit dans un réacteur. La thermochimiolyse réstlisée dans un pyrolyseur de type
microfurnace PZ-2020D (Frontier Laboratories) (FegyR-8). La pyrolyse est réalisée a 400°C
pendant 1 minute. Une fraction de la phase gazeushiite lors de cette étape de pyrolyse
est ensuite injectée dans un chromatographe ere pi=euse. Pour cela l'injecteur est
maintenu a une température de 310°C et la ligndralesfert entre le pyrolyseur et le
chromatographe en phase gazeuse est a 321°C.
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chromatogramme
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Figure 2-8 : Schéma du dispositif d’analyse de pyrolyse couplée au systeme de chraplaggazeuse et spectrométrie de masse.
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2.5.2 Couplage chromatographie en phase gazeuse / spect&trie de

masse

L’'objectif de la chromatographie en phase gazeestede séparer les molécules
contenues dans la phase gazeuse produite lorgluertaochimiolyse. Cette séparation a pour
objectif une meilleure identification des différeatmolécules, en limitant autant que possible
leurs co-€lutions. Pour cela, I'échantillon gazeast injecté dans la colonne par un gaz
vecteur. Dans notre cas, I'hélium a été utilisé mmngaz vecteur car il présente I'avantage de
ne pas réagir avec I'échantillon. Le long de laonok chromatographique, les molécules
présentes dans I'échantillon vont étre progressargnséparées en fonction de leur affinité
avec la colonne. Ainsi, les molécules les plusdamient éluées sont celles ayant le moins

d’affinité avec la colonne.

En sortie de colonne chromatographique, les mtdécgsont transférées vers le
spectrométre de masse (Figure 2-8). L'ionisation melécules conduit alors a la formation
de cations radicaux instables qui par conséquent ge fragmenter. Le processus de
fragmentation de ces cations radicaux ne se prg@stau hasard, ainsi un méme cation
radical produira toujours les mémes fragments. @gugont transférés via un champ

électrique a I'analyseur afin de déterminer lepp@at masse/charden/z)

Dans le cadre des analyses réalisees dans cetie, e chromatographe en phase
gazeuse GC-2010 (Shimadzu, Japon) est équipé daloane capillaire SLB 5 MS a phase
apolaire (longueur 60 m, diamétre 0,25 mm, épaisgedilm 0,25 um). La température du
four dans lequel se trouve la colonne est initi@einde 50°C. Cette température est
maintenue 2 minutes puis augmente jusqu’a 150°@sam de 15°C/min. Puis la température
augmente de nouveau jusqu'a 310°C a raison de rBRC ét est maintenue pendant 14
minutes. La ligne de transfert vers le spectroma¢renasse QP2010+MS (Shimadzu, Japon)
est maintenue a 280°C. L’ionisation pas impactt@awque est faite avec une énergie de
70eV dans une source d’ionisation chauffée a 200&Qlétection des fragments est réalisée

pour une plage de valeurs aézallant de 50 a 600.
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2.5.3 Traitement des données

Identification et intégration

En fin d’analyse, les résultats sont obtenus $mdsrme d’'un chromatogramme, qui
correspond donc a la somme de tous les fragmemgstdé a chaque instant de l'analyse
(Figure 2-9). L’identification des molécules estligée par comparaison des spectres de
masses obtenus avec la base de données du Ndtientlt of Standards and Technology
(NIST) ainsi que plusieurs publications (Grassealet2009; Kuroda, 2002; Kuroda et al.,
2002; Nierop et Verstraten, 2004; Nierop et alQ30 Chaque molécule est ainsi identifiée

par la présence de fragmeni&spécifiques.

Intensité

Temps de rétention

Figure 2-9: Exemple d’'un chromatogramme obtenu pour I'analyse d’'un échantill
matiére organique dissoute.

Pour chaque molécule identifiée, I'intégration s aire sur le chromatogramme
n'est pas effectuée sur le chromatogramme totas @i son fragment spécifique pour ne pas
biaiser les résultats en cas de co-élutions. Daitel'aire intégrée représente un seul des
fragments générés lors de la fragmentation de lécule. Afin d’avoir une estimation de son
aire totale, I'aire obtenue est corrigé par ledactMSF pour Mass Spectra Factor. Ce facteur
correspond a l'inverse de la proportion du fragndmtégration par rapport a la somme de
fragments du spectre de masse moléculaire. Les cole& recherchées dans les

chromatogrammes ainsi que leurs m/z et MSF sdeelsdans les Tableaux 2-1 a 2-3.
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Standard interne et analyses semi-quantitatives

Une analyse semi-quantitative a été possible joart de 10 puL de standard interne.
Ce standard est une solution d’acide hydrocinnaendfu(Sigma Aldrich) dans du méthanol a
25pg/mL. Cette molécule a été choisie comme stdndggrne pour les phénols du fait de sa
structure chimique proche. L'utilisation de ce staml interne implique de considérer que le
rendement analytique est similaire pour I'ensends#e molécules identifiées. A partir des
aires corrigées par le facteur MSF, I'utilisatianstandard interne identifié par le fragment de
m/z = 110 permet de calculer une approximation de laceotration des différentes
molécules. Etant donné que la structure chimiguendenosaccharides et des acides gras est
différente de celle du standard interne, les comatons calculées doivent étre considérées

comme une estimation approximative.

2.6 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées sogitdel XLStat ou le logiciel R 2.15.3
(R Core Team). Les tests statistiques utilisés é&at choisis afin de correspondre a la

spécificité des jeux de données utilisés.

Dans le Chapitre 5, des ACP ont été réaliséefadistribution des molécules issues
des acides gras ainsi que des lignines et tanRiogt chaque échantillon, le pourcentage
relatif de chaque molécule a été calculé a pdetiraires de pics corrigés par le facteur MSF.
Afin de limiter le nombre de variables de ’ACPs Imolécules représentant un pourcentage
relatif inférieur a 1% en moyenne sur I'ensembls élehantillons ont été supprimées. Le test
de Pearson a par la suite permis d’éliminer lesakibas trop fortement corrélées. Pour un
couple de molécules dont la p-value était supégieur0.9, la molécule représentant le
pourcentage relatif le plus faible en moyenne ®irsemble des échantillons a été supprimé
des variables. Afin d'identifier les différenceatsttiques entre les points d’échantillonnages,
une ANOVA a un facteur a été réalisé a partir desraonnées de chaque échantillon la
composante principale 1 de 'ACP qui représeniaol@rcentage de variance le plus élevé. La
variable explicative utilisée étant alors le paletprélevement. Par la suite, le test de Tukey a
permis de déterminer la présence de différencesfisafives entre les différents points de

prélevements.
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Tableau 2-1: Liste des molécules issues des lignines et des tasndentifiées sur le
chromatogrammes lors des analyses par HMT-CPG-SM.

Nom m/z MSF
3,4-dimethoxyacetophenone (acetovanilone) 165 2,8
3,4-dimethoxybenzaldehyde (vanillin) 166 4,2
3,4-dimethoxybenzoic acid, methyl ester (acidellicprg) 196 5,6
3,4,5trimethoxyacetophenone (acetosyringone) 195 4,8
3,4,5trimethoxybenzaldehyde (syringaldehyde) 196 6,7
3,4,5trimethoxybenzoic acid, methyl ester ( asigiingique) 226 53
3-(4-methoxyphenyl)-prop-2-enoic acid, methyl e@eide p-coumarique) 192 6,7
3-(3,4-dimethoxyphenyl)-prop-2-enoic acid, methstbe (acide ferulique) 222 37
4-methyl-1,2-dimethoxybenzene 152 57
2-methyl-1,4-dimethoxybenzene 152 4,7

1,2 dimethoxybenzene 138 4,7

1,4 dimethoxybenzene 138 6,0
1,2,4-trimethoxybenzene 168 43
1,3,5trimethoxybenzene 168 3,0
1,2,3 trimethoxybenzéne-5-méthyl 167 7,0
3-methoxybenzoic acid methylester 135 39
4-methoxybenzoic acid methylester 135 2,8
1,2,3,4-tetramethylbenzéne 198 35
1,2,3,5-tetramethylbenzéne 198 135
cis-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxyethenyl)benzene 194 51
trans-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxyethenyl)benzene 149 1 5
1,2-Dimethoxy-4-(1-methoxy-1-propenyl)benzene 208 6,2
cis-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxy-1-propenyl)benzene 8 20 57
trans-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxy-1-propenyl)benzene 208 57
trans-1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxy-1-propenyl)benzene 208 5,6
cis-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxyethenyl)benzene 224 7,0
trans-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxyethenyl)benzene 24 2 7,0
erythro-1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-trimethoxypropyl)zene 181 3,6
threo-1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-trimethoxypropyl)bemze 181 3,6
cis-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxy-1-propenyberezen 238 7,0
trans-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxy-1-propenymsre 238 7,0
cis-1,2-Dimethoxy-4-(2,3-dimethoxy-1-propenyl)bemeze 238 85
trans-1,2-Dimethoxy-4-(2,3-dimethoxy-1-propenyl)rme 238 85
erythro-1,2,3-Trimethoxy-5-(1,2,3-trimethoxyprojpdhzene 211 21
threo-1,2,3-Trimethoxy-5-(1,2,3-trimethoxypropyhlzene 211 21
benzoic acid methyl ester 105 29
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classes des nomdes
monosaccharidesmonosaccharides mz MSF
pentoses arabinose
(C5) 129 4
deoxyhexoses 129 4
(deoxyC6) rhanmose 129 4
mannose 129 4
hexoses
(Co) galactose
129 4

Chapitre 2

Tableau 2-2: Liste des
monosaccharides identifié
sur les chromatogramme
lors des analyses ps
HMT-CPG-SM

Tableau 2-3: Liste des molécules issues des acides gras identifiérg les
chromatogrammes lors des analyses par HMT-CPG-SM.

Nom m/z MSF Nom m'z MSF

Gs:0 74 31 Ga:0 74 4,3
Cro 74 31 a,0 Cie:0 74 11,3
Gs.0 74 30 CGo:o 74 49
Co:0 74 3,6 ®-OH Gs:o 74 17,3
Cio0:0 74 30 G0 74 75
Ci10 74 3,0 a,® Cis:0 74 17,7
Ci2:0 74 30 G20 74 49
Ciz:0 74 4,1 ®-OH Co:0 74 129
Cia:0 74 31 Gs.0 74 84
i Ci5:0 74 33 a,® Co:o 74 10,8
aCis:.o 74 33 Ca0 74 4.4
Cis:0 74 33 ®-OH G2:0 74 135
Ci6:1 74 14,5 Gs:.0 74 7.7
Cis0 74 49 a,® &2:0 74 10,8
i Ci7:0 74 39 Gs:0 74 45
aCir.o 74 39 ®-OH Cu4:0 74 13,5
Ci7:0 74 39 G0 74 51
Cisa 74 14,6 a,® G40 74 9,7
Cis:0 74 45 Gs:0 74 49
®-OH CGs:0 74 12,1
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Etude comparative de I'effet de la porosité etale |
nature du filtre sur la composition moléculairelae
matiere organique dissoute des sols et des rivieres

A comparative study on the pore-size and filteetyp
effect on the molecular composition of soil an@ain
dissolved organic matter

Ce chapitre correspond a un article publié damevaeOrganic Geochemistry

Denis, M., Jeanneau, L., Pierson-Wickman, A-C., benn G., Petitjean, P., Jaffrézic, A.,
Gruau, G., 2017. A comparative study on the poze-dilter type effect on the molecular
composition of soil and stream dissolved organittenaOrg. Geochem. 110, 36-44.
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Résumé

La biogéochimie de la matiére organique dissoM@®[}) joue un rbéle prépondérant
dans les domaines de I'écologie, de I'écotoxicaogi du cycle du carbone. La MOD est
définie de matiere opérationnelle comme étant #tion de matiére organique pouvant
passer a travers un filtre. Etant donné que laggdilles plus communément utilisés pour ces
filtrations ont une porosité variant de 0,2 a O, il apparait nécessaire de tester le potentiel
effet du choix de ce filtre sur la concentratiolaetomposition de la MOD, pour permettre
ainsi la comparaison de résultats provenant detrdiftes études utilisant des filtres de
porosité et de nature difféerente (cellulose, fideeverre). La concentration et la composition
de la MOD a été étudiée sur des échantillons p&élélong du continuum sol-riviere au sein
d’un petit bassin versant de téte et filtrés a dseuwils de porosité différents (0,2 et 0,7 um).
En plus d’une quantification du carbone organigsalt (COD), la composition de la MOD
a été determinée par des descripteurs globaux eom@s analyses spectroscopiques
(absorbance UV) et isotopiqueslBC). Une caractérisation moléculaire qualitativesemi-
guantitative de la MOD a également été réaliséehpdrolyse thermique et méthylation en
présence d’hydroxyde de tétraméthylammonium (TMAdduplée a un chromatographe
gazeux et un spectrométre de masse (THM-GC-MS)r Rsudescripteurs globaux, aucune
différence significative n’a été détectée entredlesantillons filtrés a 0,2 et 0,7 um. De plus, a
I'échelle moléculaire, la distribution des 43 malkss étudiées n'a pas été impactée par le
type de filtre utilisé. Cependant, la concentraties différentes classes moléculaires a mis en
évidence une concentration faiblement plus élewds d¢a fraction inférieure a 0,2 um. Cette
observation pourrait étre la conséquence du «slaliect » lié a la présence de phases
minérales qui, en se complexant avec de la MODdrds non détectables lors de I'analyse
moléculaire. Par conséquence, des résultats abterside différentes études portant sur la
MOD et utilisant des filtres de porosité différenfmeuvent étre comparées. Cette similarité de
la MOD observée pour les deux seuils de filtratitiisés pourrait étre interprétée comme la
conséquence de la déstabilisation des colloideteicant une phase organique par des forces

de cisaillement appliquées lors de la filtration.
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Abstract

Biogeochemistry of dissolved organic matter (DOBI)of main importance towards
ecology, ecotoxicology and carbon cycle. DOM israpienally defined as the OM fraction
that passes through filters. Since different fijp@re-sizes, ranging from 0.2 to Quih, are
commonly used, it is necessary to test if this chdias an effect on the concentration and
composition of DOM in order to ensure the comparibetween studies using different filter
pore sizes and filter types (cellulose acetate filme glass). The concentration and
composition of DOM was investigated along a saiericontinuum in a lowland headwater
catchment using two filter pore-size (0.2 and 7). Dissolved organic carbon (DOC) was
guantified, and the DOM composition was investidatesing spectroscopic (specific UV
absorbance) and isotopi©1B3C) bulk-scale descriptors and semi-quantitativelesular
analysis by thermally assisted hydrolysis and miatlon with tetramethylammonium
hydroxide coupled to a gas chromatography and msasstrometry (THMGC-MS). No
significant differences were detected between DOBLZum and DOM < 0.7um for bulk
scale descriptors. Moreover, at the molecular sctile distribution of the 43 targeted
compounds was not impacted. However their conceortravere slightly higher in the < 0.2
um fraction. This could be due to a shield effechoheral phases in the < Oumn fraction
implying a decrease of their recovery. Consequetitly DOM studies using 0.7 and / or 0.2
um filters can be compared. This similarity betwélense two pore-sizes is suggested to be
due to the breakup of colloids by shear forcesyapgllocally during filtration performed at
0.2pum.
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1. Introduction

Dissolved organic matter (DOM) is a dynamic anghamant part of the carbon cycle
and essential for the understanding of soil progperand functioning (Kalbitz et al., 2000).
Due to its properties of complexation, DOM actsaasarrier phase, being involved in the
mobility, degradation and bioavailability of micrjutants at the landscape scale (Neale et
al., 2011). At the catchment scale, the main cbuatars to the transfer from soils to rivers are
the headwater areas (Agren et al., 2007), in wbBioiM comes mainly from riparian wetlands
connected to streams by water tables (Morel eR@09). As a consequence, it is necessary to
investigate both stream and soil DOM to understasasfers along the soil-river continuum.
However, despite the fact that DOM has been stuftied long-time, its physical definition

remains unclear.

The term “dissolved” does not refer to its cherhgtate since DOM is operationally
defined by the filter pore-size used to isolatiatn the particulate phase. This may result in
concentration and compositional shifts since déiferfilter pore-size, namely 0.2, 0.45 and
0.7 um, are used in DOM studies. The filtration at OB was initially selected because it
corresponds roughly to the upper limit size of ses and the lower limit of bacteria.
However, some prokaryotes can be smaller than Pm5and so filtration at 0.2m was
recommended for studies where all microbiota havdd removed from samples (Krieg,
2005). However, a drawback of 0.45 and Qrf filters is that they are made of organic
material such as cellulose acetate, which can mdoatamination problems, leading a part of
the DOM research community to use @mn glass fibre filters. Moreover, the boundaries
between particulate, colloidal and dissolved fi@tsi remain unclear. The international union
of pure and applied chemistry (IUPAC) defines addoas “molecules or polymolecular
particles dispersed in a medium which have at leasine direction a dimension roughly
between 1 nm and Lim”. As with the isolation of the dissolved phasellaids are
operationally defined, and the fraction of colloidsthe dissolved fraction depends on the
filter pore-size. Since colloids are complex suppbeoular architectures bounded by weak
forces and composed of mineral and metallic phasatral organic matter, cations and
anions (Gu et al., 1994), their occurrence in tissalved phase may modify the concentration
and the composition of DOM. Consequently, the gmkisi to compare results from studies

using different filter pore-sizes is uncertain.
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This problem has been explored by Nimptsch et (@014) who compared the
influence of filter type and porosity on freshwa@®©M composition using spectroscopic
analyses. They observed a small but significardgceéfobn chromophoric DOM composition
between samples filtered with Oum and 0.2um filters and interpreted it as a filter type
effect. However, this difference did not seem toshstematic. On the other hand, Zsolnay,
(2003) found no differences in dissolved organidoa concentration (DOC), UV absorption
or fluorescence emission between samples from Bptiere, soil extracts and leachates
filtered at 0.4um and 0.6um. Gandois et al. (2010) also compared concentratiad UV
spectroscopic data for throughfall samples filteetd1l.2 um and 0.2um and found no

significant differences.

Sanderman et al. (2008) compared samples fill@r€d7um and 0.45um, and found
no differences for DOC concentratiodt.’C and A¥C. Therefore, it seems that the filter
poresize has no effect on DOC concentration, bo#tesdescriptors and DOM composition
determined by optical properties. However, to onowledge, no study has yet investigated
the potential effect of filter pore-size on the DQblecular composition analysed using
THM-GC-MS.

In contrast with the above bulk descriptors andMDOptical properties, molecular
tools allow to target specific compounds, oftenrespnting only a very small proportion of
the total DOM and whose removal or non-removalmyfiltration could profoundly change
the measured molecular composition of DOM. MorepwaEcause of this low proportion,
some of these molecular compounds could be alse sensitive to filter contamination than
bulk DOM descriptors. As suggested by McDowell @Q0the use of molecular tool to
investigate DOM is increasingly used to developailie characterization of DOM
constituents as for investigation of DOM compositiat the seasonal and event scales
(Jeanneau et al., 2015, 2014) or in different estesys (Frazier et al., 2003). For all these
reasons, it is important to ensure that the pakrdffect of filter pore-size and filter

composition have essentially no effect on the DOMenular composition.

Given that filter type and porosity can introduee bias in molecular DOM
characterization, this may affect the comparabiligtween studies that used different
filtration parameters. Considering this problen; study investigated two different filtrations
using different filter types (cellulose acetate agldss fiber) and porosity (042m and 0.7
um). DOM was quantitatively characterized by the D@dhcentration and qualitatively by
spectroscopic and isotopic bulk-scale descriptgpecific UV absorbance at 254 and 280 nm
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ands'C). The molecular composition was investigated iermally assisted hydrolysis and
methylation (THM) with tetramethylammonium hydrogid(TMAH) coupled to gas
chromatography (GC) and mass spectrometry (MS).

2. Material and methods

2.1  Sampling and sample preparation

Samples were collected in the Kervidy-Naizin catent (Fig. 3-1). This 4.9 km?
lowland catchment is located in central Brittanygstern France. It belongs to the French
Environmental Research Observatory (ORE) AgrHySt tkathe place of a long-term
monitoring research program aimed at understanti@gmpact of agricultural intensification
and climate change on hydrologic processes and \wa#dity. This catchment benefits from a
well-known hydrologic and biogeochemical contexd amas already been the subject of
numerous investigations of the sources and dynaofibsth soil and stream DOM (Aubert et
al., 2013; Jeanneau et al., 2015, 2014; Lambeit,e2014, 2013, 2011; Morel et al., 2009).

The samples were collected during hydrologicalr y2@13/2014 from October to
December 2013 at different locations on the catetiniEhe dataset is composed of stream
waters and soil solutions to cover the soil-riventnuum. Stream waters were sampled
manually at four distinct locations and stored inL1glass bottles. Soil solutions were
collected at three distinct locations in the catehin(i) Kerolland transect; upslope, midslope
and downslope; from 15 to 100 cm depth (ii) Guedntransect; upslope and downslope;
from 15 to 50 cm depth (iii) Mercy wetland; from @55 cm depth (Supplementary Table 3-
S1). A pumping system applied to zero-tension lgdars and piezometers allowed us to
collect soil solutions which were stored in 1 Lggéottles and transported to the laboratory
in the dark before filtration within 24 h after sping. Since samples were highly
concentrated in suspended matter, a first filtraticas performed using Ogin glass fiber
filters (Sartorius, Germany). Then, an aliquot o filtrate was further filtered using Oun
cellulose acetate filter (Sartorius, Germany). Bb#ctions came from the same sample.
Since 0.2um filters are made of cellulose acetate, they wirged with 0.5 L of ultrapure
water to prevent any release of carbon. This volumas previously determined to reach

analytical blank values for DOC measurements.
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Additionally, soil solutions and stream waters evellected once a week during
hydrological year 2013/2014 for a long-time moringrprogram. The samples collected from
October to December 2013 have been used to calcbiéatkground levels of DOC and UV

measurements in order to identify outliers.

Kervidy-Naizin

., FRANCE

Sampling sites
@ Guériniec
® Kerolland
® Mercy

0 05 1 Kilometers A River
d T -~ Stream

Figure 3-1: Map of the KervidyNaizin catchment (Brittany, France) ¢
location of the sampling sites

2.2 Analytical methods

Specific UV absorbance at 254 nm, 280 nm and D@&@entration were investigated
on a dataset composed of 42 samples (17 soil sotutind 25 stream waters). The number of
samples used to compare the molecular and isotapigpositions was constrained by the
amount of matter necessary to perform these arsmaligsé mg of organic carbon) and the
available volume. Molecular and isotopic analyseseanperformed on 18 samples (4 soll

solutions and 14 stream waters) (SupplementaryeTai31).

2.2.1 DOC concentration and UV-visible spectroscopic data

DOC concentrations were determined using a Shimad2C-5050A total carbon

analyser. Ultra-violet absorbance measurements weréormed at the two commonly
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investigated wavelengths: 254 nm and 280 nm (Bal.e2010; Scheel et al., 2008; Weishaar
et al.,, 2003). These absorbance values {Ab#&bsso are used to calculate Specific UV
absorbance (SUVA), which corresponds to the UV disstce of a water sample at a given
wavelength normalized for DOC concentration, dethdiereafter as SUVA4 or SUVAzg0
and expressed in L/mgCm. The precision of DOC ddd/Ameasurements is estimated to be

< = 5% based on the repeated analyses of sample and standlations.

2.2.2 Isotopic data

Carbon isotopic analyse8fC) were performed at the Stable Isotope Laboratdry
the PEGASE Join Research Unit of the INRA in S&illes, France, on sample solutions
first acidified with 1 mL/L of 1N HCI to remove dislved inorganic carbon and then freeze-
dried. Carbon isotopic measurements were determisedy an elemental analyser (EA-CE
1500 NA, Carlo Erba) interfaced with an isotopéoratass spectrometer (VG Isoprime). The
513C values correspond to the relative variation betwthe measuretfC/*°C ratio and the
13CA2C ratio of the internal standard Vienna Pee DeerRalte (PDB).

2.2.3 Molecular data

For molecular analyses, samples were preparedllasvé. Approximately 2 mg of
lyophilisate and 10 mg of tetramethylammonium hyéte (TMAH) are introduced in a
reactor and placed in a vertical microfurnace pyget PZ-2020D (Frontier Laboratories). To
allow TMAH reaction, pyrolysis was made at 400 € I min. Gases produced were injected
directly into a GC-2010 (Shimadzu, Japan) equippidd an SLB 5MS capillarity column (60
m, 0.25 mm i.d., 0.2m film thickness) with a split mode (set betweenal@ 15). The
temperature of the transfer line was 321 °C, aedemperature of the injection port was 310
°C. The oven temperature started at 50 °C (helihgu2z min) and rose to 150 °C at 15
°C/min, then from 150 °C to 310 °C (held for 14 e 3 °C/min. Helium was used as carrier
gas with a flow rate of 1.0 mL/min. After separatioy GC, compounds were detected by a
mass spectrometer QP2010+MS (Shimadzu, Japan)tiogeira the full-scan mode fromvz
50 tom/z 600. The transfer line was set at 280 °C and mdtdscwere ionized by electron
impact using an energy of 70 eV, and an ionizasonrce temperature set at 200 °C.
Molecules were identified by comparison of theil-Bcan mass spectra with the National
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Institute of Standards and Technology (NIST) ligrand published papers (Grasset et al.,
2009; Nierop et Verstraten, 2004).

The target molecular compounds in this study Wigrén markers (LIG), fatty acids
(FA) and carbohydrates markers (CAR). Qualitativeasurements were performed using the
appropriatem/z for each compound and by integrating and corregiiegk area by a mass
spectra factor (MSF) (Supplementary Table 3-S2)tviuorrespond to the reciprocal of the
proportion of the fragment used for integration dhd entire fragmentogram of the NIST
library. Using THM-GC-MS implies that it is necesg#o assume that ionization efficiency is

independent from matrix effects for all analyzedhpounds.

Three samples were analyzed in triplicate to gbyarthe reproducibility of the
analysis. The mean relative standard deviation esgad in percentage (%0RSD) based on
these three analyses were calculated for each mlatquarameter. The global uncertainty is +

20% and corresponds to the mean of the %RSD obt&meach molecular parameter.

Semi-quantitative analyses were performed by afddi®@ puL of a solution of
hydrocinnamic acid d9 (Sigma-Aldrich) in methan®b (1g/mL). This molecule was used as
an internal standard for LIG thank to its simildremical structure. Using MSF corrected
areas of internal standard and assuming simildy@eel efficiency for all target compounds,
an approximation of the concentrations of the aredymarkers was proposed. Since the
chemical structure of CAR and FA are different frothe internal standard, their

concentrations must be considered as rough estingati

2.3  Data treatment and statistical analyses

In this study, parameters usually used in molecnalyses were investigated to test if
different pore-sizes and filter types can resulhifts in the molecular fingerprints of soil and
stream DOM. Lignin markers (LIG) are classifiedthmree main groups: vanillic (V) units
(vanillic acid, vanillaldehyde and acetovanillongdyringic (S) units (syringic acid,
syringaldehyde and acetosyringeone) and coumajiarfs (coumaric acid and ferulic acid).
Their relative proportions were investigated usthg ratio of coumaric to vanillic units
(C/V), and of syringic to vanillic units (S/V) whiccan be used to determine plant sources
(Hedges et Mann, 1979) or lignin degradation s{&i&gel, 1986). Among the fatty acids
(FA) detected with THM-GC-MS, some are from micadbinputs (Gs.g, Cia, iso and
anteisoCis.0; Cis:0; brCie:0; Cie:1; iso andanteisoCiz.; Cig:1). FA with more than 19 C atoms
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are mainly plant-derived (Frostegard et al., 19938tsuda et Koyama, 1977), whilaéds and
Cuis:0 can derived from both microbial and plant origidegnneau et al., 2014). Using this
procedure, the percentage of microbial fatty a¢tdsAmic) was estimated (Jeanneau et al.,
2015) and can be used as an indicator of micramality. Three pairs of permethylated
deoxy aldonic acids were produced during the THM padlysaccharides and free
monosaccharides (Fabbri et Helleur, 1999), andetl®&R were classified into three main
classes: pentose (C5), hexose (C6) and deoxyhet@sesyC6). For the samples analysed in
this study, deoxyhexoses could not be analysedtdusontamination of samples by the
bactericide used during the industrial processrianufacturing aluminium trays used for the
freeze-drying step. The CAR distribution was inigeged using the C6/C5 ratio which is
used as an indicator for microbial or plant origilRumpel et Dignhac, 2006). Relative
percentages of each molecular classes (%LIG; %FBAR) were measured by dividing the
sum of the MSF-corrected peak area of the compoumittiés class by the sum of peak area of

all the classes.

Potential outliers were identified using the bdrtpepresentation performed using
XLSTAT 2013 (Addinsoft). Samples were consideregbaiential outliers if they were out of
the interval defined by [Q1-2*(Q3-Q1); Q3+2*(Q3-Qlyhere Q1 is the value of the first
quartile and Q3 is the value of the third quartlfepotential outliers were detected, values
obtained for < 0.2am and < 0.7um fractions were compared to the weekly samplingsi
when this extended dataset could be used. Whenarisop to the weekly dataset allowed us
to confirm the presence of an outlier, this samyds removed to perform the next statistical
analysis.

Statistical analyses were performed using thevso# R 2.15.3 (R Core Team). Given
that paired differences followed normal distribuso(significant level at 0.05), the difference
between the two filtration modes was tested byqearing a paired t-test with a confidence
level of 95%. Firstly, differences between valuesasured on samples filtered at 0.2 and 0.7
um were determined. Then, if the 95% confident wdedefined around the mean of the
differences contain 0, the two datasets were nosidered as statistically different. This is
guantified by thgp-value which indicates no significant differencetvireen the two filtration
modes if > 0.05.
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3. Results

3.1 Bulk DOM descriptors (DOC, SUVA, 613C)

Among the 42 analyzed samples (17 soil solutiond 35 stream waters), the
concentrations of DOC ranged from 2.2 to 44.4 aidtd 15.7 mg/L in soil solutions and
stream waters respectively (Table 3-1). The meahetifferences was —0.39 mg/L (Fig. 3-
2A). Four samples (number 3, 4, 12 and 13, Suppitang Table 3-S1) were identified as
potential outliers by the box plot representatiBy. comparison with the weekly sampling
dataset from October to December 2013, only samples confirmed to be an outlier as the
concentration of the < 04m fraction (13.4 mg/L) was greatly higher than to@centration
usually observed (2.1 to 4.2 mg/L), probably duaralytical bias. Consequently, this sample
was removed from the dataset for the next stagiséinalysis. Th@-value of the paired t-test
was > 0.05 (Table 3-1) indicating no significarftetiences between the two filter types.

In the present study, SU\d&ranged from 1.7 to 5.2 L/mgCm and 2.4 to 5.0 L/mgCm
for soil solutions and stream waters, respecti@igble 3-1). The mean of the differences
was 0.07 L/mgCm (Fig. 2B). SUWAs ranged from 1.3 to 4.3 L/mgCm and 1.8 to 4.1
L/mgCm for soil solutions and stream waters, respely (Table 3-1). The mean of the
differences was 0.05 L/mgCm (Fig. 2C). One samplenber 30, Supplementary Table 3-S1)
for SUVAzssand two samples (numbers 30 and 39, Supplementdie B-S1) for SUVAgo
were identified as potential outliers by the bortplepresentation. By comparison with the
weekly sampling dataset from October to Decembd328ample number 30 for SUYA
and both sample numbers 30 and 39 for SkBd#vere confirmed to be outliers as values
measured for the < Ogfm fractions were higher than the values usuallysuesd, probably
due to analytical bias. Consequently, these sampée removed from the dataset for the
next statistical analysis. The-values of the paired t-tests performed for SUs4fand
SUVAxgwere > 0.05 (Table 3-1) indicating no significarffetences between the two filter

types.

Values of carbon isotopic dat&'{C) ranged from —29.2 to —26.7%o (Table 3-1). The
mean of the differences was 0.04%. (Fig. 3-2D). Nliers were identified in the dataset.
The p-value of the paired t-test (Table 3-1) inthsano significant differences between the

two filter types.
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Table 3-1. Number of samples, minimal, maximal and mean valuthe datas
for each parameter armmvalueof the paired t-test. Av-value> 0.05 indicate n
significant differences.

number minimal value maximal value mean
parameter ~ ofsamples 92ym  0.7um  02pm  0.7um  02pm  0.7ump-value

DOC (mg.LY 41 1,7 1,6 38,8 44.4 10,0 10,4 0,176
SUVA 54 40 1,7 2,2 4.8 572 3,3 3,4 0,936
SUVA 54 39 1,3 1,8 4,0 4,3 2,6 2,6 0,396
s 15 -29,0 -29,2 -26,9 -26,7 -28,0 -28,1 0,774
%LIG 17 20 19 62 61 41 39 0,271
%FA 17 26 27 73 76 48 50 0,509
%CAR 17 5 5 18 21 11 11 0,458
CN 18 0,05 0,03 0,73 0,70 0,24 0,26 0,286
SV 18 0,30 0,30 0,62 0,66 0,45 0,46 0,118
LIG (mg.gDOCY 18 1,2 0,3 37 43 2.1 1,9 0,539
%F A 18 87 81 % 95 92 90 0,11
FA (mg.gDOCY 18 0,9 0,7 9,0 8,7 3,4 3,0 0,516
C6/C5 17 0,5 0,5 1,7 2,4 1,0 1,1 0,197
CAR (mg.gDOCY 17 0,1 0,1 3,0 1,8 0,9 0,7 0,266
10 5 3
* DOM (mg/L) SUVA,s,
o 2
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Figure 3-2: Graphical representation of the difference between DOM<4M? anc
DOM<0.7 um as a function of their mean for DOC concentration, spectroscopic a
isotopic parameter, and for soil solutions (grey dots) and stneders (black squares). |
each parameter, the full line represents the mean of theedifies and dashed lines de

the 95% confident interval around the mean. * indicate valuasedefs outliers ai
excluded from the dataset used to perform the paired t-tests.
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3.2 Molecular data

The molecular composition of DOM was investigated18 samples (4 soil solutions
and 14 stream waters) by THM-GC-MS. The identitethpounds were classified by their
chemical structure into three classes: LIG, FA @AdR. Their relative proportions among the

identified compounds were investigated for the fitation processes.

%LIG, %FA and %CAR ranged from 19 to 62%, fromt86/6% and from 5 to 21%
respectively (Table 3-1). The means of the diffeemnwere 2.2%, —-1.7% and —0.8% for
%LIG, %FA and %CAR respectively (Fig. 3-3). One sdan(number 34, Supplementary
Table 3-S1) was identified as a potential outligrtbe box plot representation for %FA.
Weekly sampling dataset cannot be used to deteriténeutlier status since this sampling
point was not investigated for its molecular conpas in the long-term monitoring program.
Consequently, this point was preserved for the sedistical analysis. Thp-values of the
paired t-tests (Table 3-1) indicate no significdiffierences between the two filter types.

In the present dataset, LIG were characterizedh¥ values ranging from 0.03 to
0.12 for soil DOM and from 0.08 to 0.73 for stre@®M (Table 3-1) and the mean of the
differences was —0.02 (Fig. 3-4A). S/V ranged fri@/30 to 0.37 for soil DOM and from 0.39
to 0.66 for stream DOM (Table 3-1) and the meathefdifferences was —0.02 (Fig. 3-4B).
Two samples (numbers 35 and 36, Supplementary Tad3&) for C/V and one sample
(number 35, Supplementary Table S1) for S/V weeatified as potential outliers by box plot
representation. These samples are stream watepdeshat the outlet during a storm event.
As these particular conditions are known to imgamth C/V and S/V ratios (Dalzell et al.,
2005; Hernes et al., 2008; Jeanneau et al., 2@M@s not possible to compare these values
to those recorded for the weekly sampling data€emsequently, these samples were
preserved for the next statistical analysis. Thealues of the paired t-tests (Table 3-1)

indicate no significant differences between the filter types.

Values of LIG concentrations ranged from 0.7 # r2g/gDOC for soil solutions and
from 0.3 to 4.3 mg/gDOC for stream waters (Tablg).3The mean of the differences was
0.15 mg/gDOC (Fig. 3-4C). No outliers were ideetfiin the dataset. Thevalue of the

paired t-test (Table 3-1) indicate no significaiftedlences between the two filter types.

The proportion of microbial FA calculated in tlsgidy (%0FAmic) ranged from 90%

to 96% for soil solutions and from 81% to 95% ftneam waters (Table 3-1). The mean of
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the differences was 1.9% (Fig. 3-5A). No outliemsrevidentified in the dataset. Thevalue

of the paired t-test (Table 3-1) indicate no sigaifit differences between the two filter types.

Concentration estimations for FA ranged from @.813 mg/gDOC for soil solutions
and from 0.7 to 9.0 mg/gDOC for stream waters (@&blL). The mean of the differences was
0.5 mg/gDOC (Fig. 3-5B). Two samples (numbers 36 4B, Supplementary Table 3-S1)
were identified as potential outliers by the bortplepresentation. By comparison with the
sampling dataset from October to December 2013pkaB6 was not confirmed to be an
outlier, and this dataset cannot be used to confine outlier status of sample 42.
Consequently, these two samples were preservetidanext statistical analysis. Tpevalue
of the paired t-test (Table 3-1) indicate no sigaifit differences between the two filter types.

Two carbohydrates classes were identified in tlesgnt samples: C5 (pentoses) and
C6 (hexoses). The C6/C5 ratio values ranged fr&ma1.1 for soil solutions and from 0.5 to
2.4 for stream waters (Table 3-1). The mean ofdifierences was -0.1 (Fig. 3-6A). No
outliers were identified in the dataset. Tealue of the paired t-test (Table 3-1) indicate no

significant differences between the two filter tgpe

The THM-GC-MS technique used in this study allow@aneasure only the terminal
monosaccharides of the polysaccharides chainsfraaadnonosaccharides. As a consequence,
the carbohydrates semi-quantification performedthia study is only an estimation of these
specific monosaccharides. Soil solution sampleschagacterized by concentrations ranging
from 0.2 to 0.7 mg/gDOC, and concentration of stregater samples range from 0.1 to 3.0
mg/gDOC (Table 3-1). The mean of the differences W& mg/gDOC (Fig. 3-6B). One
sample (number 42, Supplementary Table 3-S1) wastifted as a potential outlier by the
box plot representation. This sample was a streatersampled in Kerolland river. The
weekly sampling dataset cannot be used to deteroutiers since this sampling point was
not investigated for its molecular composition inetlong-term monitoring program.
Consequently, this point was preserved for the sgadistical analysis. Thp-value of the
paired t-test (Table 3-1) indicate no significaiftedences between the two filter types.
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4. Discussion

4.1 Isthere afilter effect on bulk-scales descriptes?

The question of the influence of filter type andrgsize on bulk-scale descriptors
have been previously investigated for DOC concéotra(Gandois et al., 2010; Zsolnay,
2003), and spectroscopic (Nimptsch et al., 2014l) iaatopic parameters (Sanderman et al.,
2008). These studies reached the same conclusion significant effect, or significant but
small filtration effect. This point was also invgstted in the present study to confirm these
observations before analyzing DOM at the molecstale. The range of values obtained for
these parameters are in accordance with valuesopsdy measured in soil and stream waters
for the studied catchment (Jeanneau et al.,, 20054;2Lambert et al., 2014, 2013, 2011;
Morel et al., 2009) and similar catchments worlds{®anderman et al., 2008).

Results on bulk-scale descriptors show no siggmficeffect of the pore-size or
composition of filters, with the exception of onangple for DOC concentration and two
samples for SUVA values (Fig. 3-2). However, thesmples were not the same for DOC and
SUVA measurements. Moreover, by comparison witla diadm the same sites and sampled
during the same hydrological period those pointsewefined as outliers. Consequently, the
absence of a filtration effect on bulk-scale dgsors allowed us to investigate the potential
filtration effect on DOM molecular analysis by THEBIE-MS.

4.2 Isthere a filter effect on molecular composition?

Present-day challenges in DOM biogeochemistryuntela better understanding of
their sources and sinks (Nguyen et Hur, 2011). dénveslopment of molecular tools to probe
the composition of DOM allows the determinatiortfidusands of individual formulae by FT-
ICR-MS (Koch et al., 2005) or the identificationinflividual compounds implied in natural
macromolecules such as lignins, carbohydrates aityl dcids by THM-GC-MS (Challinor,
2001). Those analyses lead to a mine of informatitowever, since those compounds are at
trace levels, the use of molecular tools requiresenattention to potential contamination. It is
necessary to determine the absence of filtratibectsf to allow the comparison of different

studies.
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In the present study, the distribution of 43 taig@mpounds was investigated through
the relative proportion of three classes of compieu(LIG, FA and CAR) and molecular
ratios. As revealed by the paired t-tests, filigret and porosity had no significant effect on

the distribution of the three classes of compowartsmolecular ratios analyzed in this study.

Pseudo-quantitative analysis was performed bytitition of hydrocinnamic acid d9
as an internal standard allowing the estimationth&f concentration of each individual
compound. In order to test the potential effect fiter type and porosity on this
pseudoquantitative analysis, the concentratiorhefthree classes of compounds (LIG, FA,
CAR) was investigated. For those three classeantan of the differences are slightly higher
than 0 (Fig. 3-4A, 3-5B, 3-6B), which implies thebncentrations measured on samples
filtered at 0.2um were higher than those measured in the same editipted at 0.7um.
Since 0.2um filters are made of organic material, a hypothésiexplain those differences
could be the contamination of the samples by therdi However, 0.2um filters are made of
cellulose acetate, and cellulose is a polymer otage (i.e. a hexose). Such a contamination
would increase: (i) the concentration of CAR, (ife C6/C5 ratio and (iii) the %CAR.
However, higher concentrations in the < @ fraction were also recorded for LIG and FA.
No significant variations of the C6/C5 ratio weeearded (Fig. 3-5A), and the distributions
between %LIG, %FA and %CAR (Fig. 3-3) were not ciiéel by the different filtration
modes. Moreover, the samples that present the impstrtant differences between the two
filtration modes were not the same for each quaintg parameter. All these observations
allow us to invalidate the hypothesis of a contation by cellulose acetate filters rinsed with
500 mL of ultrapure water.

A second hypothesis that could explain the diffeeein terms of concentration
between the two filtration modes could be an amaytbias due to the sorption of organic
molecules on mineral surfaces. This interactionveeh organic matter and mineral surfaces,
called the shield effect, is known to impact thalgiical efficiency of lignin phenols by the
alkaline CuO oxidation (Hernes et al., 2013). Impkes filtered at 0.am, a larger fraction of
the mineral phases was removed compared to saffilpesd at 0.7um. Thus, the ratio OM
to mineral phases increased, which could indudiglatly higher analytical efficiency.

The use of filters with different composition oorpsity does not significantly affect
the distribution of the different target molecuéesalyzed by THM-GC-MS, and only slightly
impact the estimation of their concentrations. A®asequence, it seems reasonable to prefer
the use of 0.7um glass fiber filters to prevent any contaminatisloreover, the realization of
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one single filtration step at 0gm instead of two successive filtration steps allowme to
reduce analytical cost and environmental impact uthe saving of 500 mL of ultrapure
water required to pre-wash Quéh filters.

4.3 A gap in the POM-DOM continuum?

In the POM—-DOM continuum (Verdugo et al., 2004 transition between POM and
DOM was operationally defined at 0.4fn. At this cutoff threshold, OM is implied to be
present as colloids. According to this idea of atemum, there should be a decrease in DOC
concentrations between the < Quih and the < 0.2um fractions. However, no significant
differences were observed for DOC concentratioigs @2A), which is commonly described
(Sanderman et al., 2008; Zsolnay, 2003). Two hygsithcould be considered: (i) the absence
of colloids between 0.2 and Oufn or (ii) the absence of OM in the colloids occogrin this
size range. Filella et Buffle, (1993) or Atteiakadzel, (1997) report that colloids have been
identified in this range in surface waters (rivake) and groundwaters by different analytical
techniques. Moreover, in this present study, tHeraton of 0.2um filters after the filtration
step suggested the retention of material largen tB& pym (data not shown). As a
consequence, the colloids retained by therfilters did not contain OM, which would
represent a gap in the POM-DOM continuum betweérafd 0.2um. How can this apparent

gap be explained?

This apparent lack of OM between 0.2 and @7 could be due to the nature and
dynamics of supramolecular associations buildingcalioids. Colloids are composed of a
combination of inorganic matter (e.g., metal oxytoyades, clays, calcium carbonates) and
organic matter (e.g., lignins, tannins, fatty acioslysaccharides, proteins etc) (Gaillardet et
al., 2003) bound together by weak interactions lfteet Johnson, 2010). Colloids are
characterized by high specific surface areas astdoag sorption capacity, which made them
highly reactive (Stumm, 1993). Their size distribons depend on the nature of the sample,
and could change over time, especially after sargplivhen samples are transferred from an
open and natural system to a closed one (e.g., Isgmmttles) (Buffle et Leppard, 1995).
The smallest particles coagulate to form largerisaal the largest settle down, resulting in a
narrowing of the distribution of colloids (Filellat Buffle, 1993). However the cohesive
forces that build up larger colloids can easilyllbeken by manual shaking (Esfahani et al.,
2015). During the filtration process, the behaviotiweakly aggregating colloids depends on
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the equilibrium between cohesive and disruptivedsr(Wolthers, 1996) and especially shear
forces (Tolpekin et al., 2004). The shear forcesuaing during the normal filtration at 0.2
um may have resulted in the breakup of colloids.nTdering the second filtration step,
colloids < 0.2um passed through the filter, while colloids > Qr2 were broken up by shear
forces and passed through the filter. The retemtate composed of mineral matter > Qrf.

As a consequence, OM may occur in the fraction eetw0.2 and 0.dm, but apparently in
colloids whose cohesive forces are not strong emaagesist the normal filtration process.
Tangential filtration, by decreasing shear foraesjld minimize the breakup of colloids and

could be more appropriate to investigate the fateM along the POM-DOM continuum.

5. Conclusion

The potential impact of two different filter typésellulose acetate or glass fiber) and
filter pore-size (0.2um or 0.7um) used for DOM extraction have been studied fozash
waters and soil solution samples. As found in presistudies, the choice of filter has no
significant effect on qualitative and quantitatiwalk-scale descriptors along the soil-river

continuum.

Since looking at the molecular composition of DOkhy be very fruitful for
biogeochemical and ecological studies, and sincM®@mpounds are more vulnerable to
potential contamination, it was necessary to entwaethe molecular composition of DOM

was not affected by the filter type and filter pgitg used for the filtration step.

Molecular characterization by THM-GC-MS highlighms significant filtration effect
on the distribution of the 43 target compounds taaker the investigation of polysaccharides,
fatty acids, lignins and tannins in DOM. Resultgpeéudo-quantification of the three classes
of compounds (LIG, FA and CAR) highlight higher centrations for samples filtered at 0.2
um compared to 0.am, which were attributed to an analytical bias tue¢he sorption of
organic molecules on mineral surfaces, resulting dn shield effect during the
thermochemolysis step. Then it seems more effidienterform one single filtration step,
using 0.7um glass fiber filters allowing the reduction of digal cost and environmental
impact.

From a conceptual point of view, this apparentilsirity between < 0.7 and < Ojdn

DOM, interpreted in the framework of the POM-DOMntauum would signify a lack of
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DOM between those two thresholds. Considering thiidal forms of DOM at this size
range, built up by weak forces, this apparent E@dROM has been interpreted as the result of
the breakup of colloids caused by shear forcedegpduring filtration.
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Tableau

=-S1:

samples used for molecular analysis

Samples characteristics and identification the

number of . olecular
sample date nature of sample location depth (Crhznalysis

1 10/29/2013  stream waters Kerolland X
2 Mercy X
3 11/05/2013  soil solutions Gueriniec  downslope 15
4 Gueriniec upslope 15
5 Gueriniec upslope 50
6 Kerolland downslope 55 X
7 Kerolland downslope 40
8 Kerolland midslope 70
9 Kerolland upslope 20
10 Kerolland upslope 40
11 Kerolland upslope 55
12 Kerolland upslope 100
13 Mercy 10 X
14 Mercy 30 X
15 Mercy 55 X
16 stream waters Gueriniec X
17 Kerolland X
18 Mercy
19 Outlet
20 11/12/2013 stream waters Gueriniec
21 Kerolland
22 Mercy X
23 Outlet
24 11/26/2013  stream waters Gueriniec
25 Kerolland
26 Mercy
27 Outlet X
28 12/10/2013 stream waters Gueriniec X
29 Kerolland
30 Mercy
31 Outlet X
32 12/19/2013 stream waters Gueriniec
33 Kerolland
34 Mercy X
35 Outlet X
36 Outlet X
37 12/27/2013  soil solutions Kerolland  downslope 10
38 Kerolland upslope 20
39 Kerolland upslope 55
40 Kerolland upslope 85
41 stream waters Gueriniec
42 Kerolland X
43 Mercy X
44 Outlet X
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Tableau -Sz : List of the analyzed compounds and their approg
m/z ratio and mass spectra factor (MSF)

Compound name m/z M SF

Lignin and tanins

3,4-dimethoxy acetophenone (acetovanillone) 165 2,8
3,4-dimethoxybenzaldehyde (vanillin) 166 4,2
3,4-dimethoxybenzoic acid, methyl ester (vanilb@da 196 5,6
3,4,5-trimethoxy acetophenone (acetosyringone) 195 4,8
3,4,5-trimethoxy benzaldehyde (syringaldehyde) 196 6,7
3,4,5-trimethoxybenzoic acid, methy| ester (sy dragid) 226 53
3-(4-methoxy phenyl)-prop-2-enoic acid, methyl egpecoumaric acid) 192 6,7
3-(3,4-dimethoxy phenyl)-prop-2-enoic acid, methstiez (ferulic acid) 222 3,7
4-methyl-1,2-dimethoxybenzéne 152 5,7
2-methyl-1,4-dimethoxybenzéne 152 4,7
1,2,4-trimethoxybenzéne 168 4.3
1,3,5-trimethoxybenzéne 168 3
4-methoxy benzoic acid methylester 135 2,8
1,2,3-trimethoxybenzéne-5-méthyl 167 7
1,2,3,4-tetramethylbenzéne 198 3,5
1,2,3,5-tetramethylbenzéne 198 13,5
Carbohydrates

Xylose 129 4
Glucose 129 4
Galactose 129 4
Fatty acids

C13:0 74 4,1
C14:0 74 3,1
iso C15:0 74 3,3
anteiso C15:0 74 3,3
C15:0 74 3,3
brC16:0 74 4,9
C16:1 74 14,5
C16:0 74 4,9
iso C175:0 74 3,9
anteiso C17:0 74 3,9
C17:0 74 3,9
C18:1 74 14,6
C18:0 74 4,5
C19:0 74 4,3
C20:0 74 4,9
C21.0 74 7,5
C22:0 74 4,9
C23:0 74 8,4
C24:0 74 4.4
C25:0 74 7,7
C26:0 74 4,5
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Chapitre 4

Mise en évidence du role de I'érosion de surfackeet
subsurface dans I'évolution de la composition
moléculaire de la MOD a la riviere pendant les srue

New molecular evidence for surface and sub-surface
soil erosion controls on the composition of strda@iVi
during storm events

Ce chapitre correspond a un article en cours dégatibn dans la revuBiogeosciences

New molecular evidence for surface and sub-surfsmié erosion on the composition of
stream DOM during storm events.
Denis, M., Jeanneau, L., Petitjean, P, Murzeaulltaud, M.. Yonnet, L., Gruau, G.
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Résumé

Dans les petits bassins versants de téte, pl68%edes MOD sont exportées au cours
des épisodes de crues du fait de 'augmentaticlétlé et de concentration en MOD dans les
cours d’eau pendant ces périodes hydrologiquesigingentation de la concentration en MOD
a été attribuée a I'augmentation de la circulatien’eau dans les horizons de surface des
sols, riches en matieres organiques. L'étude réamia composition moléculaire de la MOD
pendant ces périodes ont permis de proposer degh®ges alternatives : (i) la production
dans le cour d’eau de MOD par équilibre chimiqurestes particules de sols érodées et la
phase dissoute, (ii) la modification de compositdsla MOD des sols pendant les crues.
Pour vérifier ces hypotheses, les solutions de snlirculation dans les macropores, le
ruissellement de surface et la riviere a I'exutaie bassin versant ont fait I'objet d'un
échantillonnage haute fréquence pendant trois éessale crues sur le bassin versant de
Kervidy-Naizin. La composition moléculaire de la ld@ été analysée par thermochimiolyse
en présence de TMAH couplée a un systéme de chognagihie gazeuse et de spectrométrie
de masse (THM-GC-MS). Ces analyses ont permis diaran évidence une modification de
la composition moléculaire de la MOD des solutidassol, contrdlée par la dynamique de la
nappe et les conditions hydrologiques pré-crue.r€ggltats obtenus sont en accord avec les
mécanismes de mobilisation colloidal et particelajui ont lien dans la macroporosité des
sols. Les comportements différents des marquelwgdigi@ines et tannins, des carbohydrates
et des acides gras ont permis de poser I'hypotdasee ségrégation de ces différentes
molécules sur la base de leur hydrophobicité. Lapmsition similaire observée pendant les
crues entre la solution de sol et le ruissellendergurface laisse supposer d’un mécanisme de
production similaire. De plus, la composition deM®D dans les solutions de ruissellement
et dans la solution de sol correspond a la compasinoléculaire observée a la riviere
pendant les crues. L'ensemble de ces observatoaemnt donc a montrer que la composition
de la MOD a la riviere pendant les crues seraitaluae érosion de surface et de sub-surface

des sols plutét qu’a une production au sein deviare.
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Abstract

Storm events are responsible for more than 60%efexport of dissolved organic
matter (DOM) from headwater catchments due to amease in both the discharge and
concentration. The latter was attributed to chaggwater pathways inducing the mobilization
of DOM from the surface soil horizons. Recent molacinvestigations have challenged this
view and hypothesized (i) a contribution of an fream partition of organic matter (OM)
between eroded particles and the dissolved fracaad (ii) the modification of the
composition of soil DOM during storm events. To estigate these assumptions, soil
solutions in the macropores, surface runoff anelastr outlet were sampled at high frequency
during three storm events in the Kervidy-Naizincbatent, part of the French critical zone
observatory AgrHys. The molecular composition of DOM was analysed by thermally
assisted hydrolysis and methylation (THM) with aetethylammonium hydroxide (TMAH)
coupled to a gas chromatograph and a quadrupoles mmpsctrometer. These analyses
highlighted a modification of the DOM compositiam soil solution controlled by the water-
table dynamic and pre-event hydrological conditidrtsese findings fits with the mechanism
of colloidal and particulate destabilization in tba@l macroporosity. The different behaviour
observed for lignins, carbohydrates and fatty ahidhlights a potential chemical segregation
based on their hydrophobicity. The compositionwface runoff DOM is similar to the DOM
composition in soil solution and could be generavgdthe same mechanism. The DOM
composition in both soil solution and surface rdnodrresponds to the stream DOM
composition observed during storm events. On tlsgsha these results, modifications of the
stream DOM composition during storm events seebretdue to surface and sub-surface soill

erosion rather than in-stream production.
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1. Introduction

The transfer of organic carbon from soils to rivand finally to oceans represents an
important part of the global carbon cycle. Thisamg carbon is transferred as particulate
organic matter (POM) and dissolved organic maf€N) (Ludwig et al., 1996; Schlesinger
et Melack, 1981) which is the most active form ofl ®rganic matter (SOM). The DOM
dynamic is highly studied by the scientific comntynhowever, uncertainties remain as to
the parameters and processes that control theduption, interactions and transfer from soils

to aquatic systems (McDowell, 2003).

When considering DOM fluxes at the catchment sdad@dwater catchments are the
major producer of DOM per surface unit (Agren et aD07). Within catchments, wetlands
and riparian zones mostly contribute to DOM explu to high soil organic carbon contents
in the first horizons, hydrological connections axtended flooded period which allow water
to circulate from soils to rivers (Aitkenhead et 4999; Dosskey et Bertsch, 1994; Eckhardt
et Moore, 1990). The intensity of DOM export varieser seasons and hydrological
conditions depending on the sources and water flathhs. When considering annual river
DOM fluxes, more than 50% is exported during st@wvents (Buffam et al., 2001; Morel et
al., 2009; Raymond et Saiers, 2010). This largegor is attributed to the rise of the water
table in organic-rich soil horizons which becomelimjogically connected to the river (Boyer
et al., 1996), and to the fact that river dischasgmostly sustained by soil water fluxes during
storm events (Hagedorn et al., 2000; Lambert eR@ll1). Storm events are also responsible
for the modification of the dissolved organic cartd®OC) concentration and fluxes in soails.
A dilution effect was evidenced by Easthouse, (1992ing high precipitation events in
organic horizons. Low contact time between the wated soil matrix also creates non-
equilibrium situations which lead to a decrease¢him DOC concentration in soil solutions
(Mcdowell et Wood, 1984; Michalzik et Matzner, 199%or all of these reasons, storm
events represent special events that must be tatenaccount in order to provide new
insights regarding production mechanisms and thester of DOM from a terrestrial to an

aguatic environment.

During the base flow period, DOM is assumed to greduced in the soil
microporosity and transferred to the soil macropitydby diffusion processes, and then to the
stream by soil water flow (Worrall et al., 2008).tiWthe establishment of storm flow, the

transfer of DOM from the soil solution is assumedé made conservatively via a piston like
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effect, as used for the end-member mixing analgsid isotopic studies. However recent
studies have demonstrated that this assumptiont aheuconservative transport of DOM
could be impacted by production mechanisms activatering storm flow which could
possibly induce a modification of the DOM compasiti(Dalzell et al., 2005; Hernes et al.,
2008). Molecular analyses of lignin biomarkers iream water DOM have shown that the
establishment of storm flow was responsible foiramease in the lignin concentrations and
changes in the lignin composition where the ligminstreams during storm flows is less
biodegraded compared to the base flow conditiohes& modifications, correlated with the
turbidity, were attributed to the activation of ngwoduction processes via a chemical
equilibrium between the water and POM brought ®rikier by soils and river bank erosions
and which is called an “in-stream process”. Howgvegh frequency sampling of stream
water during storm flow has shown that the modifaa of the molecular composition of
lignin was persistent even after the decrease efdihcharge and turbidity (Jeanneau et al.,
2015). To explain these results, other productimtgsses have to be taken into account. One
hypothesis that has been proposed is a modificafidime DOM composition in soil solutions
during storm flow due to sub-surface erosion whichresponds to SOM erosion in soil

macropores triggered by the increase in the waierelocity (Jeanneau et al., 2015).

Within this context of DOM maodification during sto flow, DOM characterization is
mostly done using spectroscopic techniques whi¢bwalk global characterization. The
application of thermally assisted hydrolysis and thykation (THM) using
tetramethylammonium hydroxide (TMAH) coupled to asgchromatograph and mass
spectrometer (THM-GC-MS) appears to be a suitaddbrtique to provide a more precise
gualitative characterization of the DOM compositigariations. This technique has the
advantage of being able to simultaneously analyssmdrkers from lignins (LIG),
carbohydrates (CAR) and fatty acids (FA) (Grasseale 2009). While LIG come from a
plant origin only, CAR and FA could be used to @iéintiate between a plant and microbial
origin. Moreover, the investigation into their disttion may provide new evidence of

compositional modification during the establishmeingtorm flow.

The main questions investigated are (i) is the D@dnposition in soil solution
modified during storm flow? (ii) If these changes® abserved, are they consistent with
modifications in the DOM composition in stream watkuring storm flow? (iii) Which
mechanisms could explain these compositional mmtibns? To this end, soil solutions and
stream water were sampled simultaneously at highuigncy during the storm flow period
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and analysed for their molecular composition. Eamsultaneous sampling of soil and stream
water at high frequency is a novelty in DOM studsesl to our knowledge, this has never
been studied by DOM molecular analysis to investighe transfer of DOM from soils to

rivers during rain events. The in-stream process alao simulated in order to measure its

potential impact on the DOM molecular compositiamidg storm events.

2. Material and methods

2.1  Study site

The study was conducted in the Kervidy-Naizin katent (Figure 4-1), a 4.9 km?
headwater catchment located in central Britany,néga It belongs to the French
Environmental Research Observatory (ORE) AgrHyScihis the site of a long-term
monitoring research program aimed at understanti@gmpact of agricultural intensification
and climate change on hydrologic processes andrwgtality. The climate is oceanic
temperate with an annual mean precipitation of 887 and an annual mean temperature of
11.3°C between 1994 and 2016. Previous studiesucted on this site provide evidence for
the structuration of the hydrological year intoetrdifferent periods: period A where the
water table reaches the surface in down-slope magldut stays below the surface in the
slope; period B where rainfall intensification esponsible for the rise of water table in the
slope which creates a hydrological connection betwthe slope soils, riparian soils and
stream (Figure 4-2); and period C which is charad by the return of the water table to
deep soil horizons resulting in the progressivandyyf wetland soils (Aubert et al., 2013;
Humbert et al., 2015; Lambert et al., 2013; Molesetatl., 2008). With the water table rise
during period B, the water flow path geometry parian wetlands changes from a vertical to

horizontal circulation.

2.2  Water and soil sampling

Between 2014 and 2016, three storm events wedeestuall situated in period B: two
during the 2014-2015 hydrological year on Janudiy And February 12th and one during
the 2015-2016 hydrological year on January 7thufiéigi-2). The discharge was recorded
every minute by an automatic gauge station locatele outlet of the catchment. The hourly
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0 05 1 Kilometers

[ J
190 _jsoline of elevation (meters) ~ “3 FRANCE /
m— stream '
Il sampling transect
outlet

Figure 4-1 : Map of the Kervidy-Naizin catchment (Bnitg, France). The soil solutic
were sampled in the wetland area of the transéet.stream waters were sampled a

outlet of the catchment.
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Figure 4-2 : Daily rainfall, water table level and discharge during hyayaal year
2014/2015 and 2015/2016. The storm events were sampled whenrgratans il
surface horizons in wetland area (hydrological period gey areas). This period
characterized by hydrological connectivity between slappe and wetland soils duri
rain events.
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rainfall was monitored at the weather station. Tdeger table level along the slope was
monitored every 15 min by piezometers (Figure 47he difference in the altitude of the
water table between two piezometers, dendtkid allowed to follow the rise of the water
table in the slope during storm events. Stream msmples were collected by an automatic
sampler located at the outlet of the catchment.iarease of > 1 L:5during 10 min
determined the beginning of the sampling. A oe lgample was collected in polypropylene
bottles and stored at 4°C. The sampling frequemcied from 30 min to 1 h depending on the
storm event. Soil solutions were collected manuellfLL glass bottles. A pumping system
applied to zero-tension lysimeters allowed to atllehe soil solution in the soall
macroporosity. This device was located in a wetlanel, approximately 20 m from the
stream and at a depth of 10 cm in the organo-miher&zon. Each sample corresponds to the
combination of three sub-samples collected in thdigerent zero-tension lysimeters
implemented at the same depth. The sampling freyuesried between 1 and 3 hours at the
beginning of the event. Then, either one or two@amwere collected to cover the two or
three days following the storm event. Surface rtisaimples were collected manually two or
three times per event in glass bottles, in the ohisnthat appeared in the wetland area at the
soil surface during storm events. All of these slasmmollected during storm events were
analysed for their DOC and anion concentrationsraakkcular composition. During the base
flow period, daily monitoring was performed by maty sampling 60 mL of stream water at
the outlet in polypropylene bottles for the DOC cemtration and anion measurements. Soil
solutions and outlet stream waters were each sahgpler a 15 day periods for the DOC and
anion concentrations and molecular composition.eBfsv and storm flow samples were
transported to the laboratory to be treated wisldirh after sampling.

Soil was sampled in the riparian area of the sargpiiansect. Three samples were collected

at 0-10 cm, 10-20 cm and 20-30 cm for molecularattarization.

2.3 In-stream process simulation

The in-stream process was identified as a poteD@M source during storm flow
conditions. It was simulated by shaking 1 g of sath 1 L ultrapure water at 200 revolutions
per minute for 1 h at room temperature, and peréokim triplicate to assess the experimental
reproducibility. The soil sample was collectedhe tiparian wetland of the sampling transect,

in the organic horizon. It was previously air drisdd 2 mm sieved to remove the organic

- 119 -



Chapitre 4

debris. The use of a 1:1000 soil:water ratio wasetleon the turbidity recorded in stream at
the outlet between 2007 and 2010, which rarely edee 1 g [*in storm flows (Dupas et al.,
2015b).

2.4  Sample preparation and chemical analyses

Daily stream water samples were filtrated ati® The in-stream process simulation,
soil solutions and stream water samples were ti@ittssuccessively at 04m (glass fiber
filters, Sartorius, Germany) and Queh (cellulose acetate filters, Sartorius, GermaAypre-
filtration at 0.7um was necessary due to a high suspended matteerdosmoon. As 0.2um
filters are made of cellulose acetate, they wansed with 0.5 L ultrapure water to prevent
any release of organic carbon. This volume wasipusly determined to reach analytical
blank values for the DOC measurements. The coratémis were determined using a
Shimadzu TOC-5050A total carbon analyser. The preci of the measurements was
estimated to be < £ 5 % based on the repeatedsasabn the sample and standard solutions.
The chloride, nitrate and sulphate concentratioesewneasured by ion chromatography.
Anion concentration data were not available forrev@ The water and soil samples were

freeze-dried for molecular analysis.

2.5 Molecular analysis

Approximately 2 mg of lyophilisate and 10 mg ofréenethylammonium hydroxide
(TMAH) were introduced in a reactor and placed imeatical microfurnace pyrolyser PZ-
2020D (Frontier Laboratories). To allow the TMAHaoion to occur, pyrolysis was carried
out at 400°C during 1 min. The gases produced vigeeted directly into a GC-2010
(Shimadzu, Japan) equipped with a SLB 5MS capiylazolumn (60 m, 0.25 mm i.d., 0,25
um film thickness) with a split mode (between 10 dfj. The temperature of the transfer
line was 321°C, and the temperature of the injecgiort was 310°C. The oven temperature
was initially 50°C (held during 2 min) and rose 60°C at 15°C/min, and then rose from
150°C to 310°C (held for 14 min) at 3°C/min. Heliwmas used as a carrier gas with a flow
rate of 1.0 mL/min. After separation by GC, the pounds were detected by a QP2010+MS
mass spectrometer (Shimadzu, Japan) operating anfultscan mode for m/z values
comprised between 50 and 600. The transfer line &a®80°C and the molecules were
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ionized by electron impact using an energy of 70 &\ an ionization source temperature set
at 200°C. The molecules were identified by comgatimeir full-scan mass spectra with the

library provided by the National Institute of Sabes and Technology (NIST) and research
articles (Nierop et Verstraten, 2004; Nierop et2005).

Using the appropriate m/z for each compound, thakpareas were integrated and
corrected by a mass spectra factor (SupplementalyT4S1) which corresponds to the
reciprocal of the proportion of the fragment usemt the integration and the entire
fragmentogram in the NIST library. The identifiedngpounds were classified into three
categories: lignins and tannins (LIG), carbohydsa{€AR) and fatty acids (FA). The
proportion of each compound class was calculatedibiging the sum of the areas of the
compounds in this class by the sum of the peaksacfaall analysed compounds and
expressed as a percentage. LIG markers are akassifthree main groups: vanillic units (V),
syringic units (S) and coumaric units (C). Theaaif coumaric to vanillic units (C/V) was
investigated to trace the degradation state ofiligdogel, 1986). An increase in this ratio
was previously observed during storm events and attabuted to the mobilization of less
biodegraded LIG (Dalzell et al., 2005; Hernes et2008; Jeanneau et al., 2015). The TMAH
reaction of CAR was used to analyse the free amdhin@l monosaccharides and to
differentiate the hexoses (C6), deoxyhexoses (deééxgnd pentoses (C5) (Fabbri et Helleur,
1999; Grasset et al., 2009). The equilibrium betwalant-derived and microbial origins was
based on the deoxyC6/C5 ratio (Rumpel et Dignad66p0t is also possible to differentiate
between plant and microbial biomarkers for FA. FAhwa high molecular weight (>1G0)
are from a plant origin while FA with a low moleaulweight (< Gg.0) come from a microbial
origin except for @s:0 and Gs:o which can be derived from both (Frostegard et 293;
Zelles, 1999). The proportion of microbial markarsong the analysed compoun@s..c)

was calculated according to Jeanneau et al., (2015)

2.6 Statistical treatments

Principal components analyses (PCA) were performedg XLSTAT (Addinsoft
2013). Three PCAs were carried out on the moleadarpositions. The first one was carried
out on the LIG markers, using the relative perogamtaf each molecule. If two molecular
markers were correlated or anti-correlated (> 0.8 ©0.9 in Pearson’s test), the least intense

marker was removed. The molecules retained asblesiaare identified in Supplementary
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Table 4-S1. The second PCA was carried out on tAR @narkers, using the relative
percentage of each molecule. Due to the occurrehcerrelations between the molecules,
they were broken down into three classes: C5, deéxand C6. The third PCA was carried
out on the FA markers, using the relative percentafyeach molecule. If two molecular
markers were correlated or anti-correlated (> 0.8 ©0.9 in Pearson’s test), the least intense
marker was removed. The molecules retained asblesiaare identified in Supplementary
Table 4-S1. For these three PCAs, the coordindtdesamples on axis F1, which represents
the maximum of variance, were used as a proxy Yesiigate potential differences in the
distribution of the target compounds among theseetltlasses between the soil, surface
runoff, stream water and soil solutions during th&se flow and storm flow periods.
Significant differences were identified using Dunmultiple comparison test.

Two additional PCAs were carried out to investgtte contribution of the sources
(soil solution, surface runoff and groundwatersteeam water during storm flow conditions.
These PCAs were performed using chloride, nitrattsaulphate concentrations that could be
considered as tracers due to their contrastingdetveource concentrations (Christophersen
et al., 1990). Since these data were not availadlevent 3, this statistical treatment was
carried out for events 1 and 2. The PCAs were &atied with groundwater, soil solution and
surface runoff samples as observations and streater wamples as additional observations.
The groundwater concentrations were based on arsauaples taken during period B from
2012 to 2014. Since the stream water samples glaigde the triangle formed by the three
end-members, their contributions were calculateddlying a system of equations with three
unknowns using their coordinates on axes F1 andrk2.sum of the variance explained by
axes F1 and F2 were 82.8 % and 87.3 % for evemid12arespectively. Given that the soil
solution end-member was not fixed due to the deseremn the nitrate and chloride
concentrations during storm events (Supplementaguré 4-S1), the coordinates of this
endmember for the resolution of the system of egnawvas adapted as a function of the

sampling time.
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3. Results

3.1 Hydrology

Event 1 (Figure 4-3a) was characterized by intgmeeipitation with 43.5 mm of
rainfall between the #3and 168 of January 2015. First, 7 mm of rainfall fell candiary 13
which resulted in an increase in the dischargenff® to 95 L 3, andAH, from 1.22 to 1.47
m. The discharge returned to the pre-event levelrégular rainfall allowed to maintain a
high AH value. The second precipitation event was lavgtr steady rainfall during 15 hours
for a total amount of 31 mm, and a maximal intgngif 5 mm h. This rainfall was
responsible for an increase in the discharge, 86no 660 L 8, andAH, from 1.46 to 1.56
m. A rapid decrease in the discharge occurred atethd of the rainfall. HoweverH
remained higher than 1.45 m two days after theteven

Event 2 (Figure 4-3b) was characterized by a sn#adtal rainfall amount with 18 mm
between the 12 and 14' of February 2015, with a maximal intensity of 3 nimi.
Precipitation occurred discontinuously leadinghceé successive increases in the discharge
andAH. Over the whole event, the discharge increasmd 85 to 175 L $andAH increased
from 1.02 to 1.41 m. The discharge decreased rapidl00 L &, 48 hours after the end of
the rainfall. The decrease &xH occurred more gradually to reach 1.17 m, 48 hattes the
end of the rainfall.

Event 3 (Figure 4-3c) was characterized by thabdéishment of two successive storm
flow episodes. The first occurred on tHe@nd 7 of January 2016 with 15 mm. Continuous
rainfall occurred with a maximal intensity of 3 nim leading to a rapid increase in both the
discharge (from 101 to 277 LYsand AH (from 1.29 to 1.53 m). The end of the rainfall
induced a rapid decrease in both the dischargeAhd he second rainfall episode happened
between the®8and 11" of January 2016 with a total rainfall amount ofr8fh and a maximal
rainfall intensity of 3.5 mm/h. These discontinuotgnfalls were responsible for two
successive discharge increases which ranged fr@al281 L &. Within 48 h after the end

of the rainfall, the levels returned to the prergvdischarge andH levels.
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Figure 4-3 : Hourly rainfall, discharge andH for events 1,2 and 3. Evolution of Dt
concentration and C/V in stream water and soil solution.

3.2  Molecular composition of the SOM
In the SOM, LIG, CAR and FA represented 33 £ 14 7 and 60 £ 13% (mean *

standard deviation; n = 3) of the target compounelspectively. For CAR, 67 £ 3% of the
compounds were hexoses which were mainly derivexh ftellulose and 13 + 3% of the FA
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were derived from cutines and suberines. Amongfathe target compounds, 17 + 6% were

from a microbial origin (Figure 4-4).
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3.3  Molecular composition of the soil solution DOM

Over the two hydrological years, the DOC conceiamnaof the soil solution in period
B varied from 10.3 to 15.0 mgiduring base flow conditions (Figure 4-3). Duritg three
investigated storm events, rainfall induced modiiens of the DOC concentrations in the
soil solutions. During event 1, the DOC increasgd2t mg L* and then remained stable.
During event 2, the DOC concentration increase®.@ymg LY. The beginning of event 3
was characterized by a 2 mg decrease, then the DOC concentration remainech.6*
above the base flow concentrations until the endthaf sampling period which was
characterized by a decrease in the discharge. @uwuent 1, the nitrate concentrations
decreased from 7.0 to 0.6 m¢f Whereas the sulphate and chloride levels staysalestFor
event 2, the sulphates stayed stable but the esti@td chlorides decreased from 23.8 to 8.1
mg L! and 56.7 to 45.5 mgl, respectively (Supplementary Figure 4-S1).

During the base flow period, LIG, CAR and FA regmeted 55 + 11, 10 + 4 and 35 +
13% (mean + standard deviation; n = 13) of the ym®al target compounds, respectively.
Among all of the samples for the base flow andrstfiow soil solutions, FA derived from
cutines and suberines were never identified. Coetpsr the base flow period, events 1 and 3
were characterized by higher proportions of LIG @#&R, and lower proportions of FA. The
proportion of microbial markersf{ic) was 36 + 12% during the base flow period and
decreased to 19 + 5% and 24 = 8% during eventsdI3arespectively. For event 2, the LIG,
CAR, FA, andfnic values were not significantly different from theskaflow conditions
(Figure 4-4). During base flow, the C/V values @l solution ranged from 0.1 to 0.3. Storm
flow conditions were responsible for an increasehi@ C/V ratio with a variable intensity
depending on the event. During event 1, the C/\b ratnged from 0.9 to 2.4 and was Six
times higher than in the base flow conditions frihva first sampling points. During event 2,
the C/V ratio ranged from 0.1 to 0.7. It slowly ieased with the\H values and remained
high even afteAH started to decrease. During event 3, the C/\¢ rainged from 0.1 to 0.3. It
slowly increased with thaH values but rapidly returned to the base flow legring the

decrease inH (Figure 4-3).

Based on the PCA analysis, the distribution of W& markers is significantly
different from the base flow period for event 1rfBoe FA distribution, events 1 and 3 are
significantly different from the base flow distritbton. However, the CAR distribution did not
vary between the base flow and storm flow distrimg. For event 2, the distribution of LIG,
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CAR and FA are not significantly different from thase flow period when the whole event is
considered (Figure 4-5). However, when considetivgtemporal evolution, the three first
samples were not significantly different from théGLdistribution during the base flow
conditions, while the following samples were sigrahtly different (Supplementary Figure 4-
S2).
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3.4  Molecular composition of the surface runoff

The DOC concentrations in surface runoff rangethf8.9 to 27.1 mg L LIG, CAR
and FA represented 58 £ 5, 18 + 4 and 24 + 8% (nteatandard deviation; n = 5) of the
target compounds respectively and 25 + 7% of tleesepounds were of microbial origin.
(Figure 4-4). The C/V ratio ranged from 0.5 to IT&e LIG distribution corresponded to the
distribution observed for soil solutions, streamtewvaand soil during event 1. The CAR
distribution corresponded to the distribution olsdrfor stream water during the base flow
and storm flow periods. The FA distribution wasembediate between the distributions
observed during the storm flow and base flow period soil solutions and stream water
(Figure 4-5).

3.5 Molecular composition of the stream water DOM

Over the two hydrological years, the DOC conceittnain stream water varied from
3.5 to 5.9 mg ! during the base flow period in period B (Figur8)4With the establishment
of storm flow, the magnitude of the increase in E@C concentration was event dependent.
Events 1 and 3 reached maximum concentrations of beg L' and 15.2 mg &,
respectively. A smaller increase was measuredvente2, which reached a maximum DOC
concentration of 10.3 mg™L The increase in the DOC concentration happeneakiguafter
the increase in discharge, and decreased rapidiggdthe falling limb of the hydrograph for
events 2 and 3, while the falling limb of the hygiraph was not sampled for event 1.

During the base flow period, LIG, CAR and FA remmt®ed 44 + 9, 11 £ 5 and 45 *
12% (mean * standard deviation, n = 8) of the tatgenpounds, respectively. The microbial
biomarkers(fnic) represented 46 + 12% of the target compounds.paoea to the base flow
period, events 1 and 3 were characterized by higtogrortions of LIG and lower proportions
of FA (Figure 4-4). The target molecules are pritgdrom a plant origin as indicated by the
low fmic value. The relative proportions of CAR were notngigantly different from those
during the base flow period. For event 2, the propis of LIG, FA, CAR and th¢n.c value
were not significantly different from the base flgweriod (Figure 4-4). During base flow
conditions, the C/V values ranged from 0.13 to 0P magnitude of the increase in the
C/V ratio during storm flow conditions was evenpdedent with maximal values of 0.82 for
event 1 and 0.50 for events 2 and 3 (Figure 4-3).
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Based on the PCA analysis, the distribution of th& markers was significantly
different from that in base flow conditions for evel with a shift toward soil distribution
during storm flow (Figure 4-5). For the FA distrilmn, events 1 and 3 were significantly
different from the base flow conditions. The distion of CAR did not vary between the

base flow and storm flow conditions (Figure 4-5).

3.6  Molecular composition of the in-stream process DOM

Samples obtained after 1 h of shaking were cheizet by low DOC concentrations
(1.1 £ 0.1 mg ! mean * standard deviation; n = 3). Among the tangelecules, 19 + 2%
were LIG markers, 22 + 3% were CAR markers and 5®awere FA markers. The target
molecules were mainly from a microbial origin wighf=ic value of 59 + 2%. The lignins
produced were characterized by a C/V ratio (0.1@.G1) similar to the soil solutions and

stream water sampled during the base flow period.

4. Discussion

4.1 Is the DOM composition modified in soil solutiongluring storm events?

The high frequency sampling of soil solutions ided that the molecular composition
of the soil solution was modified during storm etgenThe establishment of storm event
conditions induces a modification in the LIG, CARdaFA proportions as well as the
molecular distribution in these classes (Figuresahd 4-5). As indicated by the lowgk:c
values measured during soil solution storm eventapared to the base flow period, soll
solution DOM predominantly came from a plant origiigure 4-4). The increase in the C/V
value during storm events revealed that the DOM w@wposed of lignins that were less
biodegraded compared to the base flow DOM (Hedge¥eadiky, 1989; Opsahl et Benner,
1995) (Figure 4-3).These modifications were recdrdering the storm event and during the
falling limb of the hydrograph for events 2 andTBerefore, this implies that the mechanism
responsible for the mobilization of this DOM is gistent after the return to the pre-event
discharge levels. Moreover, the intensity of theateons was event dependent. This could be
due to the intensity of the mechanism responsibtenfobilizing this MOD during flood

events.
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4.2  What are the hydrological drivers of these modifiations?

Events 1 and 2 were characterized by differentrdigdical conditions. The total
rainfall amount during event 1 was 43.5 mm with met AH values that reached 1.57 m.
Event 2 was characterized by 18 mm of rainfall anldwer increase oAH which reached
1.41 m (Figure 4-3). Moreover, the molecular conmpws of the soil solution DOM sampled
during these two storm events was modified compéoetthe base flow conditions but with
different intensities. The intensity of the molesrutomposition modification was higher for
event 1 compared to event 2 (Figure. 4-5). As titenisity of storm flow conditions and more
particularly the flow rate in soils is known to rease colloidal and particulate mobilization
(Kaplan et al., 1993; Majdalani et al., 2008; Zhatal., 2016), which can be bound with
organic matter (Laegdsmand et al., 1999), we hygsitle that hydrological conditions were
responsible for this variability between storm egeifo test this hypothesis, the distribution
of LIG, which showed more significant molecular nfm@tions, was investigated as a
function of AH for soil solutions sampled during base flow atadra flow conditions (Figure
4-6). These results clearly evidenced the relakignsetween the rise of the water table in the
slope and the intensity of the molecular compasitbanges. The more intense modifications
of the LIG composition were recorded for the hightd values. Therefore, the rise of the
water table in the slope seems to control the nmeshis responsible for the mobilization of
DOM characterized by different molecular composiioHowever, the LIG composition in
soil solutions during event 3 were not significgndifferent from those in base flow
conditions despite higih\H values (Figure 4-5 and 4-6). These observatiogklight that
other parameters may be involved in soil solutioc®ND production during storm events.
Events 1 and 3 were characterized by a comparabiéall amount with 43.5 and 30 mm,
respectively, and maximahH values of 1.57 and 1.52 mm, respectively (Figds8).
However, a first storm event occurred two days teefevent 3. This pre-event was
responsible for the modification of the stream DOdMposition as evidenced by the increase
in the C/V value in stream water (Figure 4-3). Evfahe soil solution has not been sampled,
we can hypothesize that this pre-event may have besponsible for the establishment of
suitable conditions for DOM mobilization in soillstons. To explain the lack of variations
in the LIG composition found in the soil solutiobhserved when thaH values are high, the
hypothesis could be that a limited amount of cdddbound with the DOM were available for
mobilization (Jarvis et al., 1999). The occurrentéhe first pre-event two days before event

3 could have nearly completely depleted the supplgolloids available for mobilization.
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Despite the establishment of suitable conditionsinguevent 3, a significant molecular

composition could not be observed.
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Figure 4-6 : Evolution of LIG distribution evidenced by PCA analysis .
function of AH.

4.3 Are these modifications recorded in the stream DO

As evidenced in this study and previous works rideau et al., 2015), the stream
DOM composition was modified during storm eventfie§e modifications are recorded
during the event, as well as during the falling dirof the hydrograph when the level of
discharge returned to the base flow conditionsef@nts 2 and 3 (Figure 4-3). Three possible

origins could explain the modification of the sme®OM composition.

The first one is proposed by Dalzell et al.,, (20@88d Hernes et al., (2008) who
attributed the modifications of the stream DOM casipon to the chemical equilibrium
between soil particles in the stream. The experialenodelling of this process by shaking
soil with water was found to produce small amowit®OC compared to the increase in the
DOC concentration measured over the different stevents. Moreover, the DOM produced

was characterized by low C/V values, in contraghwhe high C/V values measured in the
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stream during storm flow. Consequently, assumirgg the experimental conditions were
representative of natural conditions, the contrdubf this mechanism to DOM production
could be considered as negligible in headwatehoatnts.

The second origin could be the contribution ofsb@ solution to the stream. Previous
works performed on the Kervidy-Naizin catchment (Mcet al., 2009) or in other headwater
catchments (Inamdar et Mitchell, 2006; Van Gaelesl.e 2014) have shown that during base
flow periods, the stream water was mostly sustaibgddeep and shallow groundwater.
However, during storm events, the increase in digggnwas mostly due to the increase in the
soil solution contribution (Lambert et al.,, 2011;oMl et al., 2009). As the same
modifications were recorded in the soil solutiord atream DOM composition during storm
events, the soil solution may be a possible orajistream water DOM modification during

storm events.

The third origin could be the contribution of s@agé runoff. During storm events, it
may represent a large flux of water (Delpla et 2011) containing a large amount of DOC
and POC into the stream (Caverly et al., 2013)tHemmore, surface runoff DOM and soil
solutions sampled during storm events have a simitz@lecular composition (Figure 4-4 and
4-5).

To investigate the contribution of the three sear¢soil solution, surface runoff and
groundwater) to the stream during storm events, $@Are performed using the chloride,
nitrate and sulphate concentrations. The use ohiia components such as these is common
in order to trace the contribution of sources ® stream (Hooper et al., 1990; Lambert et al.,
2014; Morel et al., 2009). The soil solution anay®vealed variable concentrations during
the event (Supplementary Figure 4-S1). In ordetat@ this variability into account, the
proportion of each source used in the PCA analyass calculated using the soil solution that
temporarily corresponds to the stream water. Theetlsources that contributed to stream
discharge during storm flow satisfactorily expl#e chemical evolution of the stream water.
The simulated DOC concentrations were calculatedniitiplying the proportions of each
source by their respective DOC concentrations. Moelels match the observations as the
correlation coefficients between the measured aionated values are 0.67 and 0.74 for
events 1 and 2, respectively (Supplementary Fige®3). The estimated fractions were used
to calculate their respective contribution to thram DOC concentration. During events 1
and 2, deep groundwater contributes less than Lthtp DOC export. Most of the DOC
exported by the stream comes from soil solutiors surface runoff (Figure 4-7). Events 1
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and 2 occurred when the soils were saturated olenga part of the catchment as indicated
by the highAH value (Figure 4-3), which favoured the generatbsurface runoff (Bronstert
et Bardossy, 1999). Due to these conditions, tgkdrirainfall amount during event 1 (31 mm
during 15 h) than during event 2 (18 mm during #tduld explain the higher surface runoff
contribution to the stream DOC. The relative projporof each of these two sources varied
both during the event as well as among events, mipg on their hydrological
characteristics. Consequently, changes in the DOdlecalar composition in soil solution
and the contribution of surface runoff to DOM expaould be responsible for the

modification of the molecular composition obseruethe stream water.
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Figure 4-7 : Estimated contribution of surface runoff, soil solution and ground
to stream DOC export.
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44  Conceptual model for colloidal-DOM mobilization in soil solutions during

storm events

During base flow conditions, DOM came from biatied abiotic solubilization in the
soil microporosity (Toosi et al., 2012). DOM is theansferred to the soil macroporosity by
diffusion which is driven by concentration gradenAs a reactive component, DOM can
interact with metals and minerals during its transblong the micro-to-macroporosity
continuum. Thus, DOM can be adsorbed on mineratlay surfaces (Jardine et al., 1989;
Kaiser et Kalbitz, 2012) and can be biodegradedniigroorganisms according to meeting
probabilities (Dungait et al., 2012). Compared &sd flow conditions, the increase in the
hydrological gradient during storm events inducesirerease in the water velocity in the
macropores. This increase should not impact the Ddiidsion rate, resulting in a decrease
in the DOC concentration in the soil solution doeatdilution effect (Easthouse, 1992). The
increase in the DOC concentrations and the modidicaf the composition of the soil DOM
during storm events (Figure 4-3, 4-4 and 4-5) ieglihat an additional mechanism of DOM
solubilization should be considered. This mechamnsiuld be dependent on the hydrological
gradient (Figure 4-6) and the pre-event hydroldgicanditions as illustrated by the

comparison between events 1 and 3.

From these observations we can formulate two thgsi$ regarding the mobilization
of DOM during storm events. First, DOM could comenfi the mobilization of colloids and
soil particles containing organic matter. Numerstigdies have highlighted the mobilization
of colloids and soil particles in columns (Laegdaohat al., 1999; Majdalani et al., 2008;
Mohanty et al., 2015; Zhuang et al., 2007) andif&ludies (Jarvis et al., 1999; Zhang et al.,
2016) due to an increasing water velocity. The ofdhe water table during storm flow
conditions induced an increase in the water presand velocity in the soil macroporosity,
which could be related to a piston-like effect (Zhet al., 2017). This would lead to an
application of shear forces on the colloids andiglas located on the walls of the macropores
(Bergendahl et Grasso, 2003; Shang et al., 2008hel shear forces are stronger than the
forces that attach the colloids to the macroporé, walloids will be released into the soil
solution (DeNovio et al., 2004; Ryan et al., 1998pgure 4-8). This mechanism of colloidal
and particulate destabilization is consistent i threshold highlighted in Figure 4-6 where
it seems thaA\H must be exceeded in order to create a suffigéear force to initiate the

destabilization. This is also consistent with thegést modification of the LIG composition
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recorded for the higheaiH since these hydrological conditions are respdagdr the largest
colloidal destabilization. Moreover, the pre-evagtlirological conditions are also consistent
with this physical destabilization. The colloidahda particulate supply available for
mobilization appears to be size-limited and rendevdbarvis et al., 1999; Majdalani et al.,

2008). Thus, the pre-event hydrological conditiank impact the possibility to rebuild this
supply.

base flow storm flow
water velocity ; piston-like effect

N LY e

Figure 4-8 : Schematic representation of DOM mobilization mechanisms involved
storm events in soils. Mobilisation of DOM during storm flow conditibgg1) colloida
destabilization andf (2) particulate destabilization combined with (3) cher
equilibrium processes.

-~

water
circulation

However, the chemical composition of DOM duringrst events differs from the
SOM composition. The molecular analysis of soil DCikdm the three storm events
investigated highlight the differences in the malac composition variations that exist
between LIG, FA and CAR. For the event 1, where Akk values were the highest, the
distribution of LIG in the dissolved phases wasikinto their distribution in SOM (Figure 4-
5). However, CAR and FA were characterized by &rbht evolution. Variations in the FA
and CAR distributions between base flow and stdow tonditions are low. Depending on
the events, the FA distribution is significantlyfdrent from the base flow conditions, and the
CAR distribution was not significantly differentoim the base flow conditions for the three
events. Furthermore, the distribution of both FAdaBAR in DOM always remains
significantly different from their distribution i8OM (Figure 4-5). Which mechanism could
explain the different behaviour of these three mwal@ classes? Among all of the FA
identified in SOM, 13 * 3% were FA derived from iogis and suberines which came from a

plant origin (Chefetz et al., 2002; Nierop et Veattn, 2004). These molecules were not

- 135 -



Chapitre 4

identified in the soil solutions. This absence dobk linked to their high hydrophobicity
(Kolattukudy, 1984). Similarly, 67 + 3% of the CAlentified in the soils are hexoses,
mainly coming from the thermochemolysis of cell@pa polymer of glucose which is highly
hydrophobic (Krassig, 1993). There is very littidlglose in the solution which could explain
the differences in the CAR distribution between $bé and soil solutions. However, LIG are
less hydrophobic than FA and CAR. These differegttadviours of macromolecules during
their solubilization from the soil to the soil sban are thus consistent with the hypothesis of
a combined physical mechanism and chemical segoadgadsed on the hydrophobicity of the
macromolecules. This chemical segregation could fa#ce during the formation of colloids
and particles on macropore walls or upon their mdiion. Since a comparable composition
was observed between the soil solution and thesarfunoff DOM, the same mechanism
could be applied for surface runoff with shear é&r@applied by the runoff of water on the soil

surface.

5. Conclusion

For the first time, the molecular composition DM was simultaneously investigated
in soil solutions, surface runoff and stream watering storm events with high frequency
sampling. The major conclusions of this study aeefollowing:

0] The modifications of the DOM composition in soilldons and the
generation of surface runoff are responsible fer thanges in the DOM
composition in stream water during the establisitmain storm flow
conditions.

(i) The changes in the DOM molecular composition is tlua combination
of physical and chemical mechanisms. The increasha water velocity
in the macropores induces the destabilization 8bicts and soil particles
composed of organic matter. A chemical segregatard be responsible
for the changes in the molecular composition betw&®M and soil DOM
based on the hydrophobicity of the organic macrecwes.

(i)  Low water velocity and favourable hydrological cdimhs in soils are
necessary to rebuild the colloidal and particuipply. Therefore, their
mobilization during storm events is dependent ore tpre-event

hydrological conditions.
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These changes in the DOM composition should bentakto account for a better
understanding of micropollutant mobility. As thengolexation of micropollutants (e.g.
pesticides) with OM is mainly driven by hydrophabicthe export of less biodegraded DOM
during storm events may have increased their ddfuacross the environment. Moreover, an
increase in storm frequency and intensity ovemiid decades, as predicted by climatologists
(Coumou and Rahmstorf, 2012), could increase thp@reof DOM produced during storm
events and thus the dispersion of pollutants iretheronment.
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Tableau 4-S1. List of the analysed compounds and their appropriate m/zatio and

mass spectra factor (MSF). * indicate compounds retained for PCA analysi

Compound name m/z MSF
Lignin phenols
* 3,4-dimethoxyacetophenone (acetovanillone) 165 2,8
* 3,4-dimethoxybenzaldehyde (vanillin) 166 4,2
* 3,4-dimethoxybenzoic acid, methy! ester (variiid) 196 5,6
* 3,4,5-trimethoxyacetophenone (acetosyringone) 195 8 4
* 3,4,5-trimethoxybenzaldehyde (syringaldehyde) 196 ,7 6
* 3,4,5-trimethoxybenzoic acid, methyl ester (sgidmacid) 226 53
* 3-(4-methoxyphenyl)-prop-2-enoic acid, methykbegp-coumaric acid) 192 6,7
* 3-(3,4-dimethoxy phenyl)-prop-2-enoic acid, metester (ferulic acid) 222 3,7
* 4-methyl-1,2-dimethoxybenzéne 152 57
*1,2,4-trimethoxybenzéne 168 4,3
* 1,3,5-trimethoxybenzéne 168 3,0
* 3-methoxybenzoic acid methylester 135 3,9
* 4-methoxy benzoic acid methylester 135 28
1,2,3,4-tetramethylbenzéne 198 3,5
*1,2,3,5-tetramethylbenzene 198 13,5
* cis-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxyethenyl)benzene 194 15
* trans-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxyethenyl)benzene 419 51
1,2-Dimethoxy-4-(1-methoxy-1-propenyl)benzene 208 6,2
cis-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxy-1-propenyl)bereen 208 57
trans-1,2-Dimethoxy-4-(2-methoxy-1-propeny|) e 208 57
trans-1,2-Dimethoxy-4-(3-methoxy-1-propeny|) e 208 5,6
* cis-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxyethenyl)benzene 242 7,0
trans-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxy ethenyl)berze 224 7,0
* erythro-1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-trimethoxy propyd)izene 181 3,6
threo-1,2-dimethoxy-4-(1,2,3-trimethoxy propyhbene 181 3,6
cis-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxy-1-propeny bene 238 7,0
trans-1,2,3-Trimethoxy-5-(2-methoxy-1-propenstf)pene 238 7,0
cis-1,2-Dimethoxy-4-(2,3-dimethoxy-1-propenyhbene 238 8,5
trans-1,2-Dimethoxy-4-(2,3-dimethoxy-1-propehghzene 238 8,5
* erythro-1,2,3-Trimethoxy-5-(1,2,3-trimethoxy prdjigenzene 211 21
threo-1,2,3-Trimethoxy-5-(1,2,3-trimethoxy projingnzene 211 2,1
benzoic acid methyl ester 105 29
Carbohydrates
* xylose (C5) 129 4,0
* rhamnose (deoxyC6) 129 4,0
* fucose (deoxy C6) 129 4,0
* dlucose (C6) 129 4,0
* galactose (C6) 129 4,0
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Table 4-S1 continued

Compound name m/z MSF
Fatty acids
* Ciz0 74 3,0
* Cizo 74 4,1
* brCi,o 74 3,1
* Cuao 74 3,1
* is0C;50 74 3,3
* anteGsg 74 3,3
* Ciso 74 3,3
* brCiep 4 4.9
* Ciga 74 14,5
* Cis0 74 4.9
* i1s0C79 74 3,9
* anteGyq 74 3,9
* Ci70 74 3,9
* Ciga 74 14,6
* Ciso 74 4,5
* ®OH Cgo 74 12,1
* Cio0 74 4,3
* o,0 diacid Gg.o 74 11,3
Cooo 74 49
* oOH Cgo 74 17,3
Gao 74 75
* o, diacid Ggo 74 17,7
G0 74 4,9
* »OH C:ZOZO 74 12,9
Gso 74 8,4
* aq,0 diacid Gy 74 10,8
Gao 74 4,4
* oOH G, 74 13,5
* Cos0 74 7,7
* o,0 diacid G, 74 10,8
* Cae0 74 4,5
* @OH Gy 74 13,5
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Figure 4-S1 :Evolution of LIG distribution during event 2.
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Chapitre 5

Hétérogeneité et évolution de la
composition moléculaire des MOD a
I’échelle du bassin versant
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Avant-propos

L’échantillonnage effectué toutes les deux sensapendant trois années hydrologiques
successives a permis d’étudier I'évolution saisereide la composition des MOD aux
différents points de prélévements du bassin ver&aix problématiques ont pu étre abordées

a travers les résultats obtenus a partir de ceinditionnage.

Dans une premiere partie, nous nous intéresserdngilisation de la HMT-CPG-SM
comme outil de détection de I'hétérogénéité spatia la composition moléculaire de la MOD
présente dans les solutions de sol, a I'échellen dyetit bassin versant de téte. Cette
problématique sera abordée a travers deux questions

(i) L’hétérogénéité des écosystemes observée entréiffésents points du bassin
versant induit-elle une hétérogénéité de la contiposdes MOD des solutions de
sol identifiable par HMT-CPG-SM ?

(i) Observe-t-on une évolution de la composition mdéiceide la MOD des solutions
de sol avec la profondeur ?

Ces questions seront traitées en regardant la mtvatien en COD ainsi que la distribution des
phénols, issus de la réaction des lignines etalesrts, biomarqueurs d’origine végétale d’'une
part et la distribution des acides gras phosphdiipies, biomarqueurs d’origine microbienne

d’autre part.

Dans une deuxieme partie, nous nous intéressartamguestion de la constitution d’'un
réservoir de MOD localisé dans le versant et detsarsfert vers la riviere lors de la mise en
place d’une connectivité hydrologique en lien al@adynamique de nappe. Sur le bassin
versant de Kervidy-Naizin, cette hypothese de femhs été suggérée par les travaux de
Lambert et al., (2014) via une interprétation ddlution du rapport isotopiquE>C dans les
solutions de sol prélevées dans la zone humide dicyMet a I'exutoire. Nous la traiterons
donc a travers la question suivante : La combimaides analyses isotopiqued'3C) et
moléculaire par HMT-CPG-SM permet-elle de mettre2eidence un transfert de versant lors

de la mise en place de connections hydrologiques ?
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PARTIE 1:

Hétérogéneéité spatiale de la composition molécula@rde la MOD

des solutions de sol a I'’échelle du bassin versant

1. Introduction

Les matieres organiques dissoutes (MOD), présetdes les solutions de sol en
circulation dans la macroporosité, sont le résuleata solubilisation et de la dégradation de la
matiere organique provenant de la litiere, des, stdda biomasse microbienne ou encore des
exsudats racinaires. La composition des MOD esli agprésentative des apports végeétaux et
de l'activité des microorganismes des sols parnielscelle a transité.

Parmi I'ensemble des molécules constitutives d&@D, les lignines sont utilisées
comme biomarqueurs moléculaires spécifiques daiior végétale de la MO. La composition
des lignines étant dépendante du type de végétéibifort et al., 1995; Hedges et Mann,
1979), la distribution des phénols issus de I'asmlgles lignines dissoutes est modifiée lorsque

les sources végétales changent (Aufdenkampe 08I7)).

Au sein des acides gras identifiables dans la Mie® solutions de sol, les acides gras
phospholipidiques (PLFA) sont des biomarqueurs muéres spécifiques de l'activité des
microorganismes des sols tels que les bactériéssethampignons (Bossio et Scow, 1998;
Zelles et al., 1992). Certains de ces acides dead gpécifiques de certaines especes ou grands
groupes de bactéries, leur distribution sont coamant utilisées dans le but de distinguer des
changements de composition de communautés bactéseiDrenovsky et al.,, 2004).
L’abondance et la diversité des communautés miervias est variable d'un sol a un autre.
Plusieurs paramétres ont ainsi été identifiés compowwant impacter la nature et la dynamique
des communautés bactériennes comme le pH desRsmisK et al., 2010), la végétation (Xue
et al., 2008), la saturation en eau des sols disf@onibilité en oxygene (Bossio et Scow, 1998)

ou encore la température des sols (Zogg et alZ)199

L’influence conjuguée de tous ces paramétresteésul une variabilité importante de la
composition des MOD a I'échelle du paysage. La amsitiipn moléculaire de la MOD a par

conséquent été utilisée dans le but de difféerendlasieurs types d’écosystemes. Jusqu’a
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présent, ce type de problématique a principalerdéntabordée en utilisant la composition
moléculaire déterminée par spectrométrie de magss dhaute résolution par FT-ICR-MS. Il a
été mis en évidence une modification de la comjposiles MOD au sein d'un méme bassin
versant en fonction des écosystémes et de la gtetord’échantillonnage dans le profil de sol
(Roth et al., 2014; Seifert et al., 2016). Dansddre de cette étude, cette problématique a été
appliguée a I'échelle d’'un petit bassin versantéte en utilisant la composition moléculaire
obtenue par HMT-CPG-SM. Cette méthode présente dmwantages par rapport a la
spectrométrie de masse a trés haute résolutiptioyiil analytique est moins codteux et (ii) sa

mise en ceuvre ne nécessite pas d’hypothése glaatraasformation du signal.

2. Matériel et méthode

2.1 Echantillonnage

L’ensemble des données utilisées dans cette pamd&ennent de I'échantillonnage
bimensuel effectué sur le bassin versant de KemMiaigin entre Octobre 2013 et Juin 2016,
couvrant ainsi les trois années hydrologiques cansé&s. La base de données utilisée
regroupe les échantillons de solutions de sol pééle sur les transects de Guériniec et
Kerrolland ainsi qu’au niveau de la zone humidéviircy, dans les horizons de surface et dans
les horizons profonds. Une description plus dé&tilde ces points d’échantillonnages est
disponibles dans le Chapitre 2, section 1.3. L'aride des échantillons ont suivi le traitement

analytique décrit dans le Chapitre 2, sections 2.

2.2  Traitement statistique

Deux ACP ont été réalisées a partir des donnéesrmposition moléculaire dans le but
de déterminer I'hétérogénéité spatiale sur le bassisant. La premiere ACP a été faite a partir
de la distribution des phénols. La deuxieme ACRdadte a partir de la distribution des acides
gras phospholipidiqgues (PLFA), qui proviennent dactivité des microorganismes.
L’élimination des acides gras végétaux et des aaigas ubiquistes (o et Gs.g) pour ce test

statistique a pour but de se focaliser sur le fonoement microbiologique des sols entre les
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différents points de prélevement du bassin versdne description plus détaillée sur les
paramétres de I'’ACP est disponibles dans le Cleapijtsections 2.

Pour ces deux ACP, une ANOVA a été realisée sucdesdonnées des échantillons sur la
composante 1 afin de déterminer si le parametoeadisation du point de prélevement » sur le

bassin versant permet d’expliquer la variance dbarmillons.

Tout au long des trois années de suivi, certathargillons ont été prélevés pendant des
evenements de crue du fait de I'échantillonnageényatique effectué toutes les deux
semaines. La composition moléculaire de la MOD eomé¢ dans les solutions de sol pouvant
étre modifiée en période de crue (cf. Chapitrecd$, échantillons ont été supprimés du jeu de
données pour ces analyses. Cela a permis d’enlevgroints qui auraient pu introduire une
variance supplémentaire dans les échantillons attoibbuables a une différence de localisation
sur le bassin versant. Ainsi, quatre dates ons@p@rimées (19/12/13, 27/12/2013, 16/12/2014
et 20/01/2016).

3. Résultats

3.1 Dynamique de nappe

La dynamique de nappe sur les transects de Kamwblet Guériniec présente des
caractéristiques différentes (Figure 5-1).
Sur le transect de Kerrolland, les sols en basedeant (K1) et dans la partie haute du versant
(K3) sont caractérisés par une période de satargtiolongée qui débute avec la remontée de
la nappe a I'automne et se termine au printempsdera diminution des précipitations.
A l'inverse, sur le transect de Guériniec, la péeihivernale est marquée par un battement de
nappe avec une succession de phases de saturaiiomés limitée et de phases de désaturation

ou la nappe reste entre 30 et 50 cm de profondeur.
3.2  Evolution de la concentration en COD
Sur I'ensemble des points de prélevement du bassgant, les concentrations en COD

des solutions de sol varient de 0,5 (M-10 cm & BA/5) a 43,7 mg/L (G2-15 cm le 29/10/13)

(Figure 5-2). Pour I'ensemble des points de préfearg du bassin versant, les solutions de sol
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Figure 5-1 : Evolution de la dynamique de nappe sur les transect de Kerrolland
K3) et Guériniec (G2 et G3).

prélevées dans les horizons profonds sont cars€éSripar une concentration plus faible. Sur
les trois ans, la différence de concentration Bsneyenne de 4,8 + 5,5 mg/L a K1, 3,6 £ 3,7
mg/L a K3, 9,8 £ 55 mg/L a G2 et 10,9 + 9,5 mg/LG& (moyenne % écart type). Une
exception est cependant observable dans la zonaéuwu Mercy lors de la troisieme année
avec une concentration supérieure de 13,7 + 5,& mig/moyenne dans I'horizon profond par
rapport a I'horizon de surface sur cette troisieanaée tandis que les deux premieres années,
les concentrations étaient supérieures de 1,9 m@/L (moyenne * écart type) dans I'horizon

de surface.

Pour les trois années de suivi, la dynamique didgvam de la concentration en COD de
I’horizon de surface et de I'horizon profond egshigiire pour les points K1, K3 et M. Au
contraire, pour les points G2 et G3, I'évolutionldeoncentration en COD des deux horizons

présente plus de variabilités.
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Au point K1, la concentration diminue progressiveinau cours de la premiere moitié de
'année hydrologique pour atteindre respectiventgiit; 9,5 et 8,1 mg/L dans I'horizon de
surface au cours des trois années. Les concengsasiogmentent alors rapidement, jusqu’a
38,9 ; 27,5 et 22,3 mg/L au cours des trois anréesr la premiéere et la troisieme année, la
diminution de la concentration en fin d’année dxsepvée.

Au point K3, la concentration diminue progressivetr®ut au long de I'année, de 12,8 a 2,7
mg/L la premiére année, de 13,8 a 7,5 mg/L la daugi année et de 17,6 a 4,0 mg/L la
troisieme année dans I'horizon de surface. La éfahnée hydrologique est marquée par une
augmentation des concentrations pour atteindreu&eam une concentration proche de celle
observée au début d’année hydrologique.

Dans la zone humide du Mercy, les concentration€@D augmentent progressivement tout
au long de l'année pour atteindre respectivemerz 333,8 et 15,8 mg/L dans I'horizon de
surface au cours des trois années. Pour la deuxdehadroisieme année, les concentrations ont
diminué en fin d’'année hydrologique pour atteindr&pectivement 19,5 et 5,4 mg/L.

Aux points G2 et G3, les concentrations moyennesC@D des solutions de sol sont
supérieures a celles observées sur les autressphinbassin versant avec 28,0+5,9 mg/L en
moyenne dans I'horizon de surface a G2 et 27,09+mgy/L a G3 (moyenne * écart type).
Contrairement aux autres points de suivi du bassieant, I'évolution de la concentration en
COD differe entre I'horizon de surface et I'horizprofond. L’évolution est également variable

d’'une année a l'autre.

3.3 Evolution de la concentration en Fe Il

La présence de Fe Il en solution est utilisée cerammarqueur de la bioréduction des
oxydes de fer. Le cation Fe Il n’est pas observahlel’ensemble des points de prélevement
(Figure 5-2). Sur le point K3, seules les solutidessol prélevées dans I'horizon profond au
cours de la deuxieme année de suivi contiennefedl, avec un maximum de 6,9 mg/L. Aux
points G2 et G3, dans I'horizon de surface et Izmr profond, les concentrations en Fe Il
fluctuent pendant la période hivernale, avec deseatrations pouvant atteindre au maximum
7,9 mg/L a G2 et 8,1 mg/L a G3. Les horizons prdfoatant ceux ou les concentrations sont
les plus élevées.

Au point K1, la concentration en Fe |l augmentdiem’année hydrologique dans les solutions

de sol prélevées aux deux profondeurs. Leseardrations les plus élevées sont la encore
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Figure 5-2: Evolution du SUVAs4 ainsi que la concentration en COD et erllfendan
les trois années de suivi pour les différents points de préléwesitaés sur le bas
versant de Kervidy-Naizin.
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observées dans I'horizon profond. Les concentratioraximales atteignent 17,2 mg/L la
premiére année, 19,2 mg/l la deuxieme année etriid/R la troisieme année. La diminution
des concentrations dans les deux horizons estv@gskars de la premiere et la troisieme année.
Dans la zone humide du Mercy, I'évolution de la aartration en Fe Il difféere au cours des
trois années. La premiere année, la concentratioReell augmente a partir de la deuxiéme
moitié de I'année hydrologique pour atteindre 7g¥lndans I'horizon de surface et 13,2 mg/L
dans I'horizon profond. La diminution de la concgatibn est observée uniquement dans
I'horizon de surface. La deuxieme année, la comagah augmente progressivement des le
début de I'année pour atteindre 16,1 mg/L dansritiom de surface et 17,2 mg/L dans
I'horizon profond. La diminution brutale des contrations en fin d’année hydrologique est
observée aux deux profondeurs. La troisieme arli@gmentation de la concentration est la
plus faible dans I'horizon de surface avec un maxmde 4,3 mg/L. Dans I'’horizon profond
les concentrations augmentent progressivement pteindre 22,5 mg/L puis diminuent

progressivement en fin d‘année hydrologique.

3.4 Evolution du SUVA2s4

Les points G2 et G3 sont caractérisés par deefaibariations du SUVA4 aux deux
profondeurs d’échantillonnage pendant les troistaarde suivi (Figure 5-2). Au point G2, le
SUVAzssest de 3,6 + 0,7 L/mgC.m a 15 cm et 3,9 + 1,2 L/mg@ 50 cm. Au point G3, le
SUVAzssestde 3,6 +0,6 L/ImgC.mal15cmet4,1 +1,7 L/my& 50 cm.

Au point K3, on observe une tendance a l'augmemmatiu SUVAss pendant la premiéere
année. L'augmentation se fait de 2,4 a 5,5 L/mg&.05cm et de 1,6 a 7,1 L/mgC.m a 40 cm.
Les deux autres années hydrologiques sont marguaéame stabilité du SUVAs avec 3,4 +
0,8L/mgC.mal5cmet3,2+0,9 L/mgC.ma40cm.

Les points K1 et M sont caractérisés par une autatien progressive du SUVsA aux deux
profondeurs d’échantillonnage au cours des troigeas hydrologiques. Les deux profondeurs
étant caractérisées par des valeurs comparablasgioentation se fait sur une gamme de

valeurs comprises entre 2,1 et 9,4 L/mgC.m a kanee 1,1 et 7,4 L/mgC.m a M.
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3.5 Lesphénols

Les deux composantes principales de 'ACP réalispartir des phénols permettent de
représenter 43,3% de la variance (Figure 5-3). IDg, ia p-value <0,05 de 'ANOVA realisée
a partir des coordonnées sur la composante 1 dePl’A&digue que le parametre « point de
prélevement » permet d’expliquer de maniere sigaiive la variance des échantillons
(Tableau 5-1).

Pour les échantillons de solutions de sol préledass les horizons de surface, le
traitement ACP effectué sur la distribution desnuie a permis de différencier le point en sol
cultivé (K3) des autres points du bassin versaigges en bande enherbée (G2 et G3) et en
zone humide (K1 et M) (Figure 5-3). Les analysedistiques appliquées sur les résultats de
I’ACP ont permis de confirmer ces observations (éabx 5-2 et 5-3).

Pour les points situés dans la bande enherbéemstlem zones humides (G2, G3, K1 et M), le
traitement ACP a permis de différentier les deuwxfgmdeurs d’échantillonnage (Figure 5-3).
Cette observation est confirmée par les analysistijues (Tableaux 5-2 et 5-3). Cependant,
pour le point de prélevement K3 situé dans le veragricole, la différence de distribution des
phénols en fonction de la profondeur qui sembleaeipe sur '’ACP n’a pas été confirmée par

les analyses statistiques.

3.6 Les acides gras

Les deux composantes principales de I'ACP réaligégartir des acides gras
phospholipidiques permettent de représenter 44¢ % variance (Figure 5-4). De plus, la p-
value <0,05 de 'ANOVA réalisée a partir des coondé@es sur la composante 1 de 'ACP
indique que le parametre « point de prélevemerrmet d’expliquer de maniere significative

la variance des échantillons (Tableau 5-4).

Pour les échantillons prélevés dans les horizensudface, le traitement ACP effectué
sur la distribution des acides gras phospholipiego’a pas permis de différentier les points
d’échantillonnage du bassin versant (Figure 5-4s hAnalyses statistiques appliquées sur les
résultats ACP ont permis de confirmer ces obsemat{Tableaux 5-5 et 5-6). Il est a noter que
les écarts-types autour des points moyens traduisenvariabilité au cours des trois années

hydrologiques échantillonnées.
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Horizons de surface :

Phénols
@K1-10
2 T @K3-15
' ' @M-10

0G2-15
0G3-15

F2 (14,1 %)

Horizons profonds:

BK1-55
WK3-40
4 BM-55

4 -2 0 2 4 6
F1(29.2 %) 0G2-50
mG3-50

Figure 5-3 : Résultats de [I'AC
effectuée a partir de la distribution
phénolsLe plan de 'ACP a été constr
a partir des deux premieres composa
principales qui permettent de représe
43.4% de la variance.

Haut - moyenne et écart type ¢
coordonnées des échantillons prélev
chaque point du bassin versant.

Bas - cercle des corrélations de I'ACP.
-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 05 0,75 1

F1(29,2 %)

Tableau E-1 : Tableau récapitulatif des résultats de 'ANOVA a un facteur effectué
sur la distribution moléculaire des phénols. Le DDL correspond au nombre de
degrés de liberté. Le test a été réalisé avec un intervalle de confiance a 95%.

Somme des Moyenne des

Source DDL ] ) F P
carrés carrés
Modéle 9 851,7 85,2 25527 < 0,0001
Résidus 338 11278 33
Total 347 1979.5
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Tableau £-2 : Matrice des corrélations obtenues par le test de Tuckey aveceuralla
de confiance a 95%. Les valeurs en gras indiquent les paires puelles la différenc
est significative.

Tableau £-3 : Constitution des groupesur la base des corrélatic
obtenues par le test de Tuckey (Tabled).32eux points de préleveme
appartenant a un méme groupe ne sont pas significativement différents.

Pomts de

Groupes
prélévement P

K3-40
K3-15
G3-50
K1-55 B €
G2-50 C
M-55

K1-10 E
G3-15

G2-15

M-10

>
w
(v llvilv)

Lo B Bl e 5|
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Pour les points situés sur le transect de Kemdl(&1 et K3), le traitement ACP semble
montrer une évolution de la distribution des aciges phospholipidiques avec la profondeur.
Pour les autres points de prélevement du bassisangr cette évolution semble moins
prononcée (Figure 5-4). Ces observations sont moéés par les analyses statistiques qui
révelent une différence significative avec la prafeur de la distribution des acides gras
phospholipidiques uniquement pour les points d'éthannage K1 et K3 (Tableaux 5-5 et 5-
6).

4. Discussion

4.1 Concentrations en COD, Fell et SUVAs4

L’évolution du SUVAss et de la concentration en COD des solutions deasal
différentes profondeurs et sur les différents modu bassin versant pendant les trois années de
suivi ont permis de mettre en évidence une hétédge a I'échelle du bassin versant. Ces
différences pourraient refléter une hétérogéné@tedatosystemes présents aux différents points

d’échantillonnage ainsi que des processus de s$ightimn et d’export de la MOD différente.

4.1.1 Mise en place de conditions réductrices

Dans les zones humides ripariennes, a K1 et acyldes conditions réductrices se
mettent en place dans la macroporosité des soks ltarizon profond mais également dans
I'horizon de surface. La mise en place de ces timmdi réductrices avait déja été observée
pour la zone humide du Mercy (Lambert et al., 20I3)s échantillonnages permettent de
confirmer la mise en place de conditions similasesla zone humide riparienne K1. Pour les
autres points de suivi du bassin versant, la mispl&ce de conditions réductrices de maniére
pérenne n'est pas observée. Une période de réduptat tout de méme étre observée de

maniere ponctuelle, a K3-40 I'année 2014/2015,igju'a G2 et G3, essentiellement a 50 cm.
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Acides gras

Horizons de surface :

OK1-10
@K3-15
@M-10

0G2-15

@G3-15

Horizons profonds:

BK1-55
EK3-40

F1 (26,5 %)

iso C15:0

iso C17:0

1 brCi16:0

ante C15:0
ante C17:0

C17:0

c18:1
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F1 (26,5 %)

4 BM-55
0G2-50
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Figure 5-4 : Résultats de 'ACP effectu
a partir de la distribution des acides |
phospholipidiqued.e plan de 'ACP a é
construit a partir des deux premie
composantes principales qpermetter
de représenter 44.9% de la variance.

Haut - moyenne et écart type
coordonnées des échantillons prélev
chaque point du bassin versant.

Bas — cercle des corrélations de I'ACP.

Tableau -4 : Tableau récapitulatif des résultats de I'ANOVA a un fa
effectué sur la distributiomoléculaire des acides gras. Le DDL correspor
nombre de degrés de liberté. Le wmsité réalisé avec un intervalle de confii

a 95%.
Source DDL Somme, de Moyenn,e des F P
carres carres
Modéle 259,4 25,9 11,260 < 0,0001
Résidus 337 776,4 2,3
Total 346 1035,9
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Tableau E-5 : Matrice des corrélations obtenues par ésttde Tuckey avec

intervalle de confiance a 95%. Les valeurs en gras indiquenailes pour lesquell
la différence est significative

Tableau £-6 : Constitution des groupes sur la base des corrélatibtenue
par le test de Tuckey (Tableau 5-5). D@aints de prélevements appartenc
un méme groupe ne sont pas significativement différents.

Points de
prélevement

K1-55 A
M-55 A

K3-40 A
M-10

K1-10

G3-50

G2-50

G2-15

G3-15

K3-15

Groupes

oW
0O000O0O0O0
UoogogogoO
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Le passage des conditions oxydantes aux conditi@asictrices s'observe par
'augmentation de la concentration en Fe Il entsmu(Figure 5-2). Ces conditions réductrices
se mettent en place lorsque la vitesse de cironlaé I'eau dans la porosité diminue du fait de
la diminution des précipitations (Figure 5-1), coisént a une diminution progressive de
I'oxygénation du sol et par conséquent a la biotédn des oxydes de fer par respiration
anaérobie. La mise en place de ces conditions téckis’accompagne d’une augmentation de
la concentration en COD (Figure 5-2). Au point KA torrélation observée entre les
concentrations en COD et Fe Il démontre le lierstaxit entre I'intensité de la bioréduction et
celle de la concentration en COD. Les concentratemCOD les plus élevées étant observées
lorsque les concentrations en Fe Il sont les piysortantes (Figure 5-5). Cette relation est
toutefois moins nette dans la zone humide du MeZeg observations sont courantes dans les
zones humides ripariennes (Gruau et al., 2004; Kra@x13; Olivie-Lauquet et al., 2001) et
s’expliquent par la libération de MOD précédemmamnplexées avec les oxydes de fer qui
ont été bioréduits (Grybos et al., 2009, 2007; Gale 1995; Wagai et Mayer, 2007). Cette
augmentation de la concentration en COD des sokitide sol s’accompagne d'une
augmentation du SUVA, qui indique la libération de MOD aromatique (Lamilet al., 2013).

Ce processus doit donc étre pris en compte pamnimiécanismes de production de MOD a

I’échelle annuelle.

COD (mg/L)

50

40

30 1

20 A

10 7

60

»K1-10

K1-55

R2=0,72

R?=0,66

50 1

40 -

30 A

20 4

10 A

® M-10

O M-55

R2=0,23

R?=0,26

10 15
Fe Il (mg/L)

20

25

10

15

Fe II (mg/L)

25

Figure 5-5 : Corrélations observées entre la concentration en COD et la catizenel
Fe 1l pendant la phase de bioréduction a K1 et M pour desx profondeu
d’échantillonnage.
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Aux points d’échantillonnage G2 et G3, les condisidavorables a la mise en place de périodes
de bioréduction dans la macroporosité intervenanneniére ponctuelle et sur des périodes de
temps courtes comparé aux deux zones humides,ulpmeatations du SUVAs et de la

concentration en COD ne sont pas clairement obslEsa

4.1.2 Heétérogéneité spatiale

La comparaison des deux transects, Kerrolland @ériGiec, permet de mettre en
évidence des dynamiques différentes de producties MIOD au cours des années
hydrologiques.

A Kerrolland, a I'exception de la phase de réductites concentrations en COD les plus
élevées a K1 et K3 sont observées en début d’ahye®logique et varient entre 15 et 20
mg/L. Sur le transect de Guériniec, tout au long tdais années hydrologiques, les solutions de
sol présentent des concentrations variant de 15 @agl L (Figure 5-2). Pour expliquer cette
différence, une hypothese peut étre émise quafitnpalct de I'écosysteme dans lequel se
trouve le point de prélevement. En effet, la natwesol, les communautés bactériennes, la
végétation par le biais de la litiere et des exwmudacinaires sont reconnus comme des
parametres impactant la quantité de MOD des salsitide sol (Kalbitz et al., 2000). Les
conditions climatiques telles que les précipitagioou la température qui sont également des
parameéetres de contrdle de la dynamique des MOD energmt expliquer I'hétérogénéité
observée ici, celles-ci étant homogenes du failadeurface réduite du bassin versant. La
concentration en carbone organique du sol a égaleéié proposée comme facteur pouvant
influencer la concentration en COD des solutionssdle(Chantigny, 2003). Les teneurs en
carbone organique des sols de I'horizon organiqaet @e 81 mg/g a K1, 25 mg/g a K3, 72
mg/g a G2 et 42 mg/g a G3, la teneur en carborenarge du sol ne semble pas expliquer les
différences de concentrations en COD des solutiersol entre ces deux transects.

La concentration en COD dans I'horizon de surfetckhorizon profond aux points K1
et K3 a suivi la méme évolution au cours de troisées (Figure 5-2). En revanche, pour les
points G2 et G3, I'évolution de la concentration®DC est différente pour chague année dans
les horizons de surface et profonds. Cette difiggette fonctionnement de ces deux transects
pourrait étre liée a des conditions hydrologiquemtastées. En effet, les conditions

hydrologiques ont un rdle prépondérant dans la mijoqnae des MOD (Covino, 2017). La
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teneur en eau des sols conditionne la diffusiotaddOD de la micro vers la macroporosité

(Worrall et al., 2008) et son transport depuis defs jusqu’aux systemes aquatiques. C'est
également un facteur qui conditionne I'accessibiit la probabilité de rencontre entre la MOD
et les microorganismes du sol.

Les points K1 et K3 étant caractérisés par uneogérde saturation prolongée, ces conditions
hydrologiques pourraient étre a I'origine de la idintion progressive des concentrations en
COD observées sur ces deux points dans I'horizofopd et dans I'horizon de surface. La

relation observée a K3 et a K1 entre la durée dgataration et la concentration en COD

semble confirmer cette hypothése (Figure 5-6). &iude la saturation prolongée, le continuum
hydrologique persistant entre la micro et la magropité a pu favoriser I'épuisement du

réservoir de MOD situé dans la microporosité, pHusion de la micro vers la macroporosité

(Worrall et al., 2008). Ce réservoir ayant pu sestituer pendant la période estivale lorsque la
microporosité est isolée. Ainsi, plus la durée deurstion est longue, plus I'épuisement du
réservoir de la microporosité est important. Céigpothese permet également d’expliquer
'augmentation de la concentration observée emd'innée hydrologique a K3 lorsque les sols
ne sont plus saturés (Figure 5-2). Plus les pésiadimsaturation sont longues plus la

concentration dans la microporosité peut augmelaemplubilisation des MOD ayant toujours

lieu. Lorsque des précipitations ont lieu la diffus peut alors avoir lieu, induisant alors des

25
® K1-10
<207 o ) K1-55
=] :
£
N’
a ,
(= R2=0,33
& ‘
5 .
R2=0,23
0 T T T
0 50 100 150 200

< insaturation saturation
Nombre de jours de
saturation/insaturation du sol
consécutifs

Nombre de jours de saturation
du sol consécutifs

Figure 5-6 : Evolution de la concentratioen COD en fonction du nombre de jour
saturation du sol consécutifs avant la date de prélévement, gopoitds K1 et K
aux deux profondeurs d’échantillonnageour le point d’échantillonnage K1,
points d’échantillonnage ayant lieu pendanthage de bioréduction n’ont pas été
en compte.
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concentrations plus élevées en COD dans la solutiensol en circulation dans la
Mmicroporosité.

Cette méme hypothése peut étre envisagée pourqagplies variations de concentration
observées aux points G2 et G3. L'alternance degshde saturation et de désaturation pouvant
conduire a des phases d’augmentation et de diromute la concentration en COD dans les
solutions de sol. Aucune relation entre la conegioin en COD et la durée de saturation ou
d’insaturation n'a cependant été observée poutrtés ans de suivi. Ces variations semblent

donc contrdlées par un ou plusieurs autres parametr

4.1.3 Evolution avec la profondeur

La littérature scientifigue décrit classiquemene wiminution de la concentration en
COD avec la profondeur dans les solutions de sefteGliminution est interprétée comme le
résultat de la complexation de MOD sur les phase®nales et les oxydes / hydroxydes
métalliques au cours de leur transfert depuis tezbns de surface vers les horizons profonds
(Kaiser et Kalbitz, 2012; Kalbitz et al., 2000).'&xception de la zone humide du Mercy, cette
évolution avec la profondeur est observée pourséerble des points d’échantillonnages du
bassin versant (Figure 5-2). On note toutefoisdifférence plus marquée pour les points G2 et
G3. Alors que les points K1 et K3 sont soumis a pgr@ode de saturation prolongée favorisant
une circulation horizontale plutét que verticaks points G2 et G3 ne sont pas soumis a une
saturation prolongée favorisant ainsi la circulatie@rticale (Figure 5-1). Cette différence de
conditions hydrologiques pourrait expliquer la éifnce de concentration plus marquée
observée pour les points G2 et G3, la circulatientizale permettant la complexation des

MOD et ainsi la diminution de la concentration DT

4.2  Distribution des phénols

Les phénols produits par la HMT-CPG-SM des MODIgu&es dans les horizons de
surface proviennent des apports végétaux (exstatitmires, fragments végétaux, etc...) et de
leurs produits de dégradation. La distribution gleénols produits par HMT-CPG-SM change
en fonction du type de végétation et de la paridadplante étudiée (Gofii et Hedges, 1992;

Hedges et Mann, 1979). La nature des végétaux migsar les sols conditionne ainsi cette
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distribution lors de I'analyse de la MO qu’elle tsseous forme solide ou dissoute. Il est ainsi
possible d'utiliser la distribution des phénols slda but de distinguer des changements de
végétation (Tareq et al., 2004).

4.2.1 Hétérogénéité spatiale

La différence significative observée dans la distion des phénols entre le point K3-
15 et les points G2-15, G3-15, K1-10 et M-10 (Tahle5-2 et 5-3) pourrait étre attribuée aux
cultures mises en place sur ce sol. La restitufierrésidus de culture aux sols ainsi que les
amendements ont ainsi pu contribuer a I'apport igeines de composition différente en
comparaison de la végétation en place sur lessapwmts de prélevement. Cette différence
observée pour les sols de culture a été précédetmmise en évidence pour la composition
moléculaire de MOD déterminée par spectrométriendsse tres haute résolution avec la FT-
ICR-MS (Seifert et al., 2016).

Avec les phénols identifiés dans le cadre de étitde, il n’a pas été possible de faire la
distinction entre les points d’échantillonnage &stulans la bande enherbée (G2-15 et G3-15) et
ceux situés dans les zones humides ou la végétsgiammpose de feuillus, d’arbustes et de
plantes herbacées (K1-10 et M-10) (Tableaux 5-2-8}t Il est toutefois possible de noter la
proximité des points G2-15 et G3-15 sur le plaA€P (Figure 5-3), qui peut étre attribuée a
la végétation identique présente sur ces deux Qoa®ux-Ci se situant sur la méme bande

enherbée.

4.2.2 Evolution avec la profondeur

La différence de distribution des phénols avegiafondeur a été observée pour
I'ensemble des points d’échantillonnage a I'exaaptiu point K3 (Figure 5-3, Tableaux 5-2 et
5-3). Cette observation faite pour les phénol€gétcédemment observée pour la composition
moléculaire de la MOD déterminée par HMT-CPG-SM -dda zone humide du Mercy
(Jeanneau et al., 2014) et par FT-ICR-MS sur dissdsoprairies (Seifert et al., 2016). Dans les
horizons profonds, cette distribution est carasé&ri par une valeur plus élevée sur la
composante 1 de I'ACP traduisant une influenceivealus marquée des molécules provenant

des tanninsn/z 135, 152, 168, 167). Trois hypothéses peuventgbposées pour expliquer
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ces modifications observées avec la profondeumpreaniere hypothése est la biodégradation
de la MOD lors de son transport depuis les horiasurface vers les horizons profonds, les
bactéries et champignons présents dans les solamobiodégrader les lignines et tannins
(Kirk et Farrell, 1987). La deuxiéme hypothese kestsorption préférentielle de certaines
molécules sur les phases minérales et les oxydds/drbxydes meétalliques pendant leur
transfert vertical. Enfin, la troisieme hypothesgelbsse sur la différence de composition de la
MOS le long du profil de sol. Aux différentes profteurs, la MOD produite a partir de la

MOS pourrait donc étre de composition différente.

Pour les points d’échantillonnage G2 et G3, leststestatistiques ont révélé une
différence de distribution des phénols avec lagrdéur (Tableaux 5-2 et 5-3). De plus, les
conditions hydrologiques sur ces points permettiaioir la majorité du temps des sols non
saturés permettant la mise en place d'une circuatierticale. Par conséquent, les trois
hypothéses peuvent étre envisagées. Le ratio Agd&dt communément utilisé dans le but
d’évaluer I'évolution de la biodégradation des ifgs, ce rapport augmentant au cours de la
biodégradation (Bianchi et al., 1999). Les valedusratio Ad/Alyy des MOD prélevées aux
deux profondeurs a G2 et G3 (Figure 5-7) ont émparées par le test de Dunn<95%). La
p-value de 0,069 obtenue entre G2-15 et G2-50 pivi@ue de 0,089 obtenue entre G3-15 et
G3-50 montre gu'’il n’existe pas de différence digative sur ces deux points de prélévements.
Ces résultats ne vont pas dans le sens d’'une axtkign progressive des lignines et tannins

avec la profondeur. Par conséquent, 'hypothese dent étre retenue.

14

T T

~ 10 A

: [ T J
N
2 T T T

G2-15 G2-50 G3-15 G3-50

Figure 5-7 : Représentation en box plot des valeurs du ratio Agikesurées s
les MOD des solutions de sol prélevées a G2 et G3 dans I'horizamrfdees(1!
cm) et I'horizon profond (50 cm).
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Pour les points d’échantillonnage K1 et M, lesdesthtistiques ont révélé une différence de
distribution des phénols avec la profondeur (Tabled-2 et5-3). Cependant, les conditions
hydrologiques sur ces deux points de prélevemetitisent des conditions de saturation
pérennes pendant une grande partie de I'année. et M, 91% des échantillons ont été
prélevés alors que I'horizon profond et I'horizom surface étaient saturés. Par conséquent, les
hypotheses 1 et 2 ne peuvent pas expliquer larélifé@ de distribution des phénols entre ces
deux profondeurs. La différence observée sur ceggeerait donc expliquée par I'hypothése
3.

Pour le point d’échantillonnage K3, les tests stifiles n'‘ont pas révélé de différences
significatives de distribution des phénols entre keux profondeurs d’échantillonnage
(Tableaux 5-2 et 5-3) bien qu’une circulation \e&ate se mette en place une grande partie de
'année. Cette absence de différence avec la pdefana été précédemment observée par
(Seifert et al., 2016), et pourrait étre attribaéex pratiques culturales mises en place sur ces
sols. En effet, les pratiques culturales, pringpant le labour, contribuent a
I’'homogénéisation des 30 premiers centimetres dletspourraient ainsi réduire la différence
de composition des MOS avec la profondeur et pasé@guent celle de la MOD dans le cas de

I'hnypothése 3.

4.3  Distribution des acides gras phospholipidiques

4.3.1 Heétérogéneité spatiale

Bien que les différents points de prélevement @ssim versant présentent des

écosystemes différents, la distribution des acigess phospholipidiques présents dans la
solution de sol des horizons de surface ne prégasele différences significatives (Tableaux
5-5 et 5-6).
Parmi I'ensemble des facteurs pouvant influencercemmunautés microbiennes et donc la
distribution des acides gras phospholipidiquedlifi@&rence de saturation des sols et donc de
disponibilité en oxygene ainsi que la différencevdgétation sont deux parametres permettant
de différentier les points de prélévement du bagsmant (Bossio et Scow, 1998; Xue et al.,

2008). Ainsi, une difféerence de la distribution desdes gras phospholipidiques pouvait étre
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attendue pour les sols K1 et M présentant uneaaiarimportante pendant une grande partie
de 'année hydrologique. Ou encore entre les paletbande enherbée (G2 et G3), de zones
humides (K1 et M) et de sols agricoles (K3). Cepehdaucune différence significative n'a été
identifiee. La température, autre facteur importatdns [I'activité des communautés
microbiennes (Zogg et al., 1997) pouvant étre a@rée comme identique sur I'ensemble du
bassin versant au vue de sa taille réduite peet i@gntifiée comme un facteur limitant
I'nétérogénéité spatiale de la distribution deslesigras phospholipidiques. Les changements
de conditions environnementales tout au long denEa hydrologique (température, saturation
en eau, disponibilité en oxygene, etc...) peuvert &tforigine de la variabilité observée pour
chaque point du bassin versant via les écarts-tgpesur du point moyen sur I'ACP, et qui
contribuent & I'absence de différences significdiv

4.3.2 Evolution avec la profondeur

La modification quantitative et qualitative deMEDD observée avec la profondeur dans
de nombreuses études sont des facteurs pouvanttenpas communautés microbiennes, et
notamment leur diversité, modifiant ainsi la distiion des acides gras phospholipidiques
(Fierer et al., 2003; Griffiths et al., 1999). L&ripde de saturation en eau des sols est
également plus longue dans les horizons profondssdks. Ce parameétre ayant été identifié
comme impactant les communautés microbiennes (@es$Scow, 1998), il pourrait également
induire une modification de la distribution desdas gras phospholipidiques. Ainsi ces deux
parametres pourraient induire une différenciatiotmeeles points prélevés dans les horizons de
surface et les horizons profonds pour les différgints du bassin versant.

Les analyses statistiques réalisées sur I'ensedddedonnées n’ont cependant pas permis de
faire la distinction entre les deux profondeursrdaumajorité des points. Seuls les points K1 et
K3 présentent une différence significative. Cettesesace de différence entre les deux
profondeurs pourrait étre liée a la variabilité ortante observée au cours des trois années
hydrologiques (Figure 5-4) qui viendrait masquervixiation entre les deux profondeurs

d’échantillonnage.
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5. Conclusion

Les données quantitatives obtenues par la comtemtiren COD des solutions de sol
échantillonnées sur les différents points de meduréassin versant ont permis de mettre en
avant le rdle majeur des conditions hydrologiquassdla dynamique de solubilisation et
d’export des MOD. Ces conditions hydrologiques é@tétidentifiées comme étant responsables
de la mise en place de phases de bioréductiorgipalement dans les zones humides. Celles-ci
ayant pour conséquence la solubilisation d'un ksede MOD supplémentaire, a savoir les
MOD initialement complexées aux oxydes de fer. Eais de ces phases de réduction,
I'évolution de la concentration semble contrélée [@a durée des phases de saturation et
d’insaturation, pour les points situés sur le temhsle Kerrolland. En revanche ces parametres
n'ont pu étre reliés a I'évolution observée sutrdamsect de Guériniec. Pour ce transect d’autres

parametres semblent donc contréler la dynamiqusohlibilisation et d’export des MOD.

D’un point de vue qualitatif, I'analyse par HMT-GPSM a permis d'observer la
diversité de composition des MOD a I'échelle dusiasersant et le long de profils de sols a
travers la distribution des phénols et des acidas ghospholipidiques. Le traitement ACP a
permis de mettre en évidence les différences dakdison des phénols sur le bassin versant.
Cette distribution a ainsi essentiellement pernaisddférentier les sols agricoles des sols de
prairies et de zones humides ripariennes. L'évatutterticale semble elle contrblée par les
conditions hydrologiques et l'impact anthropiqua ies pratiques culturales. Le traitement
ACP réalisé sur la distribution des acides grasspholipidiques n’a pas permis de mettre en
evidence une modification spatiale sur les diff&sguoints du bassin versant ou le long des
profils de sols. La variabilité importante obseragecours des trois ans de suivi a cependant pu

contribuer a masquer ces différences.
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PARTIE 2 :

|dentification d’'un transfert de versant en lien awec la dynamique

de nappe sur le transect de Kerrolland.

1. Introduction

La détermination des sources de MOD exportéesepaivieres est une problématique
étudiée depuis de nombreuses années. Alors quetes humides sont considérées comme
des zones contributrices majeures possédant urvogsde MOD illimité (Fiebig et al., 1990;
Mei et al.,, 2012), les hauts de versants ont éehtifies comme de potentielles zones
contributrices secondaires ou peuvent s’accumulerstock de MOD de taille limitée
(Sanderman et al., 2009). Du fait de la topograplieconnectivité hydrologique a été
identifiee comme étant un facteur de contréle deport des MOD de ces zones contributrices
(Bishop et al., 2004; Hood et al.,, 2006; McGlynnMtDonnell, 2003). La dynamique de
nappe, par la création d’'un continuum hydrologiduat de versant / zones ripariennes /
rivieres semble donc avoir un rbéle prédominant dandynamique et I'export vers la riviere

des MOD accumulées dans les hauts de versant (G&047).

L’ensemble des études menées sur cette probléreatiot permis de faire émerger un
modele conceptuel de fonctionnement du transfest\d@D a I'échelle d’un versant. Pendant
la période estivale et jusqu’a la reprise des pr&tions, la nappe se trouve dans les horizons
profonds dans les hauts de versants. Il n’existe g@s de connectivité hydrologique entre le
haut de versant, la zone riparienne et la rivi€igure 5-8 A). Cette situation permettrait la
constitution progressive d’'un réservoir de MOD l@Eadans le versant.

Lors de lintensification des précipitations au oule la période hivernale, la nappe monte
dans le versant créant ainsi un continuum hydrglogientre le haut de versant, la zone
riparienne et la riviere (Figure 5-8 B). Cette cexion permettrait alors a la MOD de haut de
verant d’étre exportée vers les zones riparienhagsfae vers la riviere. Le réservoir de MOD
de versant aurait une taille limitée (Pacific et 2010; Sanderman et al., 2009), son transfert ne
serait possible que jusqu'a épuisement de celucei,qui expliquerait les baisses de la
concentration en COD exporté par les bassins versda téte au cours des années

hydrologiques.
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A) Automne

B) Hiver

C) Printemps

Figure 5-8 : Représentation schématique de I'hypothése de transfert de versant.
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La redescente de la nappe vers les horizons dmfgoleurs en période estivale rompt cette
connexion hydrologique de maniere prolongée, pdemetainsi la reconstitution de ce

réservoir pour I'année hydrologique suivante (Fegbi8 C).

Le site de Kervidy-Naizin est un lieu idéal poundder cette question car de nombreuses études
ont porté sur la biogéochimie des MOD dans ce bassisant et notamment dans le but de
comprendre les dynamiques de concentrations en €QDrté hors du bassin versant. Les
zones humides ripariennes présentes sur le bassant ont été identifiées comme étant les
zones contributrices majeures de MOD exportées lpariviere. Le réservoir de MOD
disponible dans ces zones étant considéré comimétéll(Lambert et al., 2014; Morel et al.,
2009). Les fluctuations de rapport isotopique dbaae §1°C) observées a I'exutoire pendant
les crues (Figure 5-9) et dans la zone humide dicyv\g@a un échantillonnage tous les 15 jours
lors de I'année hydrologique 2010/2011 (Figure )-@bambert et al.,, 2011, 2014). Ces
fluctuations ont été interprétées comme dues aramsfert de la MOD de versant via la
connexion hydrologique créée par la montée de fpaalans les horizons organiques. La
dynamique de ces fluctuations a, quant a elleinéégprétée comme un épuisement progressif

de ce réservoir de versant au cours de la périveenale.

Dans le cadre de cette étude, ces deux hypotbasése testées via le suivi pluriannuel
sur 3 ans de la composition isotopique et molérildes MOD présentes dans les solutions de

sol prélevées en haut de versant et dans la zoaemne le long du transect de Kerrolland.

2. Matériel et méthode

2.1  Echantillonnage

L'ensemble des données utilisées dans cette pamdgennent de I'échantillonnage
annuel effectué sur le bassin versant de KervidigiNaentre Octobre 2013 et Juin 2016,
couvrant ainsi les trois années hydrologiques cais@s. La base de données utilisée
regroupe les échantillons de solutions de sol pééle sur le transect de Kerrolland dans les
horizons de surface. Une description plus détaitiée ces points d’échantillonnages est
disponibles dans le Chapitre 2, section 1.3. L’'eride des échantillons ont suivi le traitement
analytique décrit dans le Chapitre 2, section & dennées isotopiques acquises couvrent les

deux premieres années hydrologiques, mais ne ssrdipponibles pour la troisieme année.
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Figure 5-9 : Evolution du débit, de la concentration en COD etdG a I'exutoire d
bassin versant de Kervidy-Naizin pendant 6 crues ayant eu lieoussde I'anné
hydrologique 2010/2011. D’apres Lambert et al. (2014)

2.2  Traitement statistique

Une ACP a été realisée a partir de la distributlerphénols au cours des trois années
hydrologiques, ceux-ci ayant été identifiés préo@dent comme permettant de faire la
distinction entre les points K1 et K3 du transext. (Partie 1). Une description plus détaillee

sur les parametres de construction de 'ACP egbdiible dans le Chapitre 2, section 2.
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3. Résultats

3.1 Hydrologie

Le découpage hydrologique effectué se base swhgsrvations faites précédemment
sur le bassin versant de Kervidy-Naizin (Figure03-(Humbert et al., 2015; Molenat et al.,
2008). La période A est caractérisée par la réhtatien progressive des sols en lien avec
I'intensification des précipitations. La transitientre période A et période B1 est identifiée par
la rapide montée de la nappe dans le versant tgimiakhorizon organique. La période Bl est
caractérisée par une saturation prolongée desiediszone humide riparienne et un battement
de la nappe autour de I'horizon de surface des deldhaut de versant. La période B2
correspond a la mise en place de conditions rédastidentifi€ées par la présence de fer Il en
solution. Cette période hydrologique se met eneplagiquement dans les zones humides
ripariennes. La période C correspond a la phaseologique ou la nappe descend

progressivement vers les horizons profonds.

Pendant les trois années de suivi, la montée deppe dans le versant a la transition
entre les périodes A et B1 marque le début de l@ge de saturation de I'horizon organique
aux points K1 et K3. En K1, I'horizon organiqueteesaturé tout au long de la période B1 pour
les trois années. En K3, I'horizon organique estérsaturé lors de la période B1 de la premiere
année en lien avec les précipitations importahies.deux années suivantes, la nappe a fluctué
dans cet horizon pendant la période Bl (Figure )5-Bu point K4, les précipitations
exceptionnellement élevées pendant la période ralerde I'année hydrologique 2013/2014
(précipitations annuelles de 1306 mm contre 7787& mm les deux années suivantes) ont
permis une saturation intermittente de [I'horizongamique, créant une connectivité
hydrologique des horizons organiques le long dwsarmr depuis K1 jusqu’a K4. Les deux
annees suivantes, les précipitations plus modénked pas permis a la nappe datteindre

I’'horizon organique a K4, limitant la connexion hgbbgique a la zone K1-K3.
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de sol a K1-10 cm et K85 cm pendant les trois années de suivi. Evolution
dynamique de nappe a K1 et K3.

-173 -



Chapitre 5
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Figure 5-11 : Précipitations journalieres et évolution du niveau de nappe aux
K1, K3 et K4. La localisation des différents points sur le transsictisponible sur
Figure 2-5.

3.2 Concentration en COD

L’évolution annuelle de la concentration en CODsi#horizon de surface a K3 est
comparable pour les trois années de suivi (Figui®)5 Les concentrations les plus élevées
sont enregistrées en début de période A avec 18.,ml3,8 mg/L et 17,6 mg/L
respectivement pour les trois années successivess Loncentrations diminuent
progressivement au cours des périodes A et Bl pdigindre 3,2; 7,5 et 6,1 mg/L
respectivement pour les trois années successives.audgmentation de la concentration est
alors observée en période C. Les solutions detsmgjaent respectivement 12,2 ; 11,5 et 21,8
mg/L en fin de période C pour les trois années tlpdiques successives.

A k1, la concentration en COD montre une évolutdifiérente (Figure 5-10). En
période A, on observe une relative stabilité dedacentration avec en moyenne 14,8 mg/L et
10,8 mg/L sur les deux premieres années respecivienPour la troisieme année, la
concentration augmente de 11,1 mg/L a 16,2 mg/lur Res trois années de suivi, la
concentration diminue progressivement pendant ldoge B1l. La diminution la plus

importante est observée la premiére année aveari@|8 mesurée en début et 6,6 mg/L en fin
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de période B1l. Les deux années suivantes présemdsntiminutions plus faibles avec un
passage de 15,4 a 10,1 mg/L la deuxieme annég,&@110,3 mg/L la troisieme année. La
période B2 et la mise en place de conditions réaeast dans les sols est responsable d’'une
augmentation progressive de la concentration en @@ solutions de sol en lien avec la
bioréduction des oxydes de fer et la libération S en interaction avec les surfaces
minérales (Grybos et al., 2009; Lambert et al.,30t.f. Partie 1 section 4.1.1) et a lieu

pendant les trois années de suivi.

3.3 Concentration en CID

Dans la zone humide riparienne a K1-10 cm, les@oinations en carbone inorganique
dissout (CID) varient peu au cours des périodes Ble Elles sont en moyenne de 8,0 ; 10,6 et
8,9 mg/L respectivement pour les trois années hydiques successives (Figure 5-10). Le
passage a la période hydrologiqgue B2 est marqué upar forte augmentation de la
concentration avec des maximas de 45,6 ; 50,6,&tr8@/L atteints au cours des trois années
hydrologiques successives. La fin de la période&amarquée par le début de la diminution de
la concentration en CID pour les années 2013/2@120&5/2106. Pour I'année 2014/2015,

I’échantillonnage n’a pas permis d’observer cetteiruition.

Dans le haut de versant a K3-15 cm, les concéemsaten CID augmentent

progressivement pendant les périodes hydrologigues B1. L'année 2013/2014, le premier
échantillon prélevé en période A présente la camnagon la plus faible avec 3,0 mg/L (Figure
5-10). Les premiers échantillons de la période A deux années suivantes présentent des
concentrations plus élevees avec 9,0 et 9,7 mgfhexaivement pour les années 2014/2015 et
2015/2016.
La transition vers la période C est caractérisédgdiminution rapide de la concentration en
CID pour les trois années de suivi. On observei aine diminution de 20,9 a 5,3 mg/L pour
'année 2013/2014, 29,3 a 12,6 mg/L pour 'anné®42B015 et 22,2 a 3,5 mg/L pour 'année
2015/2016.
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3.4 Concentration en Fe Il

Dans la zone humide riparienne a K1-10 cm, leseotmations en Fe |l sont inférieures
a 1,5 mg/L pendant les périodes A et B1 des tmigeas de suivi, a I'exception d’'une faible
augmentation en période Bl de I'année 2014/201%®wwoncentrations on atteint 6,6 mg/L
(Figure 5-10). L’augmentation en fin d’année hydgitjue de la concentration en Fe Il marque
le passage a la période B2 et I'établissement ddittons réductrices pérennes. L'intensité de
'augmentation des concentrations est variablelesitrois années avec un maximum de 9,9 ;
15,5 et 11,8 mg/L respectivement pour les troiséasnsuccessives. La deuxieme année les
derniéres solutions de sol échantillonnées metemt évidence une stagnation de la
concentration en Fe Il. Les deux autres annéesligie montrent quant a elles la diminution
rapide de la concentration en fin de période B2jagts le cas de I'année 2015/2016 le retour

vers des concentrations inférieures a 1,5 mg/L.

Dans le versant a K3-15 cm, les concentrationseeh restent inférieures a 0.5 mg/L
tout au long des trois années hydrologiques, cexplique I'absence de période B2 (Figure 5-
10). Seul un point d’échantillonnage le 01/03/16 earactérisé par une concentration

sensiblement plus élevée de 2,2 mg/L.

3.5  Signature isotopique

Les analyses isotopiques ont été réalisées sugédbantillons provenant des deux
premiéres années de suivi. En moyenne au coursdgetix années, les MOD des solutions de
sol échantillonnées a K3-15 cm sont caractérisaesipe valeur dé'C de -25,4%o et -27,3%o
pour K1-10 cm (Figure 5-12A). La distribution desleurs de5**C a K1-10 et K3-15 suivant
une loi normale, un test de student a été réaliséa déterminer si la signature isotopique du
carbone de ces deux points de préléevements étaitfisativement différente. La p-value
<0.001 pour = 0,95 indique que la signature isotopique dedegs points de prélévement est

significativement différente.

Le 8'3C évolue de maniére différente lors des deux anhgdsologiques étudiées
(Figure 5-12A). Au cours de l'année 2013/2014 letutsons de sol de K1 et K3 sont
caractérisées par des valeurssthe différentes en période A avec en moyenne -25,4 k&3

et -28,6 %o a K1. A la transition entre la périodetda période B1 16*C des solutions de sol
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en K1 augmente rapidement pour atteindre -26,2 %e eapprocher de la signature isotopique
observée pour les solutions de sol de K3 (-25,5 Bendant le reste de la période B1, les
signatures des solutions de sols varient peu ¢étesomoyenne de -27,9%0 a Klet -26,7%o a K3.
L’année hydrologique 2014/2015 est caractériséatgualle par une évolution différente. En

période A, la différence d&3C est moins marquée avec en moyenne -25,9 %o a K25l %o

a K3. A partir de la transition A/B1 et jusqu’afla de 'année hydrologique, la différence de

signature isotopique est conservée et tend a siiecavec -27,9%0 a K1 et -25,0%0 a K3 pour

les derniers échantillons.

3.6  Distribution des phénols

L’évolution de la distribution des phénols a é&gardée a travers I'évolution des
coordonnées sur la composante 1 de 'ACP qui repté25,5% de la variance. La distribution
des phénols présente une évolution annuelle différau cours des trois années de suivi
(Figure 5-12B). Les données sur les trois annéesudeé mettent en avant la différence de
distribution des phénols en K3 et en K1. Cetteédéiice est illustrée sur la Figure 5-12B par
les bandes de couleur qui représentent les domanogenne + écart type pour ces deux
distributions.

Au début de la premiere année, les points de K&letsont dans leurs domaines
respectifs. Cependant en fin de période A, la ibistion des phénols en K3 change
brutalement. Ce méme changement brutal est obadfiéau moment de la transition A/B1. A
ce moment, les distributions des phénols obsedéekset K3 sont similaires. Des la deuxieme
date de prélevement aprés la transition A/B1, Eribution des phénols en K3 redevient
similaire a la distribution moyenne sur les troiss.aEn K1, il faut attendre le troisieme

prélevement apres la transition pour revenir ddaridution moyenne.

La deuxieme année, la distribution des phénolpermet pas de différentier les deux
points de prélévement pendant la période A, notamrda fait de la forte variabilité des
valeurs enregistrées en K1 et en K3. Contraireraelat premiére anneée, la transition A/B1
n'est pas marquée par une modification brutale disgibutions des phénols le long du
transect. Les solutions de sol a K1 sont caraégsipar de faibles variations de coordonnées
sur la composante 1 de '’ACP tout au long de I'anmgdrologique, excepté pour deux dates de

prélevements en période Bl (le 16/12/2014 et 1©120015) pour lesquelles on observe un
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changement de composition comparable a celui oésela transition A/B1 la premiére année.
A partir du début de la période B1, les solutiomssbl a K3 présentent une modification
progressive de la distribution des phénols avecvanation de coordonnées sur la composante

1 de I'ACP vers des valeurs plus élevées.

L’évolution de la distribution des phénols lorslddroisieme année est assez proche de
celle observée l'année 2 avec des variations négaten K1 quasi inexistantes et une

augmentation moins importante en K3 (3,7 'annéer@re 6,3 'année 2).
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Figure 5-12 : Evolution annuelle de la signature isotopique du carbbi@(A) et c Iz
distribution des phénols jBdans la zone de haut de versant (K3) et dans la
humide riparienne (K1) du transect de Kerrolland.
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4. Discussion

4.1  Transfert du versant vers la zone humide ripariene

Suite aux travaux de Lambert et al. (2014, 20E3)apport isotopique du carbosEC

a été identifie comme permettant de différentisrMEOD extraites a partir des sols du versant
agricole des MOD des solutions de sol prélevées ttamacroporosité de la zone humide du
Mercy. Cette différence significative de signatis@opique se retrouve le long du transect de
Kerrolland avec une valeur moyenne du rapport fEqte sur les deux années hydrologiques
pour lesquelles les données sont disponibles dg8+@,6%. et -25,4+0,6%0 en K1 et K3
respectivement (Figure 5-12A). Cette différencesidmature isotopique est sensiblement plus
faible que celle estimée a partir des MOD extraitas agitation par Lambert et al. (2014), a
savoir -28,6 £ 0,1%o et -24,9 + 0,7%o pour K1 et K3pectivement. Comme il a été démontré
précédemment (c.f. Chapitre 5 - Partie 1), la ithgtion des phénols provenant de la HMT-
CPG-SM des lignines et tannins permet égalemediffigentier les MOD des solutions de sol
de K1 et de K3 (Figure 5-12B). Ces deux paramgies/ent donc étre utilisés ici comme

traceurs d’'un transfert de versant.

Les concentrations en COD les plus élevées mesuéadébut de période A a K3
(Figure 5-10) pourraient étre interprétées comnaeclimulation de MOD au cours de la
période estivale. La diminution progressive dea@asentrations tout au long de la période B1
pourrait correspondre a l'export progressif de éservoir de versant identifié a plusieurs
reprise comme ayant une taille limitée (Pacifialet2010; Sanderman et al., 2009). Cet export
peut se faire vers les horizons profonds si leglitioms hydrologiques sont favorables a une
circulation verticale, les MOD pouvant alors étmgressivement adsorbées sur les phases
minérales (Kaiser et Kalbitz, 2012). L'export de réservoir peut également se faire vers la
zone humide riparienne via une circulation horiateten lien avec la mise en place d’une

connectivité hydrologique le long du versant.

Au cours de la premiere année de suivi, en péribdda différence de signature
isotopique est la plus marquée entre les deux zmésssin versant. Puis a la transition A/B1,
les valeurs intermédiaires observées a K1 pouiré@iee interprétée comme l'arrivée de MOD
de versant du fait de I'établissement d’'une cormexiydrologique entre ces deux zones

(Figure 5-12A). La deuxiéme année, a la transi#dBl en K1, les valeurs d&3C sont
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également intermédiaires, pouvant la encore éterprétées comme un mélange des deux
réservoirs. En K1, le retour vers la signatureapmue observée en période hors crue se fait
avec une dynamique différente. Les valeurs caratithres sont a nouveau observées en K1
apres 26 jours la premiere année contre 40 joudelxieme année. Cette différence pouvant
étre interprétée comme un épuisement plus rapidéshrvoir de versant la premiere année en

lien avec les tres fortes précipitations qui ontiew au moment de la transition A/B1.

La deuxieme année, la différence isotopique degaleux zones du versant est moins
prononcée en période A, avec des valeurd'de plus élevées pour la MOD échantillonnée a
K1 (Figure 5-12A). Ces valeurs plus élevées poentaétre causées par les conditions de
réhumectation du sol. Lors d’expérimentation dsilegje de colonnes de sols provenant de la
zone humide du Mercy, la MOD contenue dans les jgm@néchantillons qui correspondent a la
phase de réhumectation du sol sont caractérisesuparsignature isotopique plus élevée
pouvant aller jusqu’a +1,5%. comparé a la signatsoéopique mesurée sur la MOD extraite
une fois la phase de réhumectation passée (FigtiB).3Jne hypothése permettant expliquer
les valeurs dé'°C plus élevées en début de période A la deuxiéméeacomparativement a la
premiere année est l'intensité des précipitations ant eu lieu au cours de cette période

hydrologique (Figure 5-11). Les précipitations impates qui ont eu lieu pendant plusieurs
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Figure 5-13: Evolution de la signature isotopique du carbo®€Q) des MOLC
obtenues par lessivage de colonnes de sol prélevées dans la zone dw
Mercy, pour deux tempatures différentes. Ces données obtenues par Tt
Lambert ne sont pas publiées.
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jours la premiere année ont pu conduire a I'expréd rapide du stock de MOD empéchant
ainsi I'échantillonnage de cette MOD de signatwgetapique particuliére. Au contraire, la
deuxieme année, la reprise des précipitationsisarnfiaavec une intensité plus faible, I'export

de cette MOD a pu se faire plus lentement, renpassible son échantillonnage.

Cependant, plusieurs observations effectuées esurtrbis années de suivi viennent
modérer I'hypothése d’un transfert de versant.
Dans cette hypothese, a la transition A/B1, latsmiude sol prélevée dans la zone humide
riaprienne résulterait du mélange entre le résen@iversant et le réservoir de la zone humide
riparienne. En moyenne pendant la période A, léstisas de sol ont une concentration en
COD de 11,9 mg/L et 13,6 mg/L pour les années A retspectivement a K3 et 13,7 mg/L et
15,2 mg/L pour les années 1 et 2 respectivementl dHgure 5-10). Au moment de la
transition A/B1, les concentrations observées endétraient donc présenter des valeurs
intermédiaires. Or les concentrations en COD augem¢ren K1 ces deux années. Seule la
troisieme année présente une concentration plusete K3 qu'a K1 avec respectivement 17,6
mg/L et 13,8 mg/L. L’augmentation observée a K& &adnsition A/B1 est alors cohérente avec
un transfert de versant uniqguement pour cetteidmis année. Ce paradoxe pour les deux
premiéres années pourrait toutefois étre expliguwéupe hétérogénéité probable de I'ensemble
de la zone de versant. Des concentrations plug&degu’au point K3 pouvant potentiellement
étre présentes sur le versant.
L’évolution de la distribution des phénols la prémi année montre la constitution d’'un
réservoir de versant avec une signature molécuspieifique au cours de la période A (Figure
5-12B). Celle-ci est exportée immédiatement puistgele deuxieme point de prélevement en
période Bl la signature spécifique de K3 est a esauvobservée. L'observation d'un
changement de composition moléculaire comparaldd @& la transition A/B1 pourrait étre
interprétée comme l'arrivée dans la zone humidarigpne du réservoir de versant. La
constitution de ce réservoir au cours de la périddest cependant contradictoire avec les
données de concentration en COD qui indiquent que&dervoir est déja formé en début de
période A. De plus, I'export rapide qui semble é&ibservé par I'isotopie et la composition
moléculaire des phénols est en contradiction aepadrt progressif suggéré par I'évolution
des concentrations en COD.

Ce réservoir qui semble se constituer la prema&meée a K3 et qui possede une

composition moléculaire bien spécifique pourraieéssu de la lixiviation des résidus de
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culture ou encore de I'ajout d’amendements orgasdal que du lisier porcin. La montée de la
nappe dans I'’horizon organique provoquant alorsesqort vers la zone humide riparienne via
la macroporosité des sols. Cependant, au coura deuxiéme année, ce réservoir ne se forme
pas dans la zone de versant. Les modificationsod®gasition observées en K1 a la transition
A/B1 la premiere année sont observées la deuxiémeéeale 16/12/14 et le 20/01/15, alors que
cette composition moléculaire spécifique n’est plaservée a K3. De plus, ces modifications
de compositions moléculaires ne correspondent yes l&volution de la signature isotopique
observée pour cette deuxieme année. Par consédeergyolutions de la distribution des
phénols pourraient étre dues a d’autres mécanismescelui de transfert d’'un réservoir de

versant.

Le suivi pluriannuel de la composition isotopigles MOD le long du versant agricole
de Kerrolland semble donc confirmer I'hypothésetrdmsfert d’'un réservoir de MOD du fait
de la dynamique de nappe qui permet de mettreame plne continuité hydrologique entre le
haut du versant et la zone humide riparienne. Gigrenla distribution des phénols utilisée ici
comme traceur moléculaire ne permet pas de conficette observation. Il est possible que la
réactivité¢ des MOD au cours de leur transport iseluine modification de leur composition
moléculaire. Ces potentielles interactions ne medifent que peu la signature isotopique mais
pourraient impacter la distribution des phénolscgvar exemple des phénomenes de sorption

spécifique sur les phases minérales.

4.2 Impact des conditions hydrologiques sur la compason des MOD

Les changements de composition moléculaires obseraéK1l peuvent-ils étre liés a un

changement des conditions hydrologiques?

Dans le Chapitre 4, nous avons montré que lesitbomsl hydrologiques, et plus
particulierement le gradient hydrologique, indugsai lors des événements de crue une
modification de la composition des MOD présentassda solution de sol en circulation dans
la macroporosité de I'horizon organique a K1. LBangements de compositions moléculaires
observés a plusieurs reprises a K1 lors des deemipres années de suivi pendant
I’échantillonnage basse fréquence pourraient &iseaddes prélévements effectués pendant des

épisodes de crues pour lesquels le gradient hydreuést élevé.
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L’ACP construite a partir des solutions de solKie et K3 échantillonnées a basse
fréquence pour lesquelles les solutions de sol aaes 1 et 2 ont été ajoutées comme
échantillons supplémentaires montre que les saolsitide sol prélevées en crue sont
caractérisées par des valeurs plus négatives stoni@osante 1 que la distribution moyenne
enregistrée sur les trois années a K1 (Figure 51TWypothese proposée dans le Chapitre 4
pour expliquer ce changement de composition madéeude la MOD est la mobilisation de
colloides dans les macropores du fait de 'augntientale la pression exercée par I'eau sur les
parois des macropores (DeNovio et al., 2004; Majdadt al., 2008). La dynamique de nappe,
illustrée par leAH qui correspond a la différence de hauteur de eanire K2 et K3, a alors
été proposée comme facteur de contrble de la ncatdn de composition moléculaire.
L’évolution de la coordonnée sur la composante 1AlEP calculée avec la distribution des
phénols en fonction diAH pour les solutions de sol en K1 échantillonnégebasse fréquence
pendant les 3 ans et en haute fréquence pendaatules 1 et 2 (Chapitre 4) est représentée
Figure 5-15. La bande orangée indique la vaieayenne et I'écart type des solutions de sol
échantillonnées en basse fréquence sur les troi€eanhydrologiques. Il est ainsi possible
d’observer une valeur seuil @dH pour laquelle la distribution moléculaire changeec une
coordonnée plus négative sur la composante 1 deH'Mles phénols. Au cours des trois ans
d’échantillonnage basse fréquence, les échantittarectérisés par une valeur plus négative sur
la composante 1 de I'ACP ont bien été échantillsni@sque leAH était élevé. Les
changements de compositions observés pourraiesité&ne attribués au mécanisme d’érosion
colloidale décrit dans le Chapitre 4. On note tlmigeun échantillon qui sort de ce schéma.
L’échantillon du 19/12/13 possede une valeur trégative sur la composante 1 de I'ACP
comparé aul\H mesuré au moment de son échantillonnage (Figurg).5Cet échantillon est
caractérisé par des précipitations tres importaanest cette date de prélevement avec 35 mm
pendant les 5 jours précédents, dont 24 mm laevdiles fortes pluies ont eu lieu en partie
lorsque I'horizon de surface n’était pas saturésque la saturation de I'horizon de surface se
produit le 18/12/13. L'infiltration verticale desrmipitations lorsque I'horizon n’était pas
saturé a pu initier I'érosion macroporale du faét ld circulation rapide de I'eau dans les
macropores. Par la suite, la saturation de I'horide surface et 'augmentation diH ont
permis de continuer a apporter les conditions Hgdiques favorables a la déstabilisation
macroporale. Cependant le début de I'érosion lastprizon n’était pas saturé a pu permettre
d’obtenir une modification de la distribution sdghénols plus importante que ce qu’aurait pu

- 183 -



Chapitre 5

8
o K1-10 e K3-15
6 A @ 1 Acruel Acrue?2
A A
5z * f? T
= é
o ® O*A
v 2 @ € @
e A O
:, a b.oo‘ °o ©
= [¢) [¢) @ ®
0 I I Io A — @ I
o CDOQ% .‘ ...o o-
ol @O °1 ® o o b
-2 8 ©o 0P
o
o
-4
-8 -6 -4 -2 0 2 4 6

F1 (22,5 %)

Figure 5-14 : Résultats de I'ACP effectué a partir de la distribution desqhéle
solutions de sol prélevées sur le transect de Kerrolland (K1-10 cm et K3-1bezm)
échantillons de solutions de sol prélevées a K1-10 cm pendant lsslcate?ont
été ajoutés en tant que données complémentaires.

© K1-10 échantillonnage basse fréquence A Cruel
Moyenne et écart-type A Crue?2
1 l
o
0 1 . 4 :
(=) o o A o
QO 14,0 o A |
= e @ O ¢
s o o8 % %o
2 e 2 © . ® |
@ E ®
=) ®
\8 — © - IA A o
£ o 37 A i 4 a °
S - o
S5 4- '
- o : = A%
S & I A
O E 54 / | sh
3 19/12/13
-6 I A
!
-7 T T T T & T T
0,9 1,0 1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6
AH (m)

Figure 5-15 : Evolution de la coordonnée sur la composante 1 de 'ACP en fo
du AH pour les solutions de sol prélevées aIllpendant I'échantillonnage ba
fréquence au cours des trois ans de suivi et haute fréquence pendant les crues 1 et 2

- 184 -



Chapitre 5

générer uniquement 'augmentation AHl, ce qui expliquerait I'obtention d’'une coordonnée

trés négative sur la composante 1 de I'ACP aloeslgtH n’est que de 1,23m.

D’aprés I'ensemble de ces observations, le gradhigadraulique semble donc expliquer
en grande partie les variations de distribution gé®nols observées en K1 lors des
échantillonnages basse fréquence réalisés au desrsrois ans de suivi. Les différences de
conditions hydrologiques en place lors des dates pd&éevement et en particulier
I’échantillonnage des solutions de sol lorsqueAld est élevé permet dobserver des
mécanismes de solubilisation de MOD spécifiqueayanit lieu que sur des périodes de temps

courtes au cours de I'année hydrologique.

Les modifications observées en K3 peuvent-elle éxgliquées par le méme mécanisme?

Au cours des quatre premieres dates de prélevedeetiatnnée 2013/2014, le 29/10,
5/11, 12/11 et 19/12, la nappe en K3 se trouvaiprefiondeur, I'horizon organique était non
saturé (Figure 5-10). Pour ces quatre dates, laicdenprécipitations des 5 jours précédents le
préléevement était de 51, 41, 48 et 29 mm respentwe. De telles quantités de précipitations
sur un sol non saturé est de nature a provoqueramenectation du sol et une circulation
verticale rapide de I'eau de pluie a travers lesmojores. Cette circulation verticale de I'eau
de pluie dans les macropores est identifiée conawerisant I'’érosion macroporale (Mohanty
et al., 2015). Ces précipitations faisant suitena période de faibles précipitations et faible
teneur en eau du sol, ces conditions sont égaleiaemables a la présence de bulles d’air dans
le sol qui se déplacent le long de la macroporasitec l'infiltration des précipitations qui
arrivent en abondance dans le sol. Ces bulles pé@ivent étre considérées comme un facteur
supplémentaire favorisant la mobilisation collo&d@El-Farhan et al., 2000). Les interfaces
eau/air ont été identifiees comme des zones d'aslation de colloides, retenues par des
forces de capillarité ou des forces électrostatiq(izeNovio et al., 2004). Alors que ces
conditions favorables a une déstabilisation collEidsont observées pour ces quatre premiéres
dates d’échantillonnage, le changement de distdbuties phénols est observé uniquement
pour les dates du 12/11 et du 19/12. Une situasiomlaire est observable pour I'année
2014/2015. Pour la premiére date de préleveme0/&0, la signature caractéristique de K3
est observée puis une valeur plus négative suorigosante 1 de 'ACP est enregistrée a la

deuxiéme date de prélevement le 7/11 (Figure 5-1ZBjns les 5 jours précédents le
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prélevement, les précipitations étaient respectereamde 18 et 59 mm. La encore, le
changement de composition observé le 7/11 peutaétibuable a I'’érosion macroporale. Au
cours de I'année 2015/2016, le prélevement du ®itra également une valeur plus négative
sur la composante 1 de I'ACP (Figure 5-12B) pouxsexpliquer par I'’érosion macroporale,
I’horizon organique étant saturé et le cumul dedcipitations sur les 5 jours précédents
atteignant 42 mm.

Les précipitations qui ont eu lieu les jours présdd les dates d’échantillonnage du 29/10/13,
5/11/13 et 20/10/14 sont importantes et auraientd@alencher une érosion macroporale.
L’'impact de ce mécanisme n’est cependant pas gisht la distribution des phénols. Une
premiére hypothése permettant d’expliquer cetteerates de changements de composition
moléculaire est la réhumectation des sols. Unaepdets précipitations a pu étre utilisée pour
réhumecter le sol et alimenter la microporositduigant ainsi la quantité d’eau disponible pour
la circulation et l'érosion macroporale, et inhibapar conséquent le changement de
distribution des phénols. Une hypothése alternai@iquant 'ensemble de ces observations
est le changement de composition des MOD en K3dfmartres mécanismes que |'érosion

macroporale.

Le deuxieme prélevement pour lequel une valeus pkgative selon la composante 1
de 'ACP a été observée au cours de 'année 2018/20ieu le 2/12 (Figure 5-12B). A cette
date, I’horizon organique était continuellementusatdepuis le 7/11 et les précipitations étaient
de 1 mm le jour méme et 0 mm au cours des 5 jaéxepents. Au cours de I'année 2015/2016
le prélevement du 1/3/16 présente également umeivplus négative selon a composante 1 de
I’ACP alors que I'horizon organique est saturé e¢ dgs précipitations étaient de 1,5 mm le
jour méme et 0,5 mm les 5 jours précédents. Paéguent, I'érosion macroporale en lien avec

le gradient hydraulique ne peut pas expliquer catidification de la distribution des phénols.

Suite a ces observations il apparait donc queidtilsution des phénols issus de la
HMT-CPG-SM des MOD prélevées en K3 pourrait étfeiencée par la vitesse de circulation
de I'eau dans les macropores. Cependant ce méasisnh n'est pas en mesure d’expliquer
I'ensemble de la variabilité de la distribution gésenols lors de la période A et a la transition
A/B1 des solutions de sol échantillonnées a K3nEtionné qu’'une majorité des sols du
transect de Kerrolland est utilisée a des fins catgs, les pratiques culturales peuvent
potentiellement avoir un impact sur la compositialéculaire des MOD et plus précisément

sur la distribution des phénols.

- 186 -



Chapitre 5

43 Conséquences dune baisse de la vitesse de cirtiola de l'eau sur la

biogéochimie des MOD.

4.3.1 Cas de la zone humide riparienne

Dans la zone humide riparienne a K1, la baisseivkau de la nappe dans le versant en
lien avec la diminution des précipitations induiteubaisse du gradient hydraulique et par
conséquent la diminution de la vitesse de circotatle I'eau dans les sols. A cette période de
I'année, les sols sont toujours saturés a K1. ®aséquent la diminution d’apport d’eau dans la
zone humide ne permet pas d’apporter suffisammenxtygene dissous pour maintenir des
conditions aérobies dans les sols, celui-ci étdiliséi comme accepteur d’électrons par les
microorganismes présents dans les sols. On obsdove la mise en place de conditions
anaérobiques. Ce changement conduit les micromgesi a utliser d'autres accepteurs
d’électrons que l'oxygene suivant la séquence dloxgéduction nitrates / oxydes de
manganese / oxydes de fer. Dans le bassin versaitedvidy-Naizin, la bioréduction des
oxydes de fer pendant les phases anaérobiques lHent renseignées, tout comme
'augmentation de la concentration en COD dansst#stions de sol lors de cette période de
I'année hydrologique, et en particulier dans leeesohumides ripariennes (Gu et al., 2017,
Lambert et al., 2013; Olivie-Lauquet et al., 2001).

Ces phases de bioréduction se mettent en placeuss des trois années hydrologiques
au printemps et sont visibles par 'augmentatiotadeoncentration en Fe Il dans les solutions
de sol (Figure 5-10). Dans le méme temps, on obsame augmentation de la concentration en
COD des solutions de sol. Dans I'horizon organidaecorrélation observée entre la
concentration en Fe Il et la concentration en C@Bdant les périodes B2 des trois années de
suivi montre que les quantités de COD solubilis#ess la solution de sol sont d’autant plus
importantes que la bioréduction des oxydes de deingense (Figure 5-5). Ces observations
sont cohérentes avec les observations de Knor8jafdi ont montré une corrélation similaire
entre ces deux parametres. Les oxydes de fer sontis pour leurs capacités de sorption vis-a-
vis de la MOD (Tipping, 1981). Ces phases intemen notamment dans le concept de
transfert réactif de la MOD a travers la micropdfgt la macroporosité des sols (Kaiser et
Kalbitz, 2012; Worrall et al., 2008) et seraient partie responsable de la baisse de

I'aromaticité de la MOD au cours de ce transferfaltide la forte interaction entre les oxydes
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de fer et les molécules aromatiques (Eusterhuat,e2011; Riedel et al., 2013). Etant donné
'augmentation importante de la concentration erDG{ans les solutions de sol prélevées dans
la macroporosité au moment de la bioréduction dgsles de fer (période B2) au cours des
trois années de suivi (Figure 5-10), mais égalereefactionnement effectué par ces oxydes
pour les molécules aromatiques, une difféerence dandistribution des phénols peut étre
attendue. Cependant, en considérant uniquemeéthasitillons prélevés avec il inférieur

a 1,34 m, il n’existe pas de différence significatentre la distribution des phénols enregistrée
pendant les trois années en période Bl (n = 1Bhqiériode B2 (n = 13) d’apres le test de
Kolmogorov-smirnov ¢ = 0.95; p-value = 0.75). Cette absence de différence erdre |
distribution des phénols en période Bl et B2 afpus la concentration en COD augmente en
période B2 du fait de la solubilisation de MOD, séautivement a la bioréduction des oxydes
de fer, pourrait indiquer une similarité dans lecarésme de solubilisation des lignines et
tannins entre ces deux périodes. Lors de la péidda MOD est initialement solubilisée
dans la microporosité du sol puis passe dans laagpamsité par des phénomenes de diffusion
(Worrall et al., 2008). Nous pouvons émettre I'nyygse de la solubilisation de la MOD par
bioréduction des oxydes de fer dans la micropdarpses conditions réductrices dans cette
catégorie de pores étant liees a la problématiqueliffusion des especes chimiques de la
macroporosité vers la microporosité, et plus paliBcement de I'oxygene. En conditions
saturés, le renouvellement de I'oxygéne dissousadmicroporosité est possible grace a la
diffusion depuis la macroporosité, gouvernée paliffarence de concentration existant entre la
macro et microporosité. La probabilité de diffusiade I'oxygéne diminue ainsi avec
I'éloignement dans la microporosité. Il pourraindoen résulter I'établissement de conditions
réductrices dans ces micro-environnements alorsargim I'eau circule et que I'oxygénation
est suffisante dans la macroporosité pour maintsr conditions oxydantes. Le front red-ox
se situerait donc au niveau de la microporositésduae le gradient hydraulique diminue et que
la vitesse de renouvellement de I'eau ne perme$ plapporter une quantité suffisante
d'oxygéne dissous, le front redox pourrait migreepuis la microporosité vers la
macroporosité. Alors que le déplacement du frordoxe dans les zones humides est
communément décrit comme vertical et gouverné padyinamique de nappe (Fiedler et
Sommer, 2004; Mansfeldt, 2003; Niedermeier et Rstnin 2007), les résultats obtenus
pourraient ajouter une dimension horizontale patédelacement de long du continuum micro-

macroporosité (Figure 5-16).
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Figure 5-16: Représentation schématique du mouvement vertical et horizhntabn
redox dans les sols soumis a une saturation en eau.

4.3.2 Cas du versant agricole

En plus des variations négatives de la coordosnéda composante 1 de 'ACP des
phénols pour les solutions de sol de la zone K8 vdeations positives sont observées pendant
la période B (Figure 5-12B). L’augmentation est plus faible la premiere année et
particulierement marquée la deuxieme et troisiemm@e. Les variations vers des valeurs plus
négatives lorsque I&AH est élevé sont associées a une MOD composégrirds et tannins
moins biodégradés. Il est alors possible que lésuvs plus positives soient caractéristiques
d’'une MOD composée de lignines plus biodégradéshibdégradation des lignines n’est pas
uniforme. Ainsi, les unités C (acides féruliques@imariques) sont plus rapidement dégradées
gue les unités V (acide vanillique, vanillaldéhydecétovanillone) résultant en une diminution
du rapport C/V au cours de la dégradation (Hedg&8etiky, 1989; Opsahl et Benner, 1995).
Un test de corrélation a été effectué entre le €/ valeur sur la composante 1 de 'ACP pour
les MOD prélevées en K3 au cours de la périodei@i(E 5-17). Avec une-value de 0,02, ce
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test souligne I'existence d’'une corrélation enwe deux parameétres. Le coefficient de Pearson
de -0,48 indigue une anti-corrélation. Ainsi, plassaleur selon la composante 1 de 'ACP est
élevée et plus le C/V est faible, indiquant unedbgradation plus importante des lignines.
Cependant, le coefficient de détermination obtestufaible (R2 = 0,23), indiquant que la
diminution du C/V n’est pas le seul parametre @dioe du changement vers les valeurs plus

positives sur la composante 1 de I'ACP.

En période B I'horizon organique est saturé en &3on se trouve dans un
environnement non calcaire, les sols étant dévéwppr des schistes Briovériens. Dans de tels
environnements la minéralisation des MO s’accomeatjnne accumulation du CID qui est
alors produit par la minéralisation. Pour le mérae {le données utilisé précédemment, la
corrélation entre la concentration en CID et laeualsur la composante 1 de I'ACP a été testée
(Figure 5-18). Lgp-value < 0,002 obtenue met en évidence la coroslaxistante entre ces
deux paramétres. Le coefficient de Pearson de &, 7@ coefficient de détermination de 0,49
confirment I'existence d’un lien entre ces deuxafales. Une augmentation de la valeur sur la
composante 1 de I'ACP indigue une augmentation alebibdégradation et donc une
minéralisation plus importante des MOD expliqudaaugmentation de concentration en CID
des solutions de sol. Lors de l'année 2013/2014ctarisée par des précipitations trés
abondantes, la nappe a atteint I'horizon organiguk4 contrairement aux autres années
(Figure 5-11). Par conséquent la vitesse de citicul@e I'eau était €levée cette année a K3 du
fait de la pression de I'eau dans la macroporafit&ol. Les deux années suivantes I’horizon
organique a K3 était toujours saturé, mais lesipitdtions plus faibles n'ont pas permis a la
nappe d’atteindre I'horizon organique a K4, ne pettamt pas une circulation rapide de I'eau
dans les macropores. Cette difféerence de conditioydrologique pourrait expliquer la
différence de variation selon la composante 1 AEP entre la premiere année et les deux
années successives. Au cours de la premiére danétesse de circulation de I'eau diminue la
probabilité de rencontre entre les MOD et les ntogganismes (Dungait et al., 2012), réduisant
ainsi leur biodégradation et leur minéralisatioa,qui se traduit par une augmentation plus
faible de la concentration en CID et de la valeutdng de la composante 1 de 'ACP. Au
contraire les vitesses de circulation plus len&ess deux années suivantes augmentent les
probabilités de rencontre entre les MOD et les ooigganismes, augmentant leur
biodégradation et la minéralisation, ce qui seuttagar une augmentation plus forte de la

concentration en CID et de la valeur sur la compiash de I'ACP.
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Contrairement a la zone humide riparienne, I'appédulier en oxygéne au cours des trois

années de suivi ne permet pas I'établissement miditans réductrices.
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Figure 5-17 : Corrélation entre la coordonr Figure 5-18 : Corrélation entre

sur la composante 1 de I'ACP et le rar coordonnée sur la composante 1 de I'AC
C/V pour les solutions de sol prélevées a Kla concentration en Clpour les solutions «
15 pendant la période B sol échantillonnées a K3-15 en période B.

5. Conclusion

Les données d’isotopie du carbone des solutionsofieont permis de confirmer la
possibilité d’utiliser ce paraméetre comme tracelundtransfert de versant. Les données
obtenues pendant les deux ans de suivi ont perenc®ifirmer la mise en place d’'un transfert
de versant en lien avec I'établissement d’une caionehydrologique entre le haut et le bas du
versant. Ce mécanisme ayant été précédemment prepide a des analyses réalisées sur les
MOD présentes dans la riviere a I'exutoire du basersant.

La différence de distribution des phénols obsereéte les MOD des solutions de sol
prélevées dans le haut du versant et dans la aomélé riparienne fait de ce parameétre un
traceur adéquate pour suivre un potentiel trandiestersant. Les données obtenues pendant les
trois ans de suivi ne se sont pas révélées coleéramec I'hypothése d’'un transfert de versant.
La réactivité des MOD vis-a-vis des phases mingratedes microorganismes du sol ayant pu
conduire a une modification de leur compositionéoalaire sans impacter significativement la
signature isotopique.

Les modifications de composition observées a Kisiaqu'une partie des modifications

observées a K3 ont pu étre reliee avec des conditinydrologiques spécifiques, ces
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échantillons ayant été prélevés dans les quelques suivant un épisode de précipitations
intenses. Or ces conditions particulieres ont éentifices comme pouvant modifier la
composition moléculaire de la MOD par la mise eacel d’érosion colloidale dans la

microporosité du sol.

Ces analyses moléculaires réalisées pendant tes @émnées hydrologiques ont
également permis de comparer la composition maéeuldes MOD exportées avant et
pendant la phase de bioréduction des oxydes d#afes la zone humide riparienne. Alors que
la concentration en COD augmente fortement, trastida libération de MOD par la
bioréduction des oxydes de fer, aucun changemagnifisatif de distribution des phénols n’a
été détecté. L’hypothése proposée pour expligugiobservations est le déplacement du front
redox le long de la porosité.

Au contraire, dans la zone de haut de versangHasgements de compositions moléculaires
observés semblent étre liés a I'accessibilité d&DMWis-a-vis des microorganismes. La baisse
de la vitesse de la circulation de I'eau augmentanprobabilité pour les MOD d'étre

biodégradées, induisant ainsi une modificationede tomposition moléculaire.

L’ensemble de ces observations permettent deerattavant le réle prépondérant de la
dynamique de nappe et donc des conditions hydepegi dans les mécanismes de

solubilisation et de transport des MOD, depuisslas jusqu’aux systemes aquatiques.
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En se placant a I'échelle d’'un petit bassin versdémentaire en contexte agricole,
I'objectif de ce travail de these a été d’étudess mécanismes de solubilisation et de transfert
des matiéres organiques dissoutes par I'apporutecomposition moléculaire via I'utilisation
de la HMT-CPG-SM.

La premiére étape de ce travail, présenté da@hépitre 3, a consisté en une étude
méthodologique concernant la filtration d’échaantif naturels aqueux contenant de la MOD.
La problématique traitée dans ce chapitre étasulaante :la porosité des filtres utilisés lors
de la filtration des échantillons a-t-elle un impasur la composition moléculaire de la MOD
ainsi isolée ? L'effet de I'utilisation de filtres de porositésfférentes a été déterminé dans de
précédentes études pour des paramétres tels guendésntration en COD ou la signature
isotopique du carbonesfC). Cependant, aucune étude n'a été réalisée cwrderda
composition moléculaire de la MOD. Ces études coaip@s sont nécessaires afin de
permettre la comparaison de résultats provenantifiérentes études pour lesquelles la
filtration des échantillons a été réalisée avecfittess de porosité différente.

Les résultats obtenus ont permis de confirmersiabe de différences significatives
entre les deux seuils de filtration utilisés poes diescripteurs globaux tels que la concentration
en COD, la signature isotopique du carbone ou leVASlA deux longueurs d'ondes
communément utilisées pour la caractérisation de®NR54 et 280 nm).

La distribution des 43 molécules étudiées a egalemermis de confirmer I'absence de
différences significatives entre les deux seuilsfitteation utilisés. Il est par conséquent
possible de comparer des résultats de composit@mécmaires provenant de différentes études

pour lesquels les échantillons ont été filtrés alexfiltres de porosité différentes.

Les résultats semi-quantitatifs réalisés sur tesdes moléculaires ont toutefois permis
de mettre en évidence une concentration plus éldaés les échantillons filtrés a 0,2 um
compareé aux échantillons filtrés a 0,7 um. Cettseolation a été attribué a « I'effet bouclier »

des phases minérales présents en plus grandet§udaris les échantillons filtrés a 0,7 um. Ce
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biais analytique due a la complexation des MODIssiphases minérales est connue comme

pouvant diminuer le rendement analytique.

L’absence de différences significatives entrerésiltats obtenus pour les échantillons
filtrés avec les deux filtres de porosités difféeem posé question dans le contexte d'un
continuum de taille entre les MOP et les MOD dédanhs un grand nombre de publications.
Les porosités des filtres a 0,2 et 0,7 um corred@anau domaine de taille des colloides.
L’hypothése proposée pour expliquer l'absence dé&rdnces significatives implique la
structure de ces colloides et les forces appliglegsge la filtration. En effet, les assemblages
supramoléculaires entre les phases organiques redrates qui forment les colloides sont
maintenus essentiellement par des liaisons deefa@ibérgie. Les forces appliquées lors de la
filtration peuvent étre suffisantes pour casserlieeésons et permettre a des colloides de taille
comprise entre 0,2 et 0,7 um de se fragmenter.

Cette hypothese proposée dans cette étude peiinetingi de concilier I'absence de
différences significatives observées entre les dsuils de filtration avec le continuum de
taile MOP-MOD et les assemblages supramoléculagese phases minérales et phases

organiques qui constituent les colloides.

La deuxiéme étape de ce travail, présenté da@Ghdgitre 4, a consisté en I'étude de la
composition moléculaire de la MOD des solutions s¢ lors d’épisodes de crues. La
problématique traitée dans ce chapitre était aasue :lors des épisodes de crues, y a-t-il une
modification de la composition moléculaire de la NDDdes solutions de sol en lien avec la
mise en place d’'une érosion macroporald.€mergence de cette problématique fait suite aux
travaux de Jeanneau et al. (2015) menés sur llmbagsant de Kervidy-Naizin. L'étude de la
composition des MOD exportées par la riviere adtexe du bassin pendant plusieurs crues a
permis de mettre en évidence une modification deolaposition moléculaire des MOD.
L’hypothése proposée pour expliquer les variatiohservées était la mise en place de
phénomeénes d’érosion macroporale dans les solsreavec une augmentation de la vitesse de
circulation de I'eau. C’est sur cette hypothése sjast basée I'étude réalisée dans le deuxieme

volet de ce travail de these.

Les trois crues pour lesquelles la solution deesdleau de riviere a I'exutoire ont été
échantillonnées a haute fréequence ont permis drebseine modification de la composition
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moléculaire des MOD dans la solution de sol cohéravec la modification observée a la
riviere a I'exutoire du bassin versant. Ces modifans sont également cohérentes avec les
hypothéses proposées par Jeanneau et al. (2015).

Ces changements de composition moléculaire ontattdbués a la combinaison de deux
processus, I'un physique et l'autre chimique. Lecpssus physique correspond a I’hypothese
proposée précédemment, a savoir I'érosion colleidet/ou particulaire des parois des
macropores en lien avec I'augmentation de la \ite&ks circulation de I'eau dans les sols. En
effet, la montée de la nappe dans le versant penesarcrues du fait de 'augmentation des
précipitations conduit a une augmentation de lsgioe et de la vitesse de I'eau dans la
macroporosité du sol. Par conséquent, la signatotéculaire de la MOD devrait correspondre
a la signature de la MOS, ce qui n'est pas obspouf les trois crues échantillonnées dans
cette étude. Pour expliquer cette difféerence, ldthipse proposeée fait intervenir un mécanisme
chimique en complément du mécanisme physique peéod@nt décrit. Ce mécanisme
consiste en une ségrégation chimique basée sudrdpfiobicité des macromolécules
organiques. Les macromolécules les plus hydropbikst plus facilement solubilisées que les
molécules les plus hydrophobes. Cette ségrégatiomique est cohérente avec les

observations faites pendant les trois crues édluamées.

Les trois évenements de crues pour lesquels Pdidloanage haute fréquence de la
solution de sol et de la riviere a I'exutoire oté éis en place ont permis de mettre en évidence
une variabilité de l'intensité des changements alaposition moléculaire, aussi bien dans les
solutions de sol gu’a I'exutoire. En se basant lgutittérature scientifique portant sur la
mobilisation colloidale plusieurs paramétres ont §twe proposés pour expliquer cette
variabilité inter-évenementielle.

() L’intensité de I'événement de crue semble expliquee partie de cette variabilité. En
effet, nous avons pu établir un lien entre la modifon de la composition moléculaire et
I'intensité de la montée de la nappe dans le vertas modifications les plus importantes
étant observées lorsque la nappe monte le plusdzms le versant. Ces évenements de
crues pourraient conduire a une vitesse de ciionlade I'eau plus élevée dans les
macropores, apportant une énergie plus conséqaentgourrait étre responsable d'une
érosion plus intense dans les macropores.

(i) Les conditions hydrologiques pendant la périodepgécede la crue semblent également
avoir une incidence sur l'intensité de la modificatde composition moléculaire de la

MOD dans les solutions de sol. En effet, la dur§gasant deux crues et les conditions
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d’humidité du sol avant la crue ont été identifi€esnme pouvant avoir un impact sur la
mobilisation des colloides. Des conditions d’hutéddéfavorables a la création de
colloides ou I'occurrence d’'un événement de cruesdes jours précédant la crue étudiée
pourraient avoir pour conséquence la présence stock limité ou encore I'absence de

colloides disponibles a I'érosion.

Pour faire suite a ces résultats obtenus dansugiéime volet de cette thése, plusieurs
dispositifs peuvent étre envisagés afin de contiruelévelopper cette problématique. Les
hypotheses proposées afin d’expliquer la variabifiter-évenementielle pourraient étre testées
par un volet d’expérimentation en laboratoire etlipdbservation en milieu naturel.
L’expérimentation en laboratoire par la constitaotae colonnes de sols non remaniés pourrait
étre utilisée. Faire circuler de I'eau a différentitesses dans ces colonnes pourrait permettre
(i) d’essayer de recréer la modification de la cosifpon des MOD solubilisées pendant un
épisode de crue et (ii) tenter de mettre en évigldaaelation entre vitesse de circulation de
I'eau et intensité de la modification de la comfiosi moléculaire. Ce dispositif expérimental
pourrait également permettre de tester I'impact dawditions hydrologiques dans les jours
précédant la crue sur le changement de compostimgculaire. L'impact de ces parametres
pourrait étre testé en modifiant 'humidité desotwies de sol ou la durée entre la simulation de

deux crues.

L’échantillonnage de crues supplémentaires supalesin versant de Kervidy-Naizin
pourrait également permettre de préciser I'impaes garametres précédemment cités en
prenant soin d’échantillonner des crues aux caiatitpies différentes (quantité de
précipitations, conditions hydrologiques dans lesrg précédents la crue...). En effet, la
multiplication des crues échantillonnées pourragrnmettre de diversifier les conditions
hydrologiques observées avant les crues et pendantrues. Réaliser ces échantillonnages
reste toutefois délicat puisqu’il repose entieremsur la variabilité météorologique et la
capacité a mettre en place un échantillonnageir@cimoment de I'arrivée d’'une crue. Les
prédictions météorologiques actuelles sont un agskez efficace pour la prédiction de l'arrivée
d'un épisode de précipitations. La précision quanintensité des pluies et leur capacité a

générer un évenement de crue reste toutefois Bmité

L’hypothése de la mise en place du mécanisme sl@naolloidale a été proposée dans
un cadre environnemental particulier a savoir ussimaversant élémentaire dominé par les

activités agricoles. Appliquer cette approche méthogique a d’autres bassins versants
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présentant des tailles, des climats et des ocamsatiu sol différents pourrait permettre

d’identifier la possibilité de générer ce méme nmésrae dans des environnements contrastés.

La troisieme étape de ce travail, présenté da@hsmpitre 5, a consisté en une étude de
I'hétérogénéité et de I'évolution de la compositianléculaire des MOD a I'échelle du bassin

versant.

La premiére partie de ce chapitre a porté surtdiiogénéité de la dynamique de
solubilisation et d’export des MOD, ainsi que I'&&tgénéité de la composition moléculaire
des MOD a I'échelle du bassin versant. A partid’dehantillonnage bimensuel mis en place
pendant trois ans sur le bassin versant, j'ai poficoer le réle majeur des conditions
hydrologiques dans la dynamique de solubilisatiord’export des MOD, déja décrit par
plusieurs auteurs. En effet, les conditions hydrigjoes conditionnent la mise en place de
conditions réductrices, principalement dans lesegohumides ripariennes a l'origine de la
solubilisation d’'une quantité importante de MODravers le bassin versant. Les conditions de
saturation et d’insaturation ont également été tiiées comme facteur de contrble de la
dynamique d’export des MOD sur le transect de Kieind. La méme relation n’a cependant
pas pu étre mise en évidence sur le transect deni@eé L’hétérogénéité de la composition
moléculaire sur I'ensemble du bassin versant olegepar ['utilisation de la HMT-CPG-SM a
essentiellement permis de distinguer les sols algsades sols de prairies et de zones humides.
L’évolution verticale de la composition moléculaisemble quant a elle contrblée par les

conditions hydrologiques et I'impact anthropique geatiques culturales.

La deuxiéme partie de ce chapitre a porté surytmmigue de transfert des MOD a
I'échelle d'un versant. La problématique traitéaitéla suivante existe-t-il un transfert de
versant en lien avec I'évolution des conditions hgkbgiques au cours de l'année ?
L’émergence de cette problématique fait suite aaxaiux portant sur la signature isotopique
du carbone §3C) au cours d’événements de crues réalisés par érareb al. (2014) sur le
bassin versant de Kervidy-Naizin, et s’est focalisar le transect de Kerrolland. Les deux ans
de suivi de la signature isotopique du carbodtéC) ont permis de confirmer la possibilité
d’utiliser ce parametre comme traceur du trangi@rh réservoir de MOD localisé dans le
versant. Les résultats obtenus ont permis de coefita mise en place d’'un transfert de versant

sur le transect de Kerrolland, en lien avec la merte la nappe dans le versant et la création
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d’'un continuum hydrologique entre le versant, lamedwumide riparienne et la riviere. Les
résultats semblent en effet montrer I'arrivée darmone humide riparienne de MOD provenant
du versant au moment de I'établissement d’'une adivite hydrologique.

En complément des analyses isotopiques, j'ai égaie évalué la possibilité d’utiliser
la composition moléculaire des MOD dans le but iffiéréntier la zone de versant de la zone
humide riparienne. Dans cet objectif, la distribatides phénols issus des lignines et des
tannins ont été identifiéss comme un parametre pigamtede distinguer ces deux zones du
versant. Cependant, I'évolution de ce parameétrecaus des trois ans de suivi ne s’est pas
révélée cohérente avec I'hypothese d’'un transferntatsant. La réactivité des MOD vis-a-vis
des phases minérales et des microorganismes apairdnduire a une modification de leur
composition moléculaire. Les possibilités d’intérac des MOD sont nombreuses au cours de
leur transport. Leur transfert le long du continugpi-riviere ne peut donc étre considéré

comme conservatif.

Une partie des variations de la distribution deénols observées sur le versant ont pu
étre reliées a I'occurrence d’événements de cruam@mnent du préléevement de I'échantillon
ou dans les jours qui ont précédés leur échamitiga. Cette observation a démontré
I'importance de la prise en compte des processis®ldbilisation des MOD qui ont lieu sur de
courtes échelles temporelle pour l'interprétatias gorocessus qui ont lieu sur de grandes

échelles temporelles.

L’échantillonnage bimensuel réalisé au cours deés tans a également permis
d’observer I'évolution de la composition molécukaides MOD au cours de la phase de
bioréduction des oxydes de fer dans la zone hunpdeéenne. Aucune différence significative
n'a été observée entre la distribution des phépelsdant et en dehors de la phase de
bioréduction des oxydes de fer, alors qu’une granpamtité de MOD sont solubilisées par ce
processus. Ces observations suggerent un conaeplé@oentaire a celui précédemment deécrit
de la mobilité du front redox dans les sols avhgdothése d’'une mobilité de ce front le long

de la porosité du sol.

L'utilisation de la distribution des phénols a étentifiece comme permettant de
distinguer les deux zones du versant mais ne gasstévélée adéquate pour mettre en évidence
un transfert de versant. Les informations apponp@eda HMT-CPG-SM sont conséquentes et
pourraient continuer d’étre étudiées afin de tebédficacité d’autres parametres quant a la

mise en évidence d’'un transfert de versant.
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Cette approche méthodologique par I'analyse modé®utle solutions de sol échantillonnées a
basse fréquence pendant plusieurs années hydroésgjEpurrait étre appliquée a des versants
caractérisés par un climat ou une occupation damtlrastée.

Pour faire suite & ces résultats obtenus dansoisiéime volet de cette thése, nous
pouvons nous poser la question du devenir des Mf@Duges dans les sols pendant la phase
de bioréduction des oxydes de fer. En effet, l@dedir transfert vers la riviere, ces MOD
passent de conditions réductrices dans les sods &ahditions oxydantes lorsqu’elles arrivent
au niveau des berges de la riviere. Pendant cétiede hydrologique, on observe alors la
présence d'un front d’'oxydation le long des berdges.front d’oxydation est visible par la
présence de précipités d’'oxydes de fer qui forngdest amas sur lesquels se développent des
biofilms microbiens qui signent la présence d'uméiviéé biologique intense. De plus, les
MOD ont la possibilité de se complexer a ces oxytteter. Nous pouvons donc nous poser la
guestion du devenir des MOD dans ces réacteurgbobgmiques. De plus ces amas composés
d’oxydes de fer et de sédiments fins sont instastigwurraient étre mobilisés et transportés le

long du cours d’eau lors de 'augmentation du dgéitdant les évenements de pluie.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de tegse ont permis de démontrer
I'efficacité de I'application de la HMT-CPG-SM afide répondre a des problématiques
diverses concernant la dynamique de solubilisaébri’export des MOD a I'échelle d’'un
bassin versant.

Comparé a d’autres techniques d’analyses moléeslé@ls que la spectrométrie de masse tres
haute résolution, la HMT-CPG-SM apporte un niveayprecision différent sur la composition
moléculaire des MOD. En revanche, I'analyse et sicwuteuse et permet de traiter un nombre
plus important d’échantillons.

Par conséquent, la HMT-CPG-SM permet de trouvebam compromis entre le niveau de
précision apporté sur la composition moléculairel’dehantillon et le temps d’analyse et
d’interprétation des spectres obtenus. Dans leecddrcette these, cette technique d’analyse a
permis d’apporter un niveau de précision adéquair gpmuvoir traiter les problématiques

abordées, tout en permettant d’analyser un nontreégjuent d’échantillons.
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