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Résumeé

Au sein des territoires industriels et portuaires du Golfe de Fos, la friche industrielle étudiée présente
une contamination multiple, due a un passé industriel chargé : éléments traces (Cd, Pb, Hg, Cu, Zn),
composés organiques (PCB, PCDD-F, HAP) dont certains sont des polluants émergents (PBDE). Dans
I’optique d’une réhabilitation envisagée par les pouvoirs publics, la toxicité de ce mélange complexe de
polluants reste une préoccupation majeure. C’est pourquoi nous avons (i) analysé 2 carottes de sols afin de
déterminer la contamination du site en profondeur et le lessivage des polluants dans le profil de sol ou vers
les milieux proches, et (ii) mené une étude d’écotoxicologie végétale sur 4 échantillons de sols représentatifs

de I’hétérogénéité spatiale des sols de surface et caractérisés par un ou 2 polluants majoritaires.

Tout d’abord, nos résultats suggerent une premiére zone d’accumulation rencontrée a environ 50 cm
de profondeur (F1-3) ainsi qu’a plus de 2 m de profondeur. Ces contaminations de profondeur peuvent étre la
conséquence de sources ponctuelles et hétérogenes de pollution provenant de déchets issus de 1’utilisation
du site comme décharge ménagére avant la mise en place de I’activité industrielle. De plus, la
biodisponibilité élevée de ces principaux polluants métalliques présents sur le site entraine un risque

important de transfert de ces contaminants vers la nappe souterraine située a 4 m environ et le milieu marin.

Dans le second aspect de notre travail, la germination, la croissance et les parameétres physiologiques
(biomasses, teneurs en pigments chlorophylliens, teneurs en N) du radis (Raphanus sativus) et de 1’orge
(Hordeum vulgare) ont été suivis durant 4 semaines. Des signes de toxicité ont été observés dans chacune
des 4 conditions. Les 2 espéces ont affiché des réponses sensiblement différentes face aux cocktails de
polluants contenus dans les sols testés, mais globalement, les sols A (caractérisé par de fortes teneurs en
métaux et en PCDD-F) et D (PBDE) apparaissent moins phytotoxiques que les sols B (HAP) et C (PCB), B

étant le sol le plus impactant.

La poursuite de ces travaux (nouvel essai de dilution des sols, mesures de bioaccumulation, analyses
statistiques) nous permettra d’affiner nos interprétations quant aux réponses des végétaux et de mieux

comprendre le r6le de chacun des polluants dans la toxicité observée.



Abstract

In the industrial-port zone of Fos, the studied industrial wasteland has a multiple contamination, due
to a rich industrial history: trace metals (Cd, Pb, Hg, Cu, Zn), organic compounds (PCB, PCDD-F, PAH)
some of which are emerging pollutants (PBDE). In the context of a rehabilitation envisaged by the public
authorities, the toxicity of this complex mixture of pollutants remains a major concern. For this reason, we (i)
analysed 2 soil cores to determine the deep contamination and the leaching of pollutants into the soil profile
or to nearby environments, and (ii) conducted a vegetable ecotoxicology study on 4 soil samples
representative of the spatial heterogeneity of surface contamination and characterized by one or two major

pollutants.

First, our results suggest a first accumulation zone encountered at about 50 cm depth (F1-3) and at
more than 2 m depth. These depth contaminations can be the result of point and heterogeneous sources of
pollution from wastes resulting from the use of the site as a household waste before the industrial activity. In
addition, the high bioavailability of these main metal pollutants present on the site poses a significant risk of

pollutant transfer to the groundwater, located in about 4 m depth, and the marine environment.

In the second aspect of our work, germination, growth and physiological parameters (biomass,
chlorophyll pigment content, N content) of radish (Raphanus sativus) and barley (Hordeum vulgare) were
monitored for 4 weeks. Signs of toxicity were observed in each of the 4 conditions. The 2 species showed
significantly different responses to the pollutant cocktails contained in the soils tested, but overall, soils A
(characterized by high levels of metals and PCDD-F) and D (PBDE) appear less phytotoxic than the soils B
(PAH) and C (PCB), B being the most impacting soil.

The continuation of this work (new soil dilution test, bioaccumulation measurements, statistical
analyzes) will enable us to refine our interpretations of plant responses and to better understand the role of

each of the pollutants in the observed toxicity.
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Introduction

Pendant pres de 150 ans, le secteur industriel a évolué avec peu d’attention et de contrdle sur
ses émissions et rejets dans 1’environnement. Le sol était alors considéré comme une ressource
renouvelable, capable d’assimiler sans conséquences les apports de nos activités. Nous savons a
présent que leur équilibre est fragile, et que ce patrimoine est menacé, que ce soit par le lourd

héritage du passé ou par I’extension des surfaces industrielles (Remon, 2006).

Une gestion efficace des sites et sols pollués est devenue nécessaire face a la diversité des
enjeux a protéger. C’est, d’une part, la santé des populations qui peuvent étre exposées de maniere
directe (par inhalation de sol ou de poussiéres par exemple), ou indirecte (consommation de

produits en contact avec le sol) ; mais aussi les ressources et les milieux naturels (DGPR, 2017).

Le Grand Port Autonome de Marseille est le premier port maritime de France et le quatrieme
d’Europe ; ce qui représente plus de 40 000 emplois en 2013, dont la moitié se concentre a Fos-sur-
Mer, Marseille (2°™ arrondissement) et Martigues (Artaud et al., 2016). De nombreux sites
industriels se trouvent par conséquent dans la zone industrialo-portuaire de Fos, et représentent
autant de friches actuelles ou potentielles, dont le diagnostic et la requalification sont un enjeu pour
I’avenir (Ciarlo, 2017). En effet, dans la Métropole Aix-Marseille-Provence, la croissance urbaine a
tendance a s’étaler plutét qu’a se densifier. Depuis les années 1990, les espaces urbains ont avancé
d’environ 20 %, ce qui a pour conséquence la nécessité de produire de nouveaux logements,
services, réseaux de transport, etc. (AGAM, 2017). La reconversion des friches est alors
I’opportunité de récupérer des espaces fonciers dans un contexte ou la “ville durable” est mise en

avant et ou le foncier se raréfie.

La politique de gestion des sites et sols pollués prévoit la réalisation d’un diagnostic basé sur
des campagnes de mesures dans les milieux susceptibles d’étre contaminés. Pour chaque
contaminant, les teneurs mesurées sont alors comparées a des valeurs de gestion réglementaires ou a
I’état des milieux naturels voisins. En fonction du niveau de contamination par polluant
diagnostiqué, la réalisation d’une étude d’Interprétation de I’Etat des Milieux peut étre demandée,
accompagnée de la mise en place d’un plan de gestion (DGPR, 2017). Cependant, alors que dans de
nombreux cas des contaminations multiples sont rencontrées dans les sols, ces diagnostics ne
permettent pas de prendre en considération la problématique de la toxicité et du comportement de
ces cocktails de polluants. En effet, certains contaminants peuvent présenter des effets plus toxiques
lorsqu’ils sont en présence d’autres contaminants (synergisme), ou inversement, voir leurs effets

réduits (antagonisme) (Ribera et Taberly, 2011).

Le site d’Azur Chimie, sur lequel se base cette étude, se trouve a Port-de-Bouc (13) en

bordure du Canal de Caronte, qui relie I’Etang de Berre a la mer Méditerranée. Depuis les années
13



1920, le site a accueilli successivement les déchets municipaux et industriels de la ville, puis divers
groupes industriels producteurs, entre autres, de matieres plastiques et de dérivés aromatiques
bromés. C’est pour ces raisons qu’il fait 1’objet d’études depuis 2017, dont le projet Brom’Azur
(OHM LM - Labex DRIIHM), dont dépend cette étude. Le projet Brom’Azur est en cours de
réalisation, porté par le Laboratoire Chimie de I’Environnement en collaboration avec le CEREGE,
deux laboratoires de Aix-Marseille Université, et 1’Institut Ecocitoyen pour la Connaissance des
Pollutions. Ces travaux ont d’ores et déja mis en évidence une multi-contamination hétérogéne en
surface impactant I’environnement proche (Ciarlo, 2017 ; Austruy et al., 2018 ; Malleret et al.,
2019).

Deux problématiques sont inhérentes a cette étude. Dans un premier temps 1’objectif est de
caractériser la contamination du site en profondeur et de tenter d’en comprendre son origine vis-a-
vis de I’historique industriel chargé. Ceci permettra également de compléter les données disponibles

en surface, notamment sur les risques d’exposition des différents milieux.

D’autre part, nous nous intéressons a 1’écotoxicité des polluants présents en surface. En
effet, la problématique des effets toxiques de cocktails complexes est relativement récente, et les
interactions sont assez mal connues des qu’il s’agit de mélanges en présence de plus de deux
contaminants. Nous cherchons donc a savoir si des effets synergiques ou antagonistes peuvent étre
mis en évidence vis-a-vis de végétaux cultivés sur plusieurs sols de la friche, caractérisés par des
concentrations en polluants hétéroclites. Pour cela nous observerons les réponses physiologiques et

I’accumulation des polluants chez ces végétaux.
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I. Etat de PArt

I.1. Politique nationale francaise de traitement et de réhabilitation des

sols pollués

En France, c’est dans les années 1950 que I’on a commencé a prendre conscience des
problématiques environnementales, notamment a cause des problémes de santé publique. La
réglementation a tout d’abord ciblé les enjeux liés a 1’eau, avec la création des Agences de I’Eau en
1964 ; mais ce n’est qu’a la fin des années 1990 que la politique de gestion des sites et sols pollués
s’est développée. Depuis, des normes et des lois ont été édictées pour encadrer la problématique des
sites et sols pollués (Blondel, 2014). Leur gestion s’appuie principalement sur la législation des

installations classées (ICPE).

Le principe retenu est celui d’une gestion prenant en compte la balance entre usage du site et
risque potentiel ; il convient donc de réaliser une étude au cas par cas (Portet, 2004). Deux outils

sont alors mis en place :
- La démarche d’interprétation de 1’état des milieux (IEM) ;
- L’élaboration d’un plan de gestion.

Dans un premier temps, ’IEM permet de constater quels sont les milieux nécessitant des
actions simples de gestion, et quels sont ceux qui nécessitent la mise en ceuvre d’un plan de gestion.
Pour se faire, les résultats des diagnostics (principalement des concentrations totales et lixiviables
en polluants) sont comparés avec les valeurs de gestion en vigueur, 1’état initial de I’environnement
et des référentiels locaux (DPGR, 2017). Des méthodes géophysiques sont également employées,
telles que la résistivité électrique, 1’électromagnétisme ou I’utilisation de géoradar (radar a
pénétration de sol) (Blondel, 2014). Un plan de gestion est ensuite mis en place, visant a “définir
une stratégie de gestion a appliquer en vue de la réalisation des travaux dans une phase ultérieure”
(DPGR, 2017).

En 1993, la France met en place la base de données BASIAS, un inventaire historique de
Sites Industriels et Activités de Service, permettant de recenser tous les sites industriels, qu’ils
soient en activité ou non, susceptibles d’engendrer une pollution. La base de données BASOL, sur
les sites et sols pollués ou potentiellement pollués est mise en place en 1999 et reste actualisée de
maniére permanente. Elle permet, d’une part, d’informer les collectivités et les citoyens et, d’autre
part, de pouvoir gérer les risques par des actions de mise en sécurité du site ou bien de restriction

des usages possibles. En 2014, la loi pour I’Accés au Logement et un Urbanisme Rénové (ALUR)
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est venue renforcer la politique francaise de gestion des sites et sols pollués, en prévoyant
’élaboration des Secteurs d’Information sur les Sols (SIS). Les SIS s’appliquent aux sites pollués
qui pourraient présenter des risques, notamment en cas de changement d’usage. Ils ont pour but une
meilleure information des populations mais aussi de garantir la compatibilité entres les usages
potentiels et 1’état des sols, pour préserver la sécurité, la santé et I’environnement. Ainsi, dans un
contexte ou 1’étalement urbain est important, un aménagement sur un terrain répertorié sur un SIS
nécessitera obligatoirement la présentation d’une attestation garantissant la prise en compte de 1’état

du sol (source : georisques.gouv.fr).

En France, plus de 310 000 sites industriels et activités de services sont recensés en 2019
(BASIAS), dont 85 000 toujours en activité. Historiquement, les régions les plus industrialisées sont
les régions Rhone-Alpes, fle-de-France, Midi-Pyrénées, Nord-Pas-de-Calais, Alsace-Lorraine et
Provence-Alpes-Cote d’Azur ; rejoints de nos jours par la région Pays-de-la-Loire (Annexe 1).
Parmi les sites recensés, la France en compte 6800 pollués, appelant une action des pouvoirs publics
(Antoni et al., 2019) (Figure 1). Les principaux polluants sont présentés sur la Figure 2, et ceux

présents dans cette étude seront explicités au paragraphe 1.2.
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Figure 2 : Nature et occurrence des
principaux polluants présents dans
les sols en France, seuls ou en
mélange (BASOL, 2008).

Figure 1 : Sites et sols pollués recensés en
France début 2018 (Antoni et al., 2019).

La nécessité d’établir une gestion des SSP découle d’une multiplicité des enjeux a protéger.
La Direction Générale de la Prévention des Risques (2017) précise que les polluants couramment
retrouvés peuvent avoir des effets a long terme sur la santé humaine, qu’il s’agisse d’effets

systémiques (altération des reins, du foie, etc.), cancérogénes ou toxiques pour la reproduction.
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L’exposition a des polluants peut étre :

- Directe :
0 inhalation ou ingestion de poussiéres ou de gaz provenant des sols et des eaux

souterraines ;

0 contact cutané de sols, de poussiéeres, ou de produits de consommation.

- Indirecte :
0 consommation de végétaux ou de produits animaux eux-mémes en contact avec des

sols, des poussieres ou des eaux contaminées.

Ainsi, pour préciser le risque, il est possible d’évaluer les Doses Journalieres d’Exposition
(DJE), qui correspondent a la quantité de polluants ingérée par la cible en une journée. En
comparant les DJE avec les Doses Journalieres Admissibles (DJA), qui désignent les doses
maximales des substances qu’un individu puisse ingérer sans risque pour la santé, il est possible de

calculer I’indice de risque (Ciarlo, 2017).

Indice de risque = DJE
DJA

Si le résultat est supérieur a 0.2, cela signifie la présence potentielle d’un risque.

Pour certains polluants tels que le plomb (Pb), le mercure (Hg) ou les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP - cf. 1.2.3), les dangers pour la santé humaine sont assez connus.
Ils peuvent s’attaquer au systeme cardiovasculaire, reproductif (effets germinaux), aux reins ou
encore aux poumons et ont un effet cancérogéne reconnu. En revanche, les polluants émergents tels
que les composés bromés ont des effets toxiques assez peu connus vis-a-vis de I’Homme. Depuis
2014, la Commission européenne a demandé aux Etats membres de contrdler la présence des
retardateurs de flamme bromés dans les denrées alimentaires, notamment des
polybromodiphényléthers (PBDE), car ils sont suspectés d’avoir des effets neurocomportementaux et

d’induire une perturbation du systéme endocrinien (CE, 2014).

La ressource en eau peut également étre dégradée, ponctuellement ou non, ce qui impacterait
alors la qualité de I’eau potable mais aussi la biodiversité. Au-dela de la problématique sanitaire, les
pollutions entrainent la modification de 1’équilibre naturel des sols : ceux-ci peuvent étre
déstructurés (déficit d’agrégation, tassement), affaiblis en éléments minéraux indispensables (N, P,
K, etc.), présenter des difficultés a retenir 1’eau ou encore voir leur composition en ions perturbée.
On observe alors une sélection des espéces pionniéres ou invasives et une unification de la faune :

les écosystémes naturels se trouvent modifiés (ADEME, 2014).
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I.2. Présentation des principaux polluants

« L’aptitude d’une substance a contaminer 1’environnement dépend de ses propriétés
physicochimiques, de son comportement dans les différents milieux environnementaux, de sa
capacité a séjourner dans ces milieux et a s’accumuler ou a se transformer dans les organismes
vivants » (Buckenmeier et al., 2010). Parmi les polluants d’intérét, tous n’ont pas été étudiés dans
les mémes proportions. Tandis que leur comportement est bien déterminé, leurs effets phytotoxiques
sont parfois peu étudiés. Ceci peut s’expliquer par le fait que certaines substances aient été
synthétisées relativement récemment et que la priorité soit mise sur la toxicologie humaine, c’est-a-

dire sur les risques pour la santé de I’Homme.

[.2.1. Mobilité des polluants — généralités

Dans les sols contaminés, les polluants sont rarement statiques. Ils peuvent étre transférés
verticalement (percolation) ou horizontalement (lessivage superficiel ou circulation des nappes

phréatiques) vers les eaux ou terres avoisinantes (Bonnard, 2010).

La mobilité des polluants dans le sol se caractérise par leur aptitude a passer dans les
compartiments ou ils sont les moins énergiquement retenus. Elle dépend a la fois de la nature du
sol, mais également de celle des polluants. En effet, les paramétres physico-chimiques du sol
influencent directement la mobilité des especes chimiques : un changement dans ces parameétres
peut faire passer un polluant d’une forme a une autre. La spéciation chimique, c’est-a-dire la
distinction entre les différentes formes de liaisons possibles d’un élément dans un environnement
donné (Sigg et al., 1992), est donc un parametre primordial qui « contréle la migration, la
biodisponibilité et la toxicité des éléments chimiques dans les eaux, les sols et les sédiments ». Elle
résulte des interactions qu’il y a entre les solutés, les surfaces minérales et les substances organiques

et biologiques (Qasim, 2015).

De plus, il est reconnu que la toxicité des especes chimiques ne dépend pas seulement de
leur concentration totale dans les sols, mais également de leur forme chimique, qui détermine leur

biodisponibilité. La biodisponibilité est une notion primordiale qui se définit comme le « degré

auquel des substances chimiques présentes dans le sol peuvent étre adsorbées ou métabolisées par
un récepteur humain ou écologique, ou étre disponibles pour une interaction avec les systemes
biologiques » (RECORD, 2012). En d’autres termes, elle peut étre considérée comme la
disponibilité d’un contaminant dans les sols, vis-a-vis des organismes, et elle est déterminée par les
conditions environnementales et les propriétés physico-chimiques d’un polluant. Un polluant
biodisponible est alors susceptible de s’accumuler dans les organismes et d’avoir une action toxique

au cours du temps. La bioaccumulation correspond a 1’augmentation de la concentration dans
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I’organisme par rapport a sa concentration dans le milieu (INERIS, 2014). Les principaux

parametres influencant la mobilité des polluants sont résumés dans la Figure 3.

Tableau 1 : Principaux paramétres influencant la mobilité des polluants dans le sol.

Sol (DGPR, 2017) Polluants (Lemieére et al., 2008)

Equilibre eau-air. En cas de déficit d’air, il peut y o o
o ] ] i ] Solubilité dans I’eau. Influe sur la tendance a étre
avoir dégradation de certaines molécules toxiques o
o o lessivé.
(réactions anaérobies).

Granulométrie. Influe sur le drainage ou la | Densité et viscosité. Controlent la vitesse

rétention d’eau. d’infiltration et d’écoulement dans le sous-sol.

Teneur et composition en matiere organique. | Stabilité. Refléte les potentialités de persistance

Influe sur la rétention des polluants. dans I’environnement.

L Polarité (Kow). Influe sur la fixation dans le sol
pH. Influence la spéciation des polluants. . ) .
et sur la matiére organique du milieu.

Volatilité. Influe sur la migration/élimination

dans le sol.

Le coefficient de partage n-octanol/eau, appelé Kow est défini uniquement pour les polluants
organiques et permet de définir la polarité des composés. Celle-ci influence la maniére dont un
composé peut étre mobilisé par I’eau de pluie ou dont il est extrait lors d’opérations de dépollution.
Plus log Kow est petit, plus la substance est polaire, et inversement. Une substance polaire est
hydrophile, tandis qu’une substance apolaire est hydrophobe et aura tendance a s’associer aux
phases solides. Elle influe également sur sa biodisponibilité et son potentiel de bioaccumulation
(Lemiere et al., 2008).

1.2.2. Eléments Traces Métalliques et Métalloides (ETMM)
Origine

Les éléments traces métalliques et métalloides (ETMM) regroupent 80 éléments chimiques,
constituants de la crofite terrestre. Naturellement, ils représentent a eux seulement 0,6% du total de
la crofite terrestre, tandis que les 12 éléments majeurs représentent le reste (O, Si, Al, Fe, Ca, Na, K,
Mg, Ti, H, P, Mn) (Baize et Paquereau, 1997). Parmi les éléments métalliques et métalloides,
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certains sont essentiels pour la respiration, la photosynthese, ou encore dans des processus
moléculaires (croissance, synthése de protéines...), comme le zinc (Zn) ou le cuivre (Cu).
Cependant ces oligoéléments essentiels deviennent toxiques lorsqu’ils sont retrouvés a forte
concentration. D’autres éléments traces (ET) n’ont pas de fonction biologique connue et sont

toxiques méme a trés faible concentration (par exemple le plomb ou le cadmium).

Certains phénomenes naturels, tels que le volcanisme, les incendies ou les embruns marins
sont a ’origine d’un enrichissement significatif de ces teneurs, mais ce sont surtout les activités
anthropiques (stockage de déchets, agriculture, industries, extractions de minerais...) qui y
contribuent. La pollution des sols par les ET est devenue un probleme majeur de notre époque car
ces activités ont conduit a la formation de stocks potentiellement toxiques pour |’environnement
(Qasim, 2015). En effet, ils sont omniprésents dans les milieux aquatiques et terrestres, et
1’évaluation de leurs risques pour 1’environnement est donc un domaine de recherche actif (ULSOP,
2009). Compte tenu des méthodes d’analyses performantes disponibles aujourd’hui, la
contamination des sols en métaux a fait I’objet d’un plus grand nombre d’études que les
contaminants organiques. En effet, les métaux ne se dégradent pas mais se transforment, ce qui les
rend plus simples a appréhender du fait de I’absence de produits de biodégradation (Bonnard,
2010).

Comportement

Grande mobilité

ADSORBES/ECHANGES:
Phyllosilicates

Mabilité moyenne Oxydes Al, Fe, Mn
' INCORPORES DANS MO
LES ETRES VIVANTS: carbonates
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micro-organismes b | adsorption Mobilité moyenne
mineraisation .
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Figure 3 : Mobilité des éléments traces et métalloides dans les sols (Juste, 1988).

Le comportement des ETMM dans I’environnement et dans les organismes dépend de 1’état
dans lequel ils se trouvent et de leur fractionnement dans le sol. Ils peuvent précipiter, souvent sous
forme d’hydroxydes, de carbonates ou encore de phosphates, auquel cas leur mobilité sera

relativement faible ; étre adsorbés a une surface, ou ils seront plus mobiles ; ou étre complexés a la
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matiére organique du sol, ce qui leur offre une mobilité moyenne (Ciarlo, 2017) (Figure 4). C’est
dans la solution du sol (phase liquide) que les métaux sont retenus le moins énergiquement. Les
processus de transfert entre le sol et la solution du sol dépendent a la fois du type de liaison entre les

especes chimiques et le sol et des conditions physico-chimiques du milieu (Remon, 2006).

Un grand nombre d’études a démontré que le risque toxique résultait en réalité
principalement de la fraction biodisponible des ETMM, plutdot que de leur concentration totale
(Adriano, 2001). C’est sur quoi se base le modeéle FIAM (free-ion-activity model), destiné a décrire

les interactions déterminant 1’absorption et la toxicité des ETMM.

Toxicité

La phase liquide du sol représente le principal réservoir d’alimentation hydrominérale des
végétaux et de la faune du sol. En dépit du caractére essentiel pour le vivant connu pour de

nombreux métaux, ils sont tous considérés comme toxiques a partir d’un certain seuil.

Remon (2006) a étudié les transferts des métaux vers la plante. Tout d’abord, les métaux
sont absorbés via les racines, généralement de maniére passive (non spécifique). Lorsque le
transport est actif, il est possible que des cations toxiques soient des compétiteurs vis-a-vis des
cations essentiels (par exemple Cd compétiteur connu de Ca, As compétiteur de P). Apres avoir été
absorbés, les éléments se dirigent vers les parties aériennes via le xyleme (translocation), qui permet
la circulation de la seve brute (eau et sels minéraux). La fixation des éléments chimiques aux
cellules de la plante dépend de leur affinité pour les pectines, des substances contenues dans les
parois cellulaires végétales : Pb > Cu > Cd > Zn (Souguir, 2009). Les transferts peuvent également
s’effectuer par voie aérienne via les retombées atmosphériques qui pénétrent par absorption foliaire,

principalement a travers les stomates (Xiong et al., 2014).

Chez certaines espéces, il peut y avoir une hyper-accumulation des métaux dans les parties
aériennes. Ainsi, différentes stratégies ont été définies chez les plantes en fonction de leur capacité
d’accumulation : végétaux excluants, indicateurs, accumulateurs ou hyperaccumulateurs. Ces
stratégies sont utilisées par les plantes pour tolérer, transporter et accumuler les polluants

métalliques en excés dans le sol et ainsi réduire leur toxicité (Baker, 1981).

L’un des premiers effets toxiques des métaux observable chez les végétaux est une inhibition
de la croissance. Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, 1ésions nécrotiques, repliement ou dessechement du feuillage
(Remon, 2006). Ceci s’explique par le fait que les métaux nuisent a I’absorption et au transport des
éléments nutritifs essentiels, ce qui vient perturber le fonctionnement normal du métabolisme et

impacte la croissance et la reproduction (Cheng, 2003).
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Par exemple, le taux de germination et la croissance de 1’orge diminuent lorsqu’il y a une
pollution en Cd, proportionnellement aux concentrations et a la durée d’exposition (Zhang, 1997).
Le cadmium peut également causer une réduction de la croissance et un brunissement des racines,
ainsi qu’un enroulement des feuilles (Souguir, 2009). Une étude sur le riz a également montré que
Cd avait un effet différent suivant le stade de croissance de la plante. Au stade précoce, il inhibe
photosynthese et croissance, puis la différenciation des organes reproducteurs et finalement le
transport des nutriments. Les racines, les semis ou encore la capacité d’absorption de 1’eau peuvent

également étre endommageés, en fonction des especes considérées.

Jiang et al. (2000) et Muller et al. (2001) ont montré une inhibition de la croissance racinaire
chez Helianthus annuus et Thypha latifola, s’accompagnant, dans le premier cas, d’une chlorose
foliaire. Le cuivre viendrait interférer avec le métabolisme cellulaire, c’est-a-dire 1’élongation ou la
division cellulaire. En revanche, a faible concentration, des métaux tels que le mercure ou I’uranium
pourrait stimuler la croissance (Cheng, 2003) ou la germination (Laurette, 2011) : c’est ’effet
d’hormese. L’hormese est le phénomene de stimulation observé a faibles doses, qui serait la

conséquence d’une réponse adaptative des systémes biologiques face aux agents toxiques (ibid).

La mobilité et la phytotoxicité des éléments traces sont donc spécifiques aux especes
chimiques et végétales considérées. Les exemples sont multiples et il apparait compliqué de

formuler des généralités.

[.2.3. Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)
Origine

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organiques neutres
et apolaires, considérés comme des substances dangereuses prioritaires par la Directive Cadre sur
I’Eau (2000/60/CE) (Brignon et al., 2004). En effet, leur effet cancérogene a été démontré par de
nombreuses études, notamment sur les populations de travailleurs exposés (Bonnard, 2010). Ils
peuvent étre d’origine naturelle, issus de la roche, des incendies de foréts, ou formés par la
biosyntheése de la matiére organique (minoritaires); mais la source principale est d’origine

anthropique, liée a I’industrie chimique et pétroliere, la sidérurgie, les moteurs a combustion, etc.

Parmi les 130 HAP identifiés a ce jour, 16 sont généralement pris en compte lors des études
environnementales, considérés comme prioritaires par 1’United States Environmental Protection
Agency (US-EPA) (Annexe 2).
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Comportement

Les sols constituent un réservoir majeur pour les HAP : ces derniers s’accumulent sur les
particules solides, les argiles et sont plus particulierement piégés dans la structure de la matiere
organique, ce qui réduit leur potentiel de désorption (Le Bihanic, 2013). De plus, la partie des HAP
fixée sur la matrice fine du sol n’est pas accessible aux microorganismes dégradants. La mobilité
augmente pour les HAP de plus faible poids moléculaire (INERIS, 2005). Les caractéristiques

physico-chimiques sont résumées dans la Figure 5.

Tableau 2 : Caractéristiques physico-chimiques des HAP.

Solubilité Faible a tres faible
Densité Forte, immiscibles a 1’eau
Stabilité Biodégradable si milieu suffisamment aérobie
Polarité Apolaire (3 < Kow < 7)
Volatilité Semi-volatils

Toxicité

Apres exposition a des sols dopés, I’inhibition de la germination et de la croissance de
plusieurs especes végétales a été observée, tout comme I’apparition de chlorose, des diminutions de
I’activité photosynthétique et des stress hydriques, (Festuca arundinacea, Medicago sativa,

Sorghum vulagre et Panicam virgatum) (Reilley et al., 1996 ; Chaineau et al., 1997).

Dans leur étude sur 17 especes végétales exposées aux 16 HAP classés prioritaires, a des
concentrations proches de 150 mg/kg, Henner et al. (1999) ont montré que 1’orge, le mais et le ray-
grass n’étaient pas affectés par la contamination en présence, tandis que les dicotylédones
présentaient une inhibition de la germination a des taux compris entre 15 et 40%. Smith et al.
(2006) ont montré que la germination pouvait ne pas étre affectée, alors que c’était le cas pour la
croissance. Ces différences peuvent étre expliquées par les différences de conditions
expérimentales, que ce soit les propriétés du sol ou le moment de la contamination (Dupuy, 2014).
Une biomasse moins importante est souvent accompagnée de modifications morphologiques du
systéme racinaire, mais 1’intensité des effets observés dépend de 1’espece végétale considérée, du

polluant et du temps d’exposition (ibid).

Il ressort de ces études que les espéces testées ont une sensibilité différente a la présence des

HAP dans le sol de culture, avec par exemple une sensibilité plus grande chez les Fabacées que

chez les Poacées. Par ailleurs, la croissance racinaire serait davantage affectée que la croissance
foliaire (Bonnard, 2010).
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[.2.4. Substances organochlorées
I.2.4.1. Polychlorobiphényles (PCB)
Origine

Les PCB sont de formule générale Ci2Hao-nCla. Il en existe 209 différents, ayant entre 1 et 10
atomes de chlore. La convention de Stockholm les classe comme des polluants organiques
persistants et ils sont également qualifiés de micropolluants, car leurs effets toxiques se font sentir

sur I’environnement a trés faible concentration (Brunet, 2017).

La présence de PCB dans I’environnement est uniquement due a I’activité anthropique :
avant ’interdiction de leur mise sur le marché en 1987, ils étaient utilisés en tant qu’additifs dans
des vernis, colles, pesticides ou encore comme isolant électrique grace a leur résistance aux hautes
températures (Abbes et al., 2010). Souvent sous forme d’un liquide huileux, leur toxicité varie selon

les congéneres et les milieux.

Comportement

Tres stables a la chaleur, les PCB ne se décomposent qu’a des températures dépassant
1000°C. Leur inertie chimique les rend peu sensibles aux acides, bases et oxydants, d’ou leurs
différentes utilisations. Ce sont des polluants ubiquitaires et persistants, ayant une demi-vie allant
de 94 jours a 2700 ans selon les molécules. En général, les molécules les plus chlorées sont celles
qui sont le mieux adsorbées dans le sol car elles ont moins tendance a lixivier.

Les PCB, peu solubles et volatils, sont donc trés persistants et aucun mécanisme de dégradation
important n’a été mis en évidence dans les eaux naturelles et les systemes pédologiques (FAO,
2000 ; Chahal, 2008). Ainsi, ils sont encore largement retrouvés dans I’environnement, y compris
dans les zones reculées (Abbes et al., 2010). Les caractéristiques physico-chimiques sont résumées

dans la Figure 6.

Tableau 3 : Caractéristiques physico-chimiques des PCB.

Solubilité Faible a tres faible

Densité Forte

Stabilité Non biodégradable

Polarité Non polaire ou peu polaires (3.2 < Kow < 7.2)
Volatilité Semi-volatils

Viscosité Moyenne a élevée
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Toxicite

Le transfert des PCB vers les végétaux peut se faire de différentes manieres : (i) prélévement
depuis le sol par les racines. Ce mécanisme est limité en raison de la faible mobilité des molécules
et de leur taille, limitant le passage des barriéres racinaires ; (ii) absorption au niveau de 1’épiderme

via I’exposition atmosphérique. C’est la voie de transfert la plus significative (Chahal, 2013).

Les plantes supérieures peuvent accumuler voire métaboliser les PCB. Plusieurs études ont
montré un effet phytotoxique modéré, en fonction de I’espece et du congénére (Subramanian,
2017). Par exemple, Weber et Mrozek (1979) ont rapporté une inhibition de la croissance de 27 %
chez le soja contre 3 % de stimulation chez la féve, en présence de PCB a une concentration de 10
mg/l. Chez Aribidopsis thaliana, les PCB n’ont pas montré de toxicité significative vis-a-vis du

taux de germination, a des concentrations variant de 0 a 100 mg/l (Subramanian, 2017).

1.2.4.2. Dioxines (PCDD) et Furanes (PCDF)
Origine

Rendus célebres par 1’accident de Seveso (Italie) en 1976, les polychlorodibenzodioxines
(PCDD) et polychlorodibenzofuranes (PCDF), dits les dioxines et les furanes, sont toujours un sujet
de préoccupation en France. L’Organisation Mondiale de la Santé les considere comme des
polluants organiques persistants dans 1’environnement, tres toxiques et pouvant causer de graves
problemes de santé. Ils sont généralement produits par des phénomenes thermiques, tels que
I’incinération de déchets ou la combustion d’essence plombée (Barriuso et al., 1996). La sidérurgie
et la métallurgie, trés présentes sur le Golfe de Fos, sont les principales activités industrielles qui
émettent ces substances en France. Tout comme pour les PCB, dont ils peuvent étre des composés
secondaires, il existe de nombreux congénéres : 75 dioxines et 135 furanes. Leurs différences

résident sur le nombre et la position des atomes de chlore (Roulier, 2015).

Comportement

Ces deux familles de composés, regroupés sous le nom générique de “dioxines” sont trées
stables, peu solubles dans 1’eau, mais ont un fort potentiel de bioaccumulation (BRGM, 2008). En
effet, leur caractére lipophile (Kow > 6) fait qu’ils sont retenus sur la matiére organique du sol et
difficilement lessivés, méme lors de fortes pluies. Ainsi, la biodisponibilité est fonction de la teneur
en matiere organique du sol. Par ailleurs, une source d’élimination peut étre la volatilisation ou la
photodégradation, mais cela se restreint a la surface du sol et aux composés faiblement chlorés
(Roulier, 2015).
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Toxicite

De nombreuses études sur les effets des PCDD-F existent, mais celles-ci sont centrées sur la
santé humaine et animale. Les effets des PCDD-F sur les végétaux restent encore a décrire, et
I’attention est aujourd’hui portée sur les mécanismes d’absorption plutot que sur les effets toxiques.
Bien qu’ayant aucun role métabolique connu, les dioxines peuvent étre absorbées et accumulées
dans les tissus végétaux, notamment via les parties aériennes (Hanano et al., 2018). Hanano et al.
(2014) ont montré que chez A. thaliana, les PCDD-F induisaient un plus faible taux de germination,
une perte de biomasse aérienne et de chlorophylle, mais une augmentation de la biomasse du

systeme racinaire secondaire.

[.2.5. Polluants émergeants : les dérivés bromés (PBDE)
Origine

De formule générale C12H10nBr1O, les polybromodiphényléthers (PBDE) sont utilisés en tant
que retardateurs de flamme dans différents matériaux grace a leur propriété ignifuge. Ceux-ci
empéchent le départ du feu et retardent sa propagation, ce qui est a 1’origine d’une diminution des
incendies résidentiels ces dernieres décennies. Leur présence dans 1’environnement est uniquement
due a l’activité anthropique car ce sont des composés synthétiques, utilisés en remplacement des
PCB (Buckenmeier, 2010). Il en existe plus de 209 congéneres, dont trois principalement
commercialisés. Deux d’entre eux (pentaBDE et octaBDE) sont interdits en Europe depuis 2004 et

le troisieme (decaBDE) est soumis a la réglementation REACH.

Comportement

Dans les sols et sédiments, les PBDE ont tendance a se fixer a la fraction organique des
particules. C’est dans ce compartiment que 1’on en retrouve la majeure partie, et leur adsorption
augmente avec le nombre d’atomes de brome (Buckenmeier, 2010). Une fois adsorbés aux
particules solides, les PBDE sont peu mobiles, mais peuvent tout de méme migrer dans certains
types de sols (percolation, ruissellement ou lessivage). Leur élimination dans la nature est favorisée
par l’exposition des sols et des sédiments aux conditions environnementales, mais leur
transformation en congénéres moins bromés et autres sous-produits s’effectue lentement (Beaumier,

2014). Les caractéristiques physico-chimiques sont résumées dans la Figure 7.
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Tableau 4 : Caractéristiques physico-chimiques des PBDE.

Solubilité Tres faible
Densité Tres élevée
Polarité Apolaire (6 < Kow < 7)

Viscosité Tres forte

Toxicite

Une fois encore, bien que la recherche concernant la toxicité des PBDE ait progressé, elle
s’est surtout intéressée aux effets sur les espéces aquatiques et les mammiféres. Par exemple, des
dangers létaux ont été rapportés sur Daphnia magna (la puce d’eau), Paloemonetes pugio (la
crevette) et Scophthalmus maximus (le turbot) pour respectivement CL50=7,9 png/l, 24pg/l et 14 pg/l
(Beaumier, 2014).

En 2014, Xu (2014) écrit qu’a sa connaissance “aucune étude n’a été menée sur leur toxicité
sur les plantes terrestres”. Cependant, leur étude a démontré une inhibition de la germination des
graines et du développement des plantules de mais, ainsi que des dommages causés a I’ADN par

trois congéneres.

I.3. Contamination multiple

Au fil du temps, de nombreuses connaissances ont été acquises sur la description et la
caractérisation des effets a la suite d’une exposition a une substance toxique. Cela s’est avéré
nécessaire et utilisé dans les textes réglementaires pour la gestion des risques. Cependant, de
nombreuses réglementations se basent uniquement sur les effets des substances agissant de maniéere
isolée (Badot, 2012). C’est seulement depuis les années 2000 que la communauté scientifique s’est
intéressée aux interactions entre plus de 2 especes chimiques, alors que le milieu naturel est tres

souvent soumis a plusieurs contaminants (ULSOP, 2009).

Afin de prédire les effets toxiques des mélanges de polluants, on utilise des modeéles de
référence basés sur 1’action connue des contaminants un a un. Ces modeles d’addition ou
d’indépendance permettent de mieux appréhender la toxicité des mélanges « a priori ». Cependant,
on estime que dans 20 a 40 % des cas, il y existe des interactions entre contaminants, et les
prédictions des modeéles se retrouvent biaisées. Cela peut mener a des décisions de gestion qui

majorent ou minorent les risques liés a la pollution du site (Badot, 2012).
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Entre deux composés, il peut y avoir soit une non-interaction, c’est-a-dire une simple
additivité des concentrations ou des réponses, soit une interaction (Figure 8). Dans le second cas,
I’effet du mélange peut étre supérieur (synergisme) ou inférieur (antagonisme) a celui attendu sur
la base de 1’additivité simple (Ribera et Taberly, 2011).

Plusieurs facteurs entrent en jeu dans les interactions entre substances chimiques (Ribera et
Taberly, 2011) :

- La durée et la fréquence d’exposition. Un effet peut étre synergique les premiers jours puis

simplement additif par la suite ;
- L’organisme testé. Les effets peuvent différer d’une espece a une autre ;
- Le ratio entre les substances ;
- L’ordre suivant lequel les substances entrent dans le mélange ;

- La vulnérabilité du milieu.

[ Mélange de composés chimiques |
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_‘_'_‘_,—F
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| « Loewe additivity » | | « Bliss independance » | = More than additive » = Less than additive »
= Additivite des doses = Additivite des re ponses = Synergisme = Antagonisme

Figure 4 : Principaux types d’interactions observées lors de [’étude de mélanges de composés
chimiques (Ribera et Teberly, 2011).

Norwood et al. (2003) ont évalué 191 études sur les mélanges de métaux. Parmi elles,
seulement 35 ne concernaient pas des mélanges binaires. Dans 27 % des cas, ils ont observé un
phénomeéne d’additivité strict, dans 30 % des cas du synergisme et dans 43 % des cas de
I’antagonisme. Cependant, pour des mémes mélanges, des phénomeénes contraires peuvent étre
observés. Chapman (2008) a déclaré qu’il n’était pas possible actuellement de prédire précisément

les interactions entre métaux.

S’ajoute au faible nombre d’études portant sur des mélanges complexes le fait que ces
études soient généralement dédiées a des substances ayant des structures ou des modes d’action
similaires. Cependant, il existe des travaux sur les mélanges industriels qui ont montré que le
principe d’additivité se vérifie lorsque le mélange devient plus complexe, indépendamment du
mode d’action des substances (Ribera et Taberly, 2011). De plus, De Zwart et Sloof (1987) ont
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évalué des mélanges d’hydrocarbures (dont les HAP), d’alcools, d’amines et de métaux dont les
effets sur la daphnie étaient généralement additifs. De méme, de nombreux travaux ont montré des
réponses similaires, que ce soit sur des algues, des bactéries ou des poissons (Ribera et Taberly,
2011). En revanche, Parvez et al. (2009) ont également constaté des effets antagonistes de mélanges
de composés organiques représentatifs des industries chimiques, textiles ou pétrolieres (27 a 67 %

des cas) (Figure 9).

®

. Réponses additives
. Réponses antagonistes

. Réponses synergigues

Figure 5 : Interactions dans des mélanges représentatifs de différentes activités
industrielles (A) papetiere, (B) chimique, (C) textile, (D) pétroliere (Parvez et al., 2009).

I.4. Principes d’écotoxicologie

Apres avoir cerné les propriétés importantes des sols et des polluants, il est primordial de
s’intéresser a leur toxicité environnementale et aux dégradations que peuvent subir les écosystemes.

C’est le r6le de 1’écotoxicologie, dont nous allons ici définir les principales notions.

1.4.1. Définitions

L’écotoxicologie est une discipline relativement récente, située a 1’interface entre 1’écologie

et la toxicologie. Elle est définie en 1977 par Francois Ramade comme étant 1’étude des agents
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polluants produits par I’activité humaine ; mais aussi leurs mécanismes d’actions et effets sur les
étres vivants qui peuplent la biosphére. L’écotoxicologie a donc pour but de répondre aux questions
concernant I’impact des polluants sur les écosystemes et de rendre accessibles et exploitables des

outils pour les décisionnaires politiques et les gestionnaires de milieux naturels (Fritsch, 2010).

L’évaluation de 1’écotoxicité de polluants vient en complément des analyses physico-
chimiques du milieu, qui suffisent rarement a définir leur dangerosité. Pour se faire, des tests sont
réalisés, outils qui offrent une information plus intégrée des effets de la substance d’intérét (Priac,
2014). 1l s’agit de mettre en contact un organisme « modeéle » avec la substance étudiée afin d’en

évaluer sa toxicité (cf. 3.3).

La toxicité d’une substance dépend des concentrations auxquelles un individu est exposé et

du temps d’exposition. On distingue ainsi :

- La toxicité aigiie, ou a court terme. Les effets se manifestent rapidement, aprés une

exposition unique ou sur quelques heures, a une forte concentration de ladite substance ;
- La toxicité subaigiie, due a une exposition pouvant aller jusqu’a 3 mois ;

- La toxicité chronique, ou a long terme. L’individu est alors exposé de maniere répétée, a une
faible concentration de substance, et les effets seront observés quelques mois a quelques

années plus tard (ineris.fr).

1.4.2. Mesures d’évaluation

L’écotoxicité d’une substance peut étre évaluée selon plusieurs criteres : les doses, les

concentrations et les seuils (Ramade, 2007).

Une dose est une quantité apportée a un individu. On peut déterminer la dose d’inhibition
(DI), par exemple la dose a partir de laquelle la photosynthése est inhibée, et la dose d’effet (DE)
d’un processus biologique, par exemple la dose a partir de laquelle on observe un effet sur la
croissance d’un végétal. On peut aussi déterminer la dose létale (DL), qui meénera a la mort d’un
individu. Ces mesures s’expriment suivant le pourcentage de I’effet créé : DL50 représente la dose

pour laquelle 50 % de la population testée meurent.

Cependant, mesurer les doses administrées dans des essais de terrain est impossible, c’est
pourquoi cet indice est utilisé pour des essais de laboratoire ou les conditions expérimentales sont
controlées (Priac, 2014). Pour des essais environnementaux, on utilise plutét les concentrations :

inhibitrices (CI), efficaces (CE) ou létales (CL), grandeurs qui sont mieux adaptées.

Enfin, nous pouvons déterminer des seuils de toxicité, valeurs pour lesquelles aucun effet
n’est observé (CSEO - Concentration sans effet observé) ou valeurs pour lesquelles nous observons

le plus petit effet (CMEO - Concentration minimale avec effet observé) (Figure 10) (Priac, 2014).
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Toutefois cet indice peut mener a sous-évaluer 1’action d’un produit toxique car 1’absence d’effets

manifeste ne signifie pas qu’il n’en existe pas.
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Figure 6 : Courbe type concentration/réponse des tests d’écotoxicité.
CSEO = plus forte concentration pour laquelle aucun effet n’a été
observé. CMEO = plus faible concentration induisant un effet significatif.

[.4.3. Tests normalisés et especes modeles

Il existe plusieurs tests normalisés, qui permettent de mettre en ceuvre une démarche de
caractérisation des propriétés toxiques des contaminants. Ceux-ci sont basés sur I’utilisation
d’espéces modeéles retenues pour leur facilité d’utilisation ou leur sensibilité aux polluants. Les tests

d’écotoxicité s’appliquent au milieu terrestre aussi bien qu’au milieu aquatique.

Daphnia magna (la daphnie) est I’'un des organismes les plus couramment utilisés. On s’en
servira par exemple pour un test d’écotoxicité aigiie : des juvéniles sont exposés a une gamme de
concentrations de substances toxiques pendant 1 a 2 jours (ISO 6341). Il s’agit ensuite de mesurer le
paramétre « inhibition de la nage », c’est-a-dire déterminer la concentration efficace, sans effets
observés et minimale. Pour un test d’écotoxicité chronique, ces juvéniles sont exposés pendant 3
semaines a la substance toxique, et on s’intéresse ensuite a leur capacité de reproduction (ISO
10706). Un autre test couramment utilisé est le test Microtox. Il permet de déterminer 1’effet
inhibiteur d’échantillons d’eau sur la luminescence de Vibrio fischeri, une bactérie qui produit une
bioluminescence naturelle. Il s’agit ici de mesurer les variations de luminescence induite par les

substances contenues dans 1’eau.
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Ces deux tests ont été comparés a travers I’étude de 39 effluents industriels. Dans 86% des
cas, les réponses obtenues étaient concordantes, mais il est apparu que la sensibilité des tests était
fonction de la nature de I’effluent, et que le test Microtox présentait des avantages pour sa rapidité,
sa simplicité et son prix réduit (Vasseur et Ferard, 1984). Ceci souligne I’importance du test choisi

dans I’interprétation des résultats acquis.

Les tests d’écotoxicité terrestre s’appuient, quant a eux, souvent sur des vers de terre ayant
un cycle de vie court et une sensibilité notable. Par exemple, une population de vers (Eisenia fetida)
pourra étre mise en contact d’un sol pendant 14 jours avant 1’évaluation de sa mortalité pour un test
d’écotoxicité aigiie (ISO 11268-1), ou étre mise en contact 56 jours avant 1’évaluation des effets sur

la reproduction pour un test d’écotoxicité chronique (ISO 11268-2).

Enfin, les modeles végétaux sont intéressants car ils présentent des surfaces d’échanges
importantes grace a leurs parties aériennes et racinaires, ce qui leur donne 1’avantage d’étre au
contact a la fois avec le sol et I’atmosphere (site du LIEC, UMR 7360). Les principaux parametres
déterminés sont 1’inhibition de la croissance racinaire (ISO 11269-1) et I’émergence et la croissance
des végétaux supérieurs (ISO 1169-2). Hordeum vulgare (1’orge), Brassica rapa (la navette) et/ou
Brassica rapa ssp. rapa (le navet sauvage) sont recommandés par la norme, mais plusieurs variétés

de végétaux définies peuvent étre utilisées.

L’activité photosynthétique des plantes est aussi un indicateur pertinent de la contamination
des sols (Grand et al., 2012). La teneur en pigments foliaires peut varier selon les especes mais
également en fonction des facteurs internes et des conditions environnementales. Les teneurs en
chlorophylles a et b sont considérées comme des biomarqueurs sensibles de la pollution et du stress
environnemental (Tripathi et al., 2007). Aujourd’hui, il est établi que des facteurs de stress, et
notamment la présence d’éléments traces meétalliques, peuvent affecter les capacités
photosynthétiques des plantes. Ceci se manifeste par une baisse de photosynthése nette due a une
augmentation de la fluorescence de la chlorophylle a, voire une altération de la synthese des
chlorophylles. Les HAP, certains insecticides et solvants organiques peuvent également affecter la
photosynthese des végétaux. Mesurer la fluorescence de la chlorophylle peut donc étre utile pour

mettre en évidence des conditions de stress (Serra, 2015).

Enfin, la bioaccumulation des polluants apporte des informations sur leur biodisponibilité et
leur mécanisme d’action et de transfert. Cependant, la diversité des facteurs influencant le
comportement de la faune et de la flore (propriétés physico-chimiques, contaminations, conditions
climatiques) peut rendre les résultats d’essais menés sur des sols difficiles a interpréter. Il devient
nécessaire de trouver un sol non contaminé servant de référence avec des propriétés les plus proches
possible du ou des sols étudiés. De plus, les conditions expérimentales doivent étre adaptées au
mieux pour permettre une croissance normale des végétaux d’essai. Il faut donc pouvoir controler et

suivre la température, I’humidité et 1’éclairage présents dans le laboratoire d’essai.
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II. Présentation du site d’étude

IL.1. Situation géographique

Dans les Bouches-du-Rhone, nous recensons 9270 sites ayant accueilli une activité
industrielle, dont 3961 ne sont plus en activité (source : BASIAS). Une forte implantation
industrielle est donc présente, notamment sur le pourtour du Golfe de Fos, associée a un fort trafic
routier et maritime. En effet, ce territoire abrite le bassin ouest du Grand Port Maritime de Marseille
(GPMM), qui en fait la premiere zone industrialo-portuaire de France et d’Europe du Sud (Ciarlo,
2017).

Le site industriel d’Azur Chimie est localisé dans la zone d’activité de la Gafette, a Port-de-
Bouc. Il se situe en bordure nord du Canal de Caronte, qui relie I’Etang de Berre a la Mer
Meéditerranée (Figure 11). Ce site, qui n’est plus exploité depuis 2010, est une friche industrielle.
L’Institut National de la Statistique et des Etudes Economiques (INSEE) indique qu’une friche est
un « espace bati ou non, anciennement utilisé pour des activités industrielles, commerciales ou
autres, abandonné depuis plus de 2 ans et de plus de 2000 m? ». L'Agence de I'Environnement et de
la Maitrise de I'Energie (ADEME) ajoute que I’activité qui a eu lieu par le passé a pu laisser derriére

elle “une pollution plus ou moins prononcée” (ADEME, 2013).
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Figure 7 : Localisation du site Azur Chimie (13).
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I1.2. Passeé industriel

Le site d’Azur Chimie, référencé dans BASOL (numéro 13.0080 et 13.0083) présente un
historique industriel chargé. Il est situé sur une ancienne lagune cotiére utilisée pour 1’extraction de
sel, dont une partie a été remblayée peu a peu pour permettre la création d’une voie ferrée dans les
années 1920. Peu a peu, la partie restante a ensuite été comblée par les déchets municipaux ou
industriels de la ville de Port-de-Bouc. En 1966, c’est le groupe producteur de matiéres plastiques et
de résines synthétiques Ugine Kuhlmann qui s’installe. Une succession de groupes industriels
suivra, le dernier en date étant Azur Chimie. C’est une installation classée pour I’Environnement
(ICPE) et classée SEVESO, ayant deux secteurs de fabrication : le secteur Fine Chemicals, qui
produit des dérivés aromatiques bromés et le secteur Flame Retardant, producteur de retardateur de
flamme pour matieres plastiques. L’exploitant a cessé I’ensemble de ses activités en 2010 (source :
BASOL). Aujourd’hui, I’ensemble des batiments a été détruit par la mairie de Port-de-Bouc, le

propriétaire du terrain, mais aucun traitement supplémentaire n’a été effectué (Ciarlo, 2017).

I1.3. Caractéristiques naturelles

I1.3.1. Géologie

En France, le pourtour méditerranéen se sépare en deux : la Provence cristalline et la
Provence calcaire, o se situe I’Etang de Berre et le Golfe de Fos (Ciarlo, 2017). Les formations
géologiques qui composent le site d’étude sont datées du Bégudien (Maastrichtien inférieur, 72-66
Ma) et on y retrouve principalement des alternances marno-calcaires avec la possible imbrication
d’argilite, de lentilles de poudingue ou de gres. Le Golfe de Fos est compris entre 1’extrémité

occidentale de la chaine de la Nerthe et le delta du Rhone, au Sud de la plaine de la Crau.

I1.3.2. Hydrologie

Sur le contour du site se trouve le ruisseau Saint-Jean, de 700 m de long pour une largeur de
2 a 5 m. Sa profondeur varie entre quelques dizaines de centimeétres a I’amont a deux metres a
I’aval, avec un faible débit et une eau saumatre. Il se jette dans le Canal de Caronte, a 200 m, qui
relie I’Etang de Berre a la mer Méditerranée (via le Golfe de Fos) (ibid). Une unité aquifére & nappe
majoritairement libre traverse le site en s’écoulant du nord-ouest vers le sud-est. Il s’agit de la
masse d’eau du bassin versant de la Touloubre et de 1’Etang de Berre (FRDG513).
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I1.3.3. Climatologie

A Port-de-Bouc le climat est méditerranéen, c’est-a-dire caractérisé par des étés chauds et
secs et des hivers doux et humides (Figure 12). La température moyenne annuelle est de 14,1°C et

les précipitations annuelles de 594 mm en moyenne (source : climate-data.org, 2019).
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Figure 8 : Températures et précipitations moyennes a Port-de-Bouc sur la période
1982-2012. Source : climate-data.org (2019).

I1.3.4. Végétation

Le site d’Azur Chimie se caractérise par une végétation majoritairement herbacée, avec des
zones de végétation basse et des zones de végétation d’environ 1,5 m de hauteur. Certaines especes
sont retrouvées en grand nombre : Avena sterilis (Avoine sauvage), Foeniculum vulgare (Fenouil),
Urospermum dalechampii (Urosperme de Daléchamps), Plantago lanceolata (Plantain lancéolé),
Ecballium elaterium (Concombre d’ane) ou encore Bromus sterilis (Brome sterile), une plante
rudérale (Austruy et al., 2017).

I1.4. Etudes connexes

L’Institut Ecocitoyen pour la Connaissance des Pollutions réalise depuis 2 ans des études sur
ce site, en partenariat avec le Centre Européen de Recherche et d’Enseignement en Géosciences de
I’Environnement (CEREGE) et le Laboratoire Chimie Environnement (LCE). Un projet de
recherche est actuellement financé, le projet Brom’Azur (OHM LM, Labex DRIIHM) dont le

principal objectif est de caractériser la présence, le comportement et le transfert des dérivés bromés,
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polluants émergents ciblés par la Directive Cadre Européenne sur I’Eau comme substances

dangereuses prioritaires, du site industriel vers le milieu marin (Malleret et al., 2019).

Tableau 5 : Concentrations moyennes en contaminants dans I’horizon de surface du sol d’Azur
Chimie et écarts-types (n=21) (Ciarlo, 2017 ; Austruy et al., 2018).

ETMM (mo/kg) HAP PCDDE
Pb ] Cu 7n cd Fg (kg |78 KA kg
Moyeme | 624,81 | 5934 | 26038 | 100067 | 585 | 564 | 1049765 | 56,10 | 276
Ecarttype | 113667 | 10.75 | 463.01 | 120743 | 407 | 1805 | 1675350 | 91563 | Lol
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du site d’Azur Chimie (Ciarlo, 2017).
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Ciarlo (2017) a mis en évidence une contamination métallique importante (Cd, Cu, Pb, Zn,
Hg, Cr) et hétérogéne en surface, entralnant un impact négatif sur ’activité biologique du sol,
aggravé par la présence de remblais sur certaines zones. L.a contamination en polluants organiques
(PCB, HAP, PCDD-F et PBDE) s’est aussi révélée tres hétérogene sur 1’ensemble du site (Austruy
et al., 2018). La Figure 13 présente les concentrations de surface moyennes obtenues pour la totalité
des points d’échantillonnage par contaminant. Pour une grande partie d’entre eux, 1’écart-type est
supérieur ou proche de la valeur moyenne. Ceci montre la forte dispersion des concentrations
obtenues et met bien en évidence 1’hétérogénéité et la complexité de la contamination en surface. La
Figure 14 illustre ce phénomeéne a travers ’exemple de la répartition des teneurs en chrome. De
plus, la réalisation de fosses pédologiques sur le site a permis de caractériser et d’analyser les
différents horizons de sol jusqu’a environ 70 cm de profondeur mettant en évidence la présence de
contaminations (HAP, PCDD-F, PCB, métaux) jusqu’a 70 cm.
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L’étude sanitaire a démontré un indice de risque élevé notamment pour Pb, ce qui n’est pas
compatible pour un usage sensible du site (habitats, établissement recevant du public), nécessitant la
réalisation d’une étude d’Interprétation de 1’Etat des Milieux (IEM) et éventuellement un plan de
gestion.

Des mesures géophysiques ont été effectuées en paralléle (Austruy et al. ,2018). Le signal de
la décharge a été détecté a travers de nombreuses anomalies magnétiques ponctuelles. Les mesures
de résistivité électrique semblent indiquer la présence d’une nappe d’eau, principalement saumatre,

dont le niveau piézométrique se trouverait a environ 4,5 m de profondeur.

Toutes ces données servent a la caractérisation du sol du site d’Azur Chimie, que cette étude

a pour ambition de compléter en mesurant la toxicité des mélanges de polluants.
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I1I. Distribution verticale des polluants

Dans le domaine des sites et sols pollués, les contraintes réglementaires et les valeurs guides
utilisées en tant que référentiel dans la remédiation des sols contaminés reposent principalement sur
des criteres physico-chimiques, qu’il est donc important de déterminer. Nous cherchons ici a
déterminer la contamination du site d’Azur Chimie en profondeur et les risques que cela peut

engendrer vis-a-vis des populations proches et de 1’environnement.

II1.1. Méthodologie

[11.1.1. Carottage et prélevement de sol

Légende

i} Site d'AzurChimie

® Points de préléevement
des carottes
Ruisseau de St-Jean

Figure 10 : Localisation des points de carottage, site d’Azur Chimie.

Deux carottes ont été réalisées sur le site Azur Chimie a 1’aide d’un carotteur mécanique
(Cobra TT) permettant la réalisation de carotte jusqu’a 4 m de profondeur. Ces carottages ont été
effectués le 18 mai 2018 (Figure 15). La carotte F1-2 est localisée au nord-ouest du site et présente

une profondeur de 310 cm. La carotte F1-3, de 175 cm de profondeur, a été réalisée en contrebas de

38



F1-2 prés du ruisseau. Cette deuxiéme carotte avait pour but de prélever du sol plus en profondeur
par rapport au niveau du site. Les prélevements ont été effectués sous un temps ensoleillé, des
précipitations avaient cependant eu lieu la semaine précédente facilitant le prélévement. Les

carottes ont ensuite été décrites et un échantillon par horizon a été réalisé.

I11.1.2. Pré-traitement des échantillons de sol
I11.1.2.1. Parametres physico-chimiques analysés

L’analyse des parameétres physico-chimiques a été réalisée sur la fraction inférieure a 2 mm

selon les normes AFNOR suivantes :
* NF X13-117 pour le pH et la conductimétrie ;
* NF ISO 10694 pour le Carbone Organique Total (COT) (perte au feu) ;
* NF ISO 13878 pour I’azote total (analyseur élémentaire FlashSmart 2000 ThermoFisher).

A partir de la concentration en azote total et en COT, le rapport C/N a été calculé. De méme,
a partir de la teneur en COT, la concentration en matiere organique (MO) a été calculée selon

1’équation :

MO(g/kg) = COT x 1,71

I11.1.2.2. Extraction de la fraction pseudo-totale en ETMM

Les échantillons réalisés sur les carottes F1-2 et F1-3 ont été séchés a 40°C a I’étuve jusqu’a
une perte de poids inférieure a 5 % en 24, avant d’étre tamisés a 2mm puis broyés en particules
fines a I’aide d’un mortier. Une prise d’essai d’environ 100 mg de chaque échantillon de sol broyé a
été introduite dans un creuset en téflon avec 4,5 ml d’eau régale (2/3HCI + 1/3 HNO3). L’eau régale
permet d’obtenir la concentration pseudo-totale en éléments traces, c’est-a-dire environ 90 % de la
teneur totale. Pour pouvoir mettre en solution tous les constituants, il aurait fallu utiliser de I’acide
fluorhydrique, extrémement toxique et corrosif, mais de nos jours, dans le domaine des sites et sols

pollués, les extractions sont en grande majorité réalisées a 1’eau régale (DGPR, 2017).

Les échantillons sont ensuite minéralisés au four micro-ondes (Mars 5 CEM) et soumis au
cycle de chauffage suivant : (i) 15 min jusqu’a 180°C puis 10 min a 180 °C (plateau), (ii) 20 min
jusqu’a 230°C puis 15 min a 230°C (plateau), (iii) refroidissement des réacteurs (Annexe 3). La
minéralisation permet de détruire la matrice de 1’échantillon et de libérer les éléments en solution.
Apres refroidissement, les minéralisats sont transvasés dans des tubes a centrifuger, et complétés a

15 ml avec de I’eau miliQ. Ces derniers sont centrifugés 15 min a 4000 tour/min, puis dilués d’un
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facteur 14 avec de ’'HNO3 2 %. Les échantillons sont conservés a 4°C jusqu’a I’analyse a I’ICP-
AES (Annexe 4).

I11.1.2.3. Extraction de la fraction biodisponible en ETMM

L’extraction de la fraction biodisponible en ETMM des échantillons de sol a été effectuée a
partir d’une solution de DTPA. L'utilisation du DTPA pour évaluer la biodisponibilité d’une grande
partie des ETMM dans les sols calcaires a fait 1'objet de nombreuses publications (Chaignon, 2001)
et est aujourd’hui une méthode reconnue. La prise d’essai est de 5 g de sol tamisé a 2 mm, mise au
contact avec 10 ml de la solution d’extraction composée d’acide diéthyléne triamine pentaacétique
(DTPA) a 0,005 mol.I'}, de triéthanolamine (TEA) a 0,1 mol.L-! et de CaCl» a 0,01 mol.L."%, le pH
doit étre maintenu a 7,3. La présence de DTPA et CaCl; dans la solution d'extraction permet d'éviter
une dissolution excessive de CaCOs et la libération trop importante de métaux (Chaignon, 2001).

Ainsi, seule la fraction soluble et facilement échangeable des métaux et métalloides est extraite.

Le mélange est ensuite agité pendant 2 h a 120 tour/min dans un agitateur rotatif, puis
centrifugé a 4500 tour/min pendant 20 min. Le surnageant est recueilli grace a un filtre seringue de
0,22 pm dans des flacons en polyéthyléne (chimiquement inerte). Ces échantillons prétraités
peuvent ensuite étre passés a I’'ICP-AES et I’'ICP-MS.

I11.1.3. Calcul du facteur d’enrichissement

La politique francaise de gestion des risques se base sur la comparaison du sol étudié avec
I’état initial de I’environnement et des milieux naturels voisins. Il est donc nécessaire de connaitre
les concentrations naturelles en éléments traces, liées a la géochimie du matériau parental a partir
duquel le sol s’est formé et a sa pédogenese : c’est ce qu’on appelle le fond pédogéochimique
naturel (FPGN) (Austruy et al., 2016). Le FPGN permet de faire ressortir les anomalies naturelles et

est défini par des valeurs moyennées pour 1’aire géographique considérée (Ciarlo, 2017).

A partir des valeurs du FPGN (Figure 16), il est possible de déterminer le facteur

d’enrichissement (FE) des sols, afin d’identifier les contaminations anthropiques.

([E—T )horizonde surface
rE=-1Al1
(% ) horizon profond

L’aluminium est utilisé comme élément de référence car il est conservatif et sa concentration

est relativement constante avec la profondeur en milieu naturel pour de nombreux sols. Nous
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pouvons parler de pollution lorsque FE est supérieur a 2, c’est-a-dire lorsque les concentrations en
ETMM dans le sol considéré sont significativement supérieures au FPGN de la zone (Austruy et al,
2016). La Figure 17 montre les classes proposées par Sutherland (2000) pour classer les degrés de
pollution d’apres le facteur d’enrichissement.

Tableau 6 : Fond pédogéochimique naturel du territoire situé a I'Ouest de I'Etang de Berre et sur le
pourtour du Golfe de Fos (Austruy et al., 2016).

As | cd | co | cr | cu | Ni | Pb [ Vv [ Zn Al | Fe
mg/'kg g/kg

Maoyenne 14,9 0,4 95 31,7 | 131 | 214 | 164 | 3009 | 417 | 784 | 57,6

T 0 0 4 0 0 0 0 0 01 | 304 | 112
inférieure
Vibrisse

. 33,9 0,9 146 | 67,1 | 292 | 551 | 331 | 632 | 888 | 1338 | 951
superieure

Tableau 7 : Classes déterminées pour le degré de pollution en fonction du facteur d'enrichissement
(Sutherland, 2000).

EF <2 Enrichissement inexistant ou faible
2<EF<5 Enrichissement modéré
5<EF <20 Enrichissement significatif

20 <EF <40 Enrichissement tres fort

EF > 40 Enrichissement extréme

II1.2. Description et identification des horizons de sol

La premiére carotte F1-2 se situe en surface de la friche et présente une profondeur de 3,10
metres (Figure 18). Les limites entre horizons ont été définies suivant des criteres morphologiques
visuels mais aussi grace a une mesure de susceptibilité magnétique de surface. L’ensemble de la
tariere est de texture limono-sableuse avec une charge en cailloux tres importante. Prés de 50 % de
la carotte est constitué de cailloux ou d’artefacts d’origine anthropique. Une description par horizon

a été effectuée et est présentée ci-dessous.
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P A T DR H1 :Couleur brun beige avec matiére organique. Présence
1. i ) de brigues et de bois dégradé
- B v 3 L ' py ;_ é H2 : Morceaux blancs (3cm) qui ressemblent & un produit
1| (:;. 7% g o . 3_32-:_ & chimigue, nombreux artefacts : briques, verre
Tle Q : P =53 Q Q H3 : Nombreux artefacts : briques, verre, béton, plastique.

50 cm 4 o {:}Q Rpye ‘ Traces de bois dégradé.

lo=8, soso

B : & <:} :

o Q ) e v H4 : Idem H3 avec des charbons, scories, bouts de tissus
N
100em 1+ [ @7

H5 : Plus humide. Noir sur le haut puis couleur ocre, grise
et blanche. PRésence de verre, briques et céramique.

150 cm T QCQ'D. .;:} Gravier jaunatre.

T [B5= B [x] J [CHRAS H6 : Présence de matériaux durs de couleur beige
T [ttt i H7 : Matériau meuble. Couleur jaune ocre et brun. Beau-
1 G -_;6 e TrRa coup de scories et de petits galets ronds
1" B Gﬁ o
_"'jﬂ::_ st SN
200 cm [k R
T [ s e e H8 : pierreux et homogéne
.S, oo

1 : o T : : passage aveccouleur verte, comme du cuivre.
' Transition sur lcm
4 - .._ | _H10 : passage sombre noir, verre et charbon.

|_— Transition ondulée sur 2 cm
H11 : passage rouge délimité vers le bas par un liserai
beige (1mm)

250 cm T L : : :
< T———_H12 : Couleur noir avec charbon et petite racine. Tran-
T al sition progressive ondulée sur 2 cm.
1 T—_H13: Couleur brun rouge. Charbaons et morceaux de
T céramique
i [———_H14: Couleur brun noir avec des passages rouges et des
; graviers plus clairs. Transition progressive sur 1 cm
T #|— HI15: Couleur trés noire avec beaucoup de charbon.
300 cm 4+ : '.””‘“*»-5 Transition sur 1 cm

~.H16 : Couleur brun rouge. Charbons et artefacts indeé-
terminés Transition progressive ondulée sur 1 cm
H17 : Couleur noir. Charbons et/ou hvdrocarbures.

Figure 11 : Représentation schématique de la carotte F1-2.

H1 (0-12 cm) L’horizon est brun beige, avec de la matiére organique et des graviers. On y retrouve
la présence de briques, de verres et des traces de bois dégradés. Des cailloux plus grossiers,

jusqu’a 5cm de diametre font la transition avec I’horizon suivant.

H2 (12-35 cm) L’horizon comprend des morceaux blancs friables (jusqu’a 3cm) qui ressemblent a

un produit chimique. Le reste est brun avec des cailloux, des traces de bois dégradés et de

42



nombreux artefacts (briques, verres). La transition se fait essentiellement via la disparition du

blanc.

H3 (35-80 cm) L’horizon est frais, avec de nombreux artefacts également (briques, verre, béton,

plastiques, scories). On y trouve des graviers ronds.

H4 (80-140 cm) L’horizon a été délimité via la susceptibilité magnétique mais peu de différences
morphologiques ont été observées. On y trouve toutefois des morceaux de tissu de taille

décimétrique et des petits bouts de racine. La transition a 140 cm est nette.

HS5 (40-160 cm) Le matériau est plus humide et noir dans cet horizon. Sur 1 cm on note la présence
de morceaux de béton, puis un changement en termes de couleur (ocre, gris, blanc). La
encore, des morceaux de verre sont retrouvés, de briques, de céramiques, des racines mortes

et du gravier jaunatre.
H6 (160-170 cm) L’horizon présente des matériaux durs, ressemblant a une roche beige poreuse.

H7 (170-210 cm) Le matériau devient meuble, avec de nombreux morceaux de scories, des petits
galets ronds, des morceaux de charbon (1 a 10 cm), du verre. On y trouve également un

morceau induré avec des couleurs allant du violet a 1’orange.
H8 (210-220 cm) L’horizon est pierreux, homogeéne avec une transition sur 1 cm.

H9 (235-239 c¢m) L’horizon est caractérisé par un passage avec une couleur verte (comme du

cuivre) et une transition inférieure a 1 cm.

H10 (239-244 cm) L’horizon est sombre avec des morceaux de verre et de charbon. La transition

est ondulée sur 2 cm.

H11 (244-248 cm) L’horizon est de couleur rouge délimitée vers le bas par un liseré beige tres fin

(1mm). La transition horizontale se fait sur moins de 5 mm.

H12 (248-262 cm) L’horizon est homogeéne, noir avec la présence de charbons et de petites racines

(diametre inférieur a Imm). La transition est ondulée sur 2cm.

H13 (262-278 cm) L’horizon est hétérogene brun rouge, avec des cailloux, charbons, morceaux de

céramiques.

H14 (278-291 cm) L’horizon est brun-noir avec des passages rouges et des graviers plus clairs. La

transition est progressive sur 1mm.
H15 (291-296 cm) L’horizon est également de couleur foncée (noire) avec beaucoup de charbons.

H16 (296-302 cm) La couleur de cet horizon est hétérogene (brun rouge avec un noyau tres rouge).

On y trouve du charbon et des artefacts indéterminés.
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H17 (302-310 cm) Enfin ce dernier horizon est noir homogéne avec du charbon et/ou des

hydrocarbures. On observe un gradient d’humidité du haut vers le bas.

La seconde carotte F1-3 se situe en bordure du ruisseau Saint-Jean, en contre-bas de la

surface de la friche et a été réalisée sur une profondeur de 1,72 m (Figure 19). Le carottier a bloqué

sur un matériau dur empéchant d’atteindre une plus grande profondeur, mais rien n’indique que ce

soit le matériau parental. L’horizon OL n’a pas été échantillonné, il était composé de feuilles de

poacées et de feuilles d’arbres caduques. Jusqu’a 98 cm, le matériau est sableux, mise a part

I’horizon H4. En dessous, il semble que les horizons correspondent a des matériaux d’apport,

probablement issus de la décharge. De 1’eau libre est observée dés 140 cm de profondeur.

0cm

30 cm
36 cm

50 cm

75 cm

90 cm

98 cm

110 cm

125 cm
130 cm

140 cm

152 cm

166 cm
172 cm

H1 : Frais; couleur brun noir; présence d'artefact :
brique (1 a 2 cm), coquille de bivalve (- de 1cm), bouts
de verre; texture limono-sableuse fine; quelques racines
(diamétre <1mm)

H2 : Horizon de transition; couleur intermédiaire

H3 : Sec; couleur brun; présence d'artefacts : béton,
verre, coquilles; racine (jusqu'a 3mm de diamétre)

H4 : Frais; couleur gris sombre; présence de coquillages
et d'escargots (coquilles); limono-sableux; racines (1 a
2mm de diametre)

H5 : Frais; couleurs du gris a I'orange foncé; pas de sque-
lette ni d'artefact; sable fin compact; presque aucune
racine observable

H6 : Frais; gris clair a sombre; coquilles

H7 : Frais; de nombreuses couleurs (brun, gris, jaune,
rouge...); présence d'artefacts : coquilles, plastique, cé-
ramique, verre, fer oxydé, béton, scories; limono-sableux

Partie mangquante

H8 : pareil que H7, plus humide
H9 : Trés humide, absence d'artefacts

H10 : Saturé en eau; couleur trés sombre (brun-gris noir);
beaucoup de morceaux de verre, brique, plastique

H11 : Saturé en eau; couleur ocre-brun; présence de cail-
loux (3-4cm); brigue, verre, charbons; texture sableuse a
limono-sableuse; bouts de racines pourris

H12 : Saturé en eau; couleur noire; bouts de charbons,
briques; présence de bois; odeur de décomposition; restes
de racines pourries

Figure 12 : Représentation schématique de la carotte F1-3.
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H1 (0-30 cm) L’horizon est frais, de couleur homogéne brun-noir. De nombreux artefacts sont
présents tels que des morceaux de briques, des bouts de verre et des coquilles de bivalves. Des

racines saines ont également été observées (diametre de 1 a 5 mm).
H2 (30-36 cm) C’est un horizon de transition dans les tons ocres.

H3 (36-52 cm) L’horizon est sec, de couleur brune, avec un squelette estimé a moins de 15 %. Des
artefacts sont également présents (galette de béton de 2 cm d’épaisseur, bouts de verre,
coquilles, racines). La susceptibilité magnétique de cet horizon est trés élevée. La transition se

faitsur 1 a 2 cm.

H4 (52-75 cm) L’horizon est frais, de couleur gris sombre. On y trouve des coquilles de
coquillages et d’escargots et des racines saines de diameétre inférieur a 1 mm. La structure de

cet horizon est peu marquée et la transition se fait sur 1 cm.

H5 (75-90 cm) L’horizon est frais avec des couleurs allant du gris a I’orange foncé. Il n’y a pas de
squelette mis a part un galet altéré de 4 cm et des coquilles. La texture est plus fine de type
sable fin avec une partie de limons, plus compacte que 1’horizon du dessus. La transition est

rapide sur 1cm.

H6 (90-98 cm) L’horizon est frais, gris avec des passages beiges. Il n’y a pas de squelette, ni de

racines. On y trouve quelques coquilles. La transition se fait sur 2 cm.

H7 et H8 (98-110 et 125-130 cm) L’horizon comporte un vide dii au tassement lors du forage. Il
est frais et humide de couleur bariolée. Des artefacts sont présents : coquilles, barrette de
plastique, céramiques, bouts de verre, béton, matériaux ferreux, etc. Cela ressemble a des
produits d’incinération. La texture est limono-sableuse ou sablo-limoneuse. La transition se

fait sur 1 cm.
H9 (130-140 cm) L’horizon est tres humide, de texture limono-sableuse ou sablo-limoneuse.

H10 (140-152 cm) Cet horizon est saturé en eau, avec de ’eau libre. La couleur est trés sombre et
on y trouve de nombreux morceaux de verre, de la brique et du plastique. La transition se fait

sur 1 cm.

H11 (152-166 cm) Cet horizon est également saturé en eau, avec de 1’eau libre. On y trouve des
cailloux (3-4 cm), des morceaux de brique, de verre, des passages de charbon, et quelques
bouts de racines qui semblent pourris. La texture est sableuse avec du gravier. La transition se

fait sur 1 cm.

H12 (166-172 cm) L’horizon est saturé en eau, de couleur tres noire. Il n’y a pas de squelette mais
on y trouve des bouts de charbon, de brique et de bois. En revanche il n’y a pas de plastique ou

de verre.
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La description et la caractérisation morphologique de ces deux carottes de sol permettent de

confirmer que le sol du site Azur Chimie peut étre classé en tant qu’anthroposol artificiel comme

précisé dans les précédentes études réalisées (Ciarlo, 2017, Austruy et al., 2018).

II1.3. Parametres physico-chimiques et concentrations en métaux dans

les carottes de sol

I11.3.1. Physico-chimie des horizons de sol

Tableau 8 : Présentation des paramétres physico-chimiques mesurés dans les horizons des deux

carottes.
Horizons Profondeur (cm) pH Conducct:)ité s/ C-organique (%)
F1-2 H1 0-12 7,90 265 7,07
H2 12-35 7,63 1880 3,40
H3 35-80 7,62 1780 3,49
H4 80-140 7,74 1865 3,78
H5 140-160 7,73 2040 9,33
H6 160-165 7,62 2260 8,39
H7 170-210 7,58 2120 5,30
H8 210-220 7,60 2360 5,63
H9 235-239 7,60 2350 6,22
H10 239-244 7,70 2390 8,06
H11 244-248 7,58 2370 10,35
H12 248-262 7,61 2550 13,67
H13 262-278 7,56 3180 13,36
H14 278-291 7,65 3060 10,50
H15 291-296 7,58 2800 13,79
H16 296-302 NA NA NA
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H17 302-310 7,65 2380 11,41
H1 0-30 7,79 295 5,17
H2 30-36 8,09 241 2,56
H3 36-50 8,16 274 2,80
H4 50-75 8,00 511 1,70
H5 75-90 7,77 2160 1,40
H6 90-98 8,01 2460 1,00
F1-3
H7 98-110 7,79 2850 3,33
H8 125-130 8,02 2100 4,70
H9 130-140 8,08 1812 4,98
H10 140-152 8,23 1122 8,41
Hi11 152-166 8,11 1605 8,76
H12 166-172 7,48 3760 NA

NA : non analysé

Les résultats des parameétres physico-chimiques sont présentés dans la Figure 20. Une faible
conductivité est mesurée a la surface des carottes, respectivement de 265 et 295 pS/cm pour la
carotte F1-2 et F1-3. Dans la carotte F1-2, celle-ci augmente de maniére importante dans ’horizon
H2 (1880 pS/cm) puis 1’augmentation avec la profondeur est réguliére jusqu’a I’horizon H13
(3180 pS/cm). Une légére diminution est observée a partir de 1’horizon H14 pour atteindre 2380 pS/
cm a plus de 3 m de profondeur (H17). Dans la carotte F1-3, la conductivité reste relativement
stable jusqu’a 50 cm de profondeur (H3), comprise entre 241 et 295 pS/cm. Les valeurs de
conductivité augmentent ensuite avec la profondeur pour atteindre une conductivité de 2850 pS/cm
a prés d’un métre de profondeur. A partir de H8 (125-130cm) la conductivité diminue jusqu’a 152
cm puis réaugmente de maniere importante pour atteindre 3760 pS/cm dans le dernier horizon

prélevé, les horizons suivants étant inondés.

La mesure du pH met en évidence un pH alcalin sur I’ensemble des deux carottes avec de
légeres variations mesurées dans les deux profils. Les valeurs de pH mesurées dans la carotte F1-3
(pH moyen de 8,08) sont significativement plus importantes que celles mesurées dans la carotte F1-
2 (pH moyen de 7,96).

Enfin, le carbone organique total (COT) met en évidence un sol relativement riche en

matiére organique a la surface des deux carottes, respectivement 7,07 et 5,17 % de COT pour F1-2
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et F1-3. La teneur en COT diminue ensuite avec la profondeur dans les deux carottes jusqu’a 80 cm
et pres de 100 cm respectivement pour F1-2 (H3, 3,49 %) et F1-3 (H6, 1 % de COT). Dans la
carotte F1-2, des teneurs tres importantes sont mesurées dans H5 et H6 avec des valeurs pres de 3
fois supérieures a celles mesurées dans les horizons H2 a H4. Ce résultat semble mettre en évidence
un horizon d’accumulation entre 140 et 165 cm dans F1-2. La teneur en COT diminue dans
I’horizon suivant puis réaugmente régulierement a partir de 2 m de profondeur pour atteindre une
teneur en COT de 11,4 % dans H17 (310 cm). Dans la carotte F1-3, la teneur en COT réaugmente
régulierement a partir de H7 (98-110 cm) pour atteindre 8,76 % a plus de 150 cm. Ainsi, des valeurs
moyennes en COT sont mesurées en surface, semblant indiquer un sol équilibré en surface, les
horizons profonds présentant des niveaux tres élevées pouvant étre la conséquence de la présence en

quantité de charbons et de débris végétaux en profondeur.

I11.3.2. Concentrations en métaux et métalloides dans les profils de sol

Pour faciliter la présentation des résultats, seuls les métaux présentant une contamination de

surface établie dans les travaux antérieurs sont présentés (Ciarlo, 2017) (Figure 21).

Une forte contamination en cadmium (Cd) a été mesurée jusqu’a un metre de profondeur, et
celle-ci décroit ensuite de facon importante jusqu’a 2m de profondeur. Un pic est ensuite détecté sur
I’horizon 2,10 — 2,20 m (7,4 pg/g). En surface, un facteur d’enrichissement (FE) de 16 est mesuré

pour cet élément, indiquant une pollution significative.

Pour le plomb (Pb), le FE en surface est de 37, synonyme d’une contamination trés forte en
Pb. Cette contamination est mesurée sur 1’ensemble du profil de sol, la plus forte concentration
étant mesurée a 2,8 m de profondeur (6100 pg/g). Cela semble mettre en évidence une pollution
ponctuelle causée par un déchet ou objet riche en Pb (résidus de peinture, ferrailles, ...). Par
ailleurs, de fortes teneurs en Pb sont mesurées entre H5 et H8 (150-220 cm), profondeur
correspondant aux horizons riches en matiére organique pouvant indiquer un horizon

d’accumulation (Bt).

Les valeurs de surface pour le zinc (Zn) sont plus élevées dans le premier metre qu’en
profondeur, excepté, comme pour Cd et Pb, un pic de concentration entre 2,15 et 2,40 m (17000 pg/
g). Le FE en surface pour ce métal est de 29, mettant en évidence comme pour Pb une tres forte

contamination de surface.

Le mercure (Hg) se concentre de maniere hétérogene dans le profil. Les valeurs
apparaissant comme nulles sont celles qui n’ont pas pu étre mesurées par I’ICP-MS (en-dessous du
seuil de détection). Nous pouvons voir plusieurs pics a des concentrations élevées (1,6 ng/g). Bien

que les valeurs de Hg n’aient pas été estimées dans le FPGN, nous savons que dans les sols francais,
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les concentrations ubiquitaires sont comprises entre 0,03 et 0,15 pg/g (INERIS, 2000), indiquant

ainsi un FE de 10 environ en surface.

Concernant le cuivre (Cu), la contamination en surface est plus faible qu’en profondeur,
avec un FE proche de 15. Un pic est présent entre 2,15 et 2,40 m (17000 pg/g) comme pour Zn et
Cd. En dega, les valeurs restent toujours élevées (>2000 pg/g). Cette accumulation de Cu, Zn et Cd
a plus de deux metres de profondeur dans I’horizon H9 pourrait correspondre a la substance verte

rencontrée dans cet horizon qui pourrait étre une matiere oxydée riche en Cu.

Pour le chrome (Cr) en revanche, la contamination est assez homogene, mise a part sur le
premier horizon et a 2 m, ou des pics de concentration sont atteints. Le FE en surface pour cet

élément est de 5.
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Figure 13 : Concentrations pseudototales et biodisponibles des principaux contaminants métalliques (Cd, Pb, Zn,
Hg, Cu, Cr) mesurées dans la carotte F1-2.

49



Profondeur (cm) Profondeur (cm)

Profondeur (cm)

Cette répartition des polluants métalliques semble mettre en évidence deux sources de

contamination bien distinctes. D’une part, une contamination de surface pour de nombreux métaux

(Pb, Cu, Zn, Cd, Hg) avec des FE toujours supérieurs a 10 synonymes de pollution significative et

importante, mise en évidence dans les précédentes études (Ciarlo, 2017 ; Austruy et al., 2018). Le

sol de surface a ainsi été impacté par I’activité industrielle passée du site. D’autre part, les pics de

concentrations observés pour ces différents métaux ainsi que Cr en profondeur (entre 2 et 3 m)

semblent étre la conséquence d’artefacts (matériaux ferreux oxydés, plastiques, machefers, etc.)

résultants de 1’utilisation du site comme décharge ménagere dans la période d’aprés-guerre.

D o W
o o 9o o

120
150
180

30
60
90
120
150
180

0
30
60
90

120
150
180

Concentration en Cd (pg/g)

0 5 10 15
| | | | |
4 * B Pseudo-totale
T - — @ Biodisponible
W
s A i
. i
. » < ——
pe i S ——
— » — e
» —
- »*
Concentration en Zn (ug/g)
0 1000 2000 3000 4000 5000
| | | | |
+ B Pseudo-totale
.« @ Biodisponible
* -
AP
"
- e
L] T *— S
» = —
* M= —
» "
w [
¥ L 2
Concentration en Cu (ug/g)
0 100 200 300 400
| | | 1 1 | | 1
» # B Pseudo-totale
. — B Biodisponible
» = -
A
¥
—
——
» = R
+ e
" —
. e ——
L i

30
60
90
120
150
180

30
60
90
120
150
180

0
30
60
90

120
150
180

Concentration en Pb (ug/g)

250

0 400 800 1200 1600
1 Il 1 Il

+ I_ B Pseudo-totale
- .. ’1. B Biodisponible
_I-'" —_
4

—

L 1 —
e | 2 i
4 ¢ s e

» »
* "
Concentration en Hg (ug/g)
0 5 10 15 20
1 | | | 1 1 | I

¢ B Pseudo-totale
b, BIL. B Biodisponible

b »
& | b
_t +—"'.i____
- —

¢ S E——

3 * — - I

Concentration en Cr (ug/g)
0 50 100 150 200
1 | | 1

b e e -
- —

4 P B Pseudo-totale
- P B Biodisponible
4 p

e ——

3 B

b ——

i *
b _»
p ¥

Figure 14 : Concentrations pseudototales et biodisponibles des principaux contaminants métalliques

(Cd, Pb, Zn, Hg, Cu, Cr) mesurées dans la carotte F1-3.

Comme dans la carotte F1-2, les concentrations en métaux mesurées dans le profil de sol de

la carotte F1-3 (Figure 22) mettent en évidence une contamination de sol de surface avec des FE

variant de 4 pour Cd a pres de 8 pour Zn. Ces contaminations de surface sont cependant moins
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élevées que celles mesurées dans F1-2. Par ailleurs, la variation des concentrations pour les
différents métaux dans la carotte F1-3 montre une évolution plus homogeéne des différents polluants.
En effet, la distribution de Cd, Hg, Zn, Cu et Pb suit la méme tendance avec deux zones
d’accumulation/contamination observée, d’une part dans 1’horizon H3 (36-50 cm) avec des
concentrations prés de deux fois supérieures dans cet horizon par rapport aux teneurs mesurées en
surface. D’autre part, des teneurs trés élevées sont mesurées entre 100 et 150 cm et plus
particuliéerement dans H9 avec des teneurs entre 4 (pour Cu) et prés de 20 fois (pour Hg)
supérieures a celles mesurées en surface. A cette profondeur, de nombreux déchets ont été retrouvés
(brique, verre, matériaux ferreux trés oxydés, céramique, ...) indiquant probablement le niveau de
la décharge, pouvant étre la raison de cette forte contamination. Ces horizons étaient trés humides
voire inondés au moment du prélevement, semblant indiquer une zone de battance de la nappe a
cette profondeur avec le risque d’un possible transfert de ces polluants vers la nappe souterraine.
Pour Cr, les plus fortes concentrations sont mesurées en surface a prés de 250 mg/kg. Ces
concentrations diminuent de fagon importante jusqu’a 1 m pour atteindre 22,1 mg/kg. Comme pour
les autres éléments, les concentrations en Cr augmentent fortement avec un pic observé dans H8
(190 mg/kg) avant de diminuer a nouveau pour passer en dessous des 100 mg/kg a partir de 150 cm

de profondeur.

L’analyse de la fraction biodisponible sur les deux carottes et pour les différents éléments
étudiés est présentée dans les Figures 21 et 22. Malgré un pH alcalin, elle met en évidence la forte
mobilité de certains métaux sur I’ensemble du profil de sol et notamment au niveau des zones de
contamination. C’est notamment le cas de Cd, Zn et Cu et dans une moindre mesure Pb. Ces métaux
présentent trés souvent une mobilité importante dans les sols pollués situés en région
méditerranéenne (Lafuente et al., 2008). De cette biodisponibilité importante des métaux
(considérés comme les principaux polluants métalliques présents sur le site), découle un risque
accru de transfert de ces contaminants vers la nappe souterraine située a 4m environ et le milieu
marin, le site étant situé en bordure du littoral. Par ailleurs, la fraction biodisponible des différents
métaux est corrélée a la fraction pseudo-totale, ce qui signifie qu’une méme proportion de polluant

est mobile quel que soit I’horizon considéré.

Les concentrations en Br total dans les deux carottes et en Br libre dans la carotte F1-2 sont
présentées dans la Figure 23. Alors que les teneurs naturelles en Br total dans un sol sont comprises
entre 11 et 18 pg/g (Farmer et Cross, 1978), les concentrations mesurées en surface du site Azur
Chimie sont élevées notamment dans la carotte F1-2 (181,4 pg/g). Bien que les sols calcaires soient
connus pour étre riches en Br (Gerzabek et al., 1999), ces résultats mettent en évidence une
contamination de surface en Br indépendamment des apports naturels tels que les embruns marins.
La mesure du Br libre dans la carotte F1-2 montre une forte disponibilité de cet élément, notamment
en surface ou il représente pres de 50 % de la teneur totale. Cette fraction diminue rapidement dans

le deuxiéme horizon pour se stabiliser entre 10 et 20 pg/g environ dans le reste du profil de sol.
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Cette forte disponibilité du Br dans le sol a été observée par Takeda et al. (2015) notamment en

condition réductrice ou Br est facilement lessivé.
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Figure 15 : Concentrations en Br total mesurées dans les carottes F1-2 et F1-3 (a gauche) et en Br
libre dans la carotte F1-2 (a droite).

Ainsi, I’étude de la distribution des ETMM dans les différents horizons de sol ont permis de
mieux appréhender 1’historique du site et le fonctionnement de cet anthroposol. D’une part, une
contamination de surface a été mise en évidence pour de nombreux métaux (Cd, Cr, Cu, Hg, Pb et
Zn) consécutive a activité  industrielle passée du site. Par ailleurs, des
contaminations/accumulations en ETMM ont été mesurées en profondeur. En effet, il a été observé
des artefacts sur toute la longueur des carottes, et 1’étude de la résistivité (Austruy et al., 2018) fait

apparaitre une forte hétérogénéité du sous-sol sans « morphologie logique ».

Ce résultat semble indiquer une contamination via I’utilisation du site comme décharge et
éventuellement 1’apport de remblais. C’est notamment le cas des fortes concentrations observées en
profondeur dans la carotte F1-3, autour de 150 cm de profondeur. Ces teneurs élevées en métaux
sont accompagnées de teneurs en Na importantes dans les horizons profonds pouvant indiquer le
niveau de la lagune de sel comblé par la décharge dans la période d’apres-guerre. Par ailleurs, les
études antérieures ont mis en avant la présence d’une nappe souterraine a environ 4,5 m de
profondeur a I’aide de mesure de résistivité électrique (Austruy et al., 2018). Les fortes teneurs en
métaux mesurées en profondeur, a 150 cm dans la carotte F1-3 et a plus de 200 cm dans la carotte
F1-2, et la salinité importante de ces horizons peuvent aussi étre la conséquence du niveau de
battement de la nappe qui dans ce cas indique un risque de contamination de celle-ci. Enfin, des
similitudes entre la distribution de certains ETMM et la matiére organique ont été observées dans le
profil de sol. En effet, la distribution de la matiére organique dans le profil met en évidence deux
zones d’accumulation de celle-ci, entre 140 et 160 cm puis entre 250 et 300 cm. Entre 140 et 160
cm, une teneur élevée est aussi mesurée en Al, Pb et Mg semblant identifier un horizon
d’accumulation Bt (Testiati, 2012 ; Fonseca et al., 2011). Ce résultat est conforté par une corrélation
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forte et positive de la matiére organique avec Al et Mg sur I’ensemble de la carotte F1-2
(respectivement R? = 0,82 et 0,71, p-value < 0,05).
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IV. Ecotoxicité végétale

Ce second volet de 1’étude vise a déterminer 1’écotoxicité des mélanges de polluants
retrouvés dans les sols du site Azur Chimie. Des tests écotoxicologiques ont été effectués dans le
but de comparer les effets des différents mélanges a travers la réponse physiologique et la

bioaccumulation des contaminants dans les végétaux.

IV.1. Méthodologie

IV.1.1. Sols étudiés

Les sols étudiés ont été retenus en fonction de leur composition en polluants : chacun d’eux
est multi-contaminé, mais est caractérisé par un ou 2 polluants majoritaires. Ce choix a été réalisé
dans le but de pouvoir comparer les effets toxiques de différents cocktails de polluants, en
déterminant d’éventuels effets antagonistes ou synergiques et en identifiant la contribution de

chaque catégorie de polluant.

Légende
@ Préléevement de sol Ruisseau St-Jean

Figure 16 : Cartographie des différents points de
prélevement de sol.
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Le choix des sols s’est basé sur un premier échantillonnage réalisé par Ciarlo (2017). Nous
avons retenu les sols T1-3, T2-3, T3-3 et T2-1 ; qui ont été renommés respectivement sol A, B, C et
D pour plus de clarté (Figure 24). Leurs principales caractéristiques sont indiquées dans la Figure
25.

Tableau 9 : Concentrations en contaminants et caractéristiques physico-chimiques des sols d'essai.

ETMM [gk HAP PCOD-F
Pb o ST Ca F wokg) |PCB BOKD)| g | PBDE (olka)
A 436 |peETp 1036 |
B 527 163 141 764 5 1 1478 7 555 )
C 180 155 78 528 2 0 15 B79 1384 520
D 140 144 65 446 2 <02 11 B&Z 1086 | 1351 |NNGooiNNN
TV 14 5 34 BB 02 =02 1967 0 NA NA
HUMIN 10 4 i} 39 NA =0.2 g 0 53 NA
M total . .
pH eau MO % | Comgado (g/kg) C/N CEC Argile (%) | Limon (%) | Sable (%)
A 81 54 31 282 111 13,8 9.4 29,3 G614
B 8.3 3 18 1,38 12,8 10,9 10,8 39,9 49,4
C 8.3 29 17 11 154 111 15 30,5 54,5
] 8,3 31 18 145 12,5 10,7 12,9 38,2 48,9
vV 75 17 99 23 30 479 22,3 52,4 25,4
, HUMIN 6,7 79,17 39.6 10,04 39,5 67,7 22,7 66,2 11
|

Le sol A se caractérise par la présence d’une forte contamination en métaux et métalloides et
en PCDD-F ; le sol B par ses concentrations en HAP, plus spécifiquement pour BaP (6084 ng/kg),
FIA (11083 pg/kg) ou Phe (8511 pg/kg) ; le sol C par une forte teneur en PCB et le sol D par des
concentrations en PBDE élevées, principalement en BDE 209 (6174 pg/kg). Les analyses de
concentrations en métaux et métalloides ont été réalisées au CEREGE et a I'IECP selon le méme
protocole que celui appliqué pour les sols prélevés dans la carotte de sol (cf. III.1.2). Les analyses
des polluants organiques (PCB, HAP, PCDD-F, PBDE) ont été effectuées par le Laboratoire de la

Drome.

Plusieurs kilogrammes de sol ont été nécessaires pour réaliser la mise en culture des
végétaux. Les 4 sols d’intérét ont été prélevés fin aout 2018 avant d’étre tamisés a 4 mm puis

homogénéisés.

Lors d’essais écotoxicologiques menés sur des sols naturels, un sol de référence doit étre
utilisé, c’est-a-dire un sol non contaminé ayant les mémes propriétés que le sol d’essai ; et/ou un sol
standard considéré comme témoin positif permettant d’exprimer le potentiel maximal des végétaux
dans les conditions du test (NF ISO 11269-2). Les essais ont été réalisés avec une terre végétale de
la coopérative agricole de Berre I’Etang (support de culture NF U 44-551) comme sol de référence

et un terreau horticole (Humin Substrat N2) en tant que témoin positif.
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Pour la réalisation des tests d’écotoxicité, les sols soumis a essai ont été dilués avec le sol de
référence afin d’évaluer la réponse des plantes face a différentes concentrations de polluants. Ainsi,

pour chaque sol soumis a essai, 4 facteurs de dilution (FD) ont été appliqués :
- FD =1, sol soumis a essai non dilué ;
- FD =1/2, sol soumis a essai dilué a 50 % avec de la terre végétale ;
- FD = 1/4, 25 % de sol soumis a essai dilué dans 75 % de terre végétale ;

- FD =0, 100 % de terre végétale.

IV.1.2. Conditions de culture

Au cours de son développement, la plante peut étre perturbée par des stress chimiques
comme la présence de contaminants organiques ou inorganiques. Ces perturbations influencent
généralement le fonctionnement de la plante de maniére défavorable (Serra, 2015). Ainsi, pour
évaluer la toxicité de ces sols, deux espéeces végétales ont été sélectionnées et cultivées sur ces

différents sols et plusieurs parameétres physiologiques ont été suivis.

Cette étude s’appuie sur la norme NF ISO 11269-2 — Effets des sols contaminés sur
I’émergence et la croissance des végétaux supérieurs. Celle-ci décrit une méthode d’évaluation de la
qualité d’un sol grace a la détermination de la réponse physiologique sur les premiers stades de
croissance de deux especes végétales terrestres, une monocotylédone, Hordeum vulgare (orge
commune) et une dicotylédone, Raphanus sativus (radis cultivé). L’orge est une espece modele tres
souvent utilisée dans les tests écotoxicologiques (Ati Ali et al., 2004 ; Hubalek et al., 2007 ; Zagury
et al., 2009). Le radis, issu de la famille des Brassicacées dont de nombreuses espéces ont des
capacités d’accumulation des métaux et métalloides (Reisinger et al, 2008 ; Sinha et al., 2010 ;
Amari et al. 2014), est particulierement sensible a la contamination en ETMM et HAP (Benzarti et
al., 2008 ; Villatoro-Pulido et al., 2009 ; Austruy et al., 2016). Ces 2 especes ont 1’avantage de

présenter une germination et une croissance rapide.

Pour mesurer la toxicité des sols de culture sélectionnés, chaque espece végétale a été mise
en culture sur les différents sols et leurs dilutions. Au total, pour chaque espece végétale, 14

conditions de culture sont testées et répliquées 4 fois :

e lesolA*3FD;
e lesolB*3FD;
e JesolC*3FD;
e lesolD*3FD;

¢ Je sol standard, dénommé HUMIN ;
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¢ le sol de référence ou témoin (FD = 0), dénommé TV.

Ainsi, un total de 56 pots sont préparés pour chaque espece végétale. Ils sont remplis avec
environ 450 g de sol ou mélange de sol, puis 10 graines sont réparties de maniere homogeéne et
mises a germer dans chacun d’eux. Les pots sont disposés de maniere aléatoire dans la chambre de
culture et des rotations régulieres sont également effectuées afin de limiter les effets de bordure sur

les variations d’intensité lumineuse. Le rayonnement photosynthétiquement actif est mesuré a

300 pmol.m?.s™ a I’aide d’un PARmeétre (JYP 1000 SDEC France). Il s’agit du rayonnement dont
les longueurs d’ondes s’étendent de 400 a 700 nm, soit celles utilisées par le feuillage des plantes
lors de la photosynthese. La température est maintenue autour de 23 * 1 °C grace a un climatiseur,
I’humidité entre 40 et 50 % et la photopériode est de 16 h.

Les sols sont hydratés quotidiennement avec de 1’eau MilliQ des la mise en culture,
I’humidité du sol étant maintenue entre 80 et 100 % de la capacité maximale de rétention d’eau

(capacité au champ).

Ayant rencontrés des difficultés inattendues pour la germination et la croissance des
végétaux sur le sol de référence (TV) ainsi que sur les sols dilués, les résultats des cultures sur sols
dilués ne seront pas traités dans ce rapport, ils seront présentés en annexe (Annexe 5). Cette terre
végétale est pourtant équilibrée et exempte de tout polluant, et vendue aux agriculteurs. Un nouvel
essai a été lancé début mai avec une terre agricole (prélevée sur des parcelles cultivées en foin de
Crau au nord de I’Etang de Berre), la récolte étant programmée le 11 juin. Seules les données
concernant les conditions non diluées seront présentées dans ce rapport. Ceux-ci seront comparés
entre eux et avec le témoin positif (HUMIN), bien qu’il présente de bien meilleures conditions

agronomiques.

Nous avons cherché a expliquer a posteriori la toxicité du substrat TV, qui présente pourtant
toutes les caractéristiques agronomiques requises pour une croissance harmonieuse. La présence
d’écorce de pins compostées dans la formulation pourrait expliquer tout ou partie de 1’importante
toxicité observée : de nombreux exemples fournis par la littérature (Morel et al., 2000 ; Nektarios et
al., 2005 ; Hamrouni et al., 2015) étayent cette hypotheése d’une toxicité directe et/ou indirecte (eg

carence induite en N) des écorces de résineux.

IV.1.3. Récolte et pré-traitement des échantillons de végétaux

Apres quatre semaines et demie de culture (31 jours), les plants sont récoltés. Pour les radis,
les individus sont récoltés pot par pot, les tubercules et feuilles sont séparés, puis pesés pour
déterminer la biomasse fraiche. Chaque tissu est ensuite soigneusement nettoyé a 1’eau milliQ pour
éliminer toute trace de terre, et rapidement stockés au congélateur a —20 °C. Le traitement est

similaire pour 1’orge, mis a part que les racines ne sont pas prélevées.
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Apres récolte, les échantillons végétaux sont découpés a froid avec un couteau en
céramique, homogénéisés et quartés afin d’obtenir deux fractions : une part pour le dosage des
ETMM, des polluants organiques (PCB, HAP, PCDD-F, PBDE) et des teneurs en azote et I’autre

partie pour le dosage des pigments chlorophylliens.

La premiére fraction est pesée pour déterminer sa biomasse fraiche (MF) puis lyophilisée (-
55°C / 0,035 mbar, Christ alpha 1-4LD) jusqu'a une perte de masse inférieure a 5 % en 24 h. La
lyophilisation permet d'éliminer 'eau des échantillons par sublimation a basse température et sous
pression réduite. Une fois les échantillons végétaux lyophilisés, les masses seches (MS) ont été
déterminées a la balance de précision. Les échantillons ont ensuite été broyés en poudre fine a l'aide
d'un broyeur équipé de bols et de billes en zirconium permettant de s’affranchir d’éventuelles
contaminations métalliques (Retsch MM400 — fréquence 25 Hz — 2,5 min). Chaque échantillon est
conditionné dans deux flacons en polyéthyléne et stocké a -20 °C, car les analyses des polluants
organiques ne seront pas réalisées sur place. La seconde fraction est stockée directement a -20 °C

apres quartage car le dosage des pigments photosynthétiques s’effectue sur matiére fraiche.

IV.1.4. Mesure du taux de germination et croissance
IV.1.4.1. Evaluation du taux de levée

Le taux de levée est exprimé en pourcentage, calculé comme le rapport entre le nombre de
graines dont les cotylédons (radis) ou le coléoptile (orge) ont percé la surface du sol et le nombre de

graines semées dans le pot. La majorité des levées a lieu entre 3 et 7 jours.

Une fois la cinétique de germination évaluée (suivi du taux de levée au cours du temps),
cing plantules sont conservées dans chaque pot, évitant ainsi qu’une densité trop importante ne

limite la croissance normale des végétaux. Cet éclaircissement a lieu 10 jours apres semis.

IV.1.4.2. Evaluation de la vitesse d’élongation des feuilles d’orge

Afin de déterminer la vitesse d’élongation des feuilles d’orge, la longueur de la plus longue
feuille de chaque plantule a été mesurée. Ces mesures ont été effectuées le 6me, 8éme, 1(eme, 14¢me ot

31°m€ jour.

IV.1.4.3. Evaluation de la biomasse produite et teneur en eau
Les deux derniers parametres utilisés pour mesurer le développement des végétaux sont :

- La biomasse fraiche produite par individu, celle-ci est mesurée juste aprés la récolte par

pesée de la biomasse racinaire et aérienne ;
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- La teneur en eau déterminée a partir de la biomasse fraiche et séche de la premiére fraction

mesurée avant et apres lyophilisation. Son calcul est réalisé a partir de 1’équation ci-dessous.

(MF—MS)

*100
MF

Teneur en eau =

Ou:
MF : Masse fraiche
MS : Masse seche

IV.1.5. Analyses des échantillons végétaux
IV.1.5.1. Mise en solution pseudo-totale des ETMM

Les végétaux récoltés lyophilisés et broyés, sont préts a étre minéralisés. La minéralisation a
été réalisée sur plaque chauffante, permettant de traiter un nombre important d’échantillons. Pour
cela environ 0,2 g d’échantillon sont prélevés et introduits dans des flacons Savillex ®, avec 1,5 ml
de HCl et 2,5 ml de HNO:s.

Les flacons sont ensuite mis a chauffer durant 12 h a 80 °C, et aprés refroidissement, 0,5 ml
de peroxyde d’hydrogene sont ajoutés progressivement afin de dégrader la matiére organique. Par la
suite, les échantillons sont remis a chauffer pendant 48 h a 140 °C. Certains échantillons, dont la
digestion était incompléte, ont nécessité 1’ajout supplémentaire de 0,5 ml de HCI et 0,5 ml de
HNO:. Ils ont été replacés sur plaque chauffante pendant 48 h. Une fois la minéralisation effectuée,
les solutions sont transvasées dans des tubes a centrifuger de type Falcon, et ajustés a 10 ml avec de
I’eau milliQ. Le tout est homogénéisé, pesé puis placé a 4 °C en attendant les analyses ICP-MS et
ICP-AES.

IV.1.5.2. Détermination des concentrations en pigments photosynthétiques

La premiere étape de la détermination consiste en 1’extraction des chlorophylles. Les
échantillons de feuilles sont finement broyés a froid dans un mortier en agate refroidi dans 1’azote
liquide. Un aliquot d’environ 300 mg du broyat obtenu est recueilli dans un tube a centrifuger de
15mL de type Falcon; une pointe de spatule de carbonate de calcium est ajoutée (afin de
neutraliser 1’acidité des seves) avant versement de 10 mL d’acétone 80 % v/v. Les tubes sont
immédiatement recouverts de papier aluminium (pour préserver 1’obscurité) et placés dans un bain
de glace a 4 °C, afin d’éviter toute dégradation des pigments. Ils sont réguliérement agités et apres

une durée d’extraction de 5 h, sont centrifugés a 1500 g pendant 10 min.
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Les teneurs en chlorophylles a et b et en caroténoides sont ensuite déterminées par
spectrophotométrie (Spectrophotometre Jasco V-650). Ce dernier permet de déterminer
I’absorbance A, qui représente la capacité de 1’espece chimique d’intérét a absorber la lumiere a
une longueur d’onde A. Pour chaque tube, environ 2 mL de surnageant sont récupérés avec une
micropipette puis insérés dans une cuve en quartz, afin d’étre analysés au spectrophotométre. Dans
notre cas, pour déterminer les teneurs en pigments, 1’absorbance de nos échantillons est mesurée a
trois longueurs d’ondes 460, 646,6 et 663,6 nm.

Des équations empiriques sont ensuite utilisées pour déterminer les concentrations en

pigments a partir de I’absorbance (Porra, 2001).
[Chl a] (mg/L) = 12.25 DOe¢s3.6 —2.55 DOe46.6
[Chl b] (mg/L) = 20.31 DOe46.6 —4.91 DOss3.6

[Car] (mg/L) = 5 DOuso — ((3,19Chla + 130,3Chlb) / 200)

IV.1.5.3. Teneurs en carbone et azote totaux

La détermination des teneurs en azote et carbone totaux ne requiert que peu de préparation
supplémentaire des échantillons. 7 mg d’échantillons broyés et lyophilisés sont prélevés dans des
nacelles en étain. L’appareil (Analyseur élémentaire FlashSmart 2000 ThermoFisher) est calibré
avec 1’acide aspartique et la justesse des mesures est vérifiée a I’aide d’échantillons standards
(lettuce IPE 776 - WEPAL).

IV.1.6. Traitements statistiques

Afin de comparer les résultats obtenus entre les différentes conditions de culture, le test de
Wilcoxon Mann-Whitney a été utilisé. C’est un test non paramétrique de comparaison de moyennes

de deux échantillons indépendants ou appariés. Le niveau de significativité retenu est p < 0,05.

Des Analyses en Composantes Principales (ACP) ont également été réalisées. L’ ACP permet
de définir de nouvelles variables qui sont des combinaisons linéaires des variables initiales, en
maximisant I’information. Les nouvelles variables sont appelées les composantes principales et les
axes qu’elles déterminent les axes principaux. Elle permet ainsi de représenter graphiquement les
corrélations entre variables, et comment ces variables sont représentées par les individus (les

réplicats de végétaux dans notre cas).
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IV.2. Réponse physiologique des plantes a la toxicité des sols

IV.2.1. Germination

La Figure 26 présente le taux de germination des graines d’orge et de radis en fonction du

temps.
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Figure 17 : Cinétique de germination sur les différents sols de culture chez (A) l'orge et (B) le radis
(n=40).

Dés le deuxieéme jour, les graines d’orge ont commencé a germer. Au troisiéme jour, la terre
végétale utilisée comme sol de référence a commencé a se démarquer des autres conditions avec un
taux de germination de 70 % en moyenne, tandis que les autres sols, y compris le témoin posiitif
HUMIN présentaient un taux de germination proche de 35-40 %. Des ce troisieme jour, le sol B a
montré un retard de germination, qui persistera et s’accentuera jusqu’au 8™ jour. Par la suite, les
tendances sont restées les mémes. Le sol de référence a maintenu un taux de germination élevé
jusqu’a atteindre 90 % le 8™ jour tout comme HUMIN. Les conditions A, C, D et HUMIN ont
continué a germer de facon réguliére jusqu’a atteindre un taux de germination de 70 % au bout du
8¢me jour. La condition B n’a germé en moyenne qu’a 45 %, soit prés de 50 % moins que sur le sol

de référence.

Comme pour 1’orge, la germination des radis a débuté le second jour. Les deux témoins ont
répondu de maniere similaire, ainsi que les réplicats de la condition A, qui ne semblent pas étre
affectés par la présence de contaminants. Leur taux de germination est compris entre 90 et 97,5 %.

Les réplicats du sol D présentent un léger retard de germination dans les premiers jours, mais qui est
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rattrapé par la suite. En revanche, les réplicats B et C présentent un taux de germination plus faible

au terme des huit jours, respectivement de 50 et 80 %.

L’orge et le radis montrent ainsi des différences dans leur réponse vis-a-vis des sols
contaminés, mais également vis-a-vis des sols témoins. La germination sur le sol de référence (TV)
se démarque des autres sols pour 1’orge, méme vis-a-vis du témoin positif HUMIN, ce qui n’est pas
observé pour le radis. Les radis cultivés sur le sol C présentent un retard ou une inhibition de la
germination qui n’est pas présente pour 1’orge. Enfin, pour les deux espéces cultivées sur le sol B,
contaminé principalement aux HAP, le taux de germination était plus faible que pour les autres
réplicats. Henner et al. (1999) a montré qu’en présence de HAP dans le sol de culture, I’orge voyait
son taux de germination diminuer a 45 % pour une concentration de 50 mg/kg. Nous observons le
méme résultat, la concentration en HAP étant dans notre cas tout a fait comparable (59 mg/kg). La
germination des radis semble étre affectée de la méme maniere. Le sol C est caractérisé par ses
fortes teneurs en PCB. Le radis apparait comme étant plus sensible au mélange de contaminants

présents dans ce sol.

IV.2.2. Croissance végétale

La croissance des feuilles d’orge a été mesurée au 6™, 8™, 10, 12¢™¢ et 31¢™ jour apreés la mise

en culture.
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Figure 18 : Cinétique de croissance des feuilles d'orge par condition de
culture (n=20).

La Figure 27 présente la longueur moyenne des pousses d’orge en fonction du temps pour
les différentes conditions de culture. Une différence significative est observée dés le 8™ jour entre
le sol B et D (test de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 0,05).
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Au 10°™¢ jour, I’orge mise en culture sur le sol référence (TV) présente une croissance
nettement inférieure aux autres traitements, malgré sa faible contamination. Le sol B semble
également en retard de croissance. Cette tendance se confirme et méme s’accentue au-dela du 12¢me
jour, ou le sol référence présente une différence significative avec tous les autres sols. La croissance
en longueur des feuilles sur ce sol semble méme stagner dés 12 jours, alors qu’elle continue a
augmenter légerement pour les autres traitements. En revanche, la plus forte croissance est observée
sur le sol HUMIN (témoin positif), présentant de bonnes conditions agronomiques et une faible

contamination.

Les sols A, C, D semblent avoir réagi de maniere tres similaire a la présence de polluants,
avec une croissance des feuilles 1égerement plus faible que pour HUMIN. Comme pour le taux de
germination, le sol B est celui qui présente la croissance la plus faible. Plusieurs études ont montré
une inhibition de la croissance en présence de HAP, principalement mesurée par les données de

biomasse fraiche, discutées dans la partie suivante.

IV.2.3. Biomasse végétale

Au terme de 31 jours de culture, les végétaux ont été récoltés et leur biomasse fraiche

mesurée (Annexe 5).
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Figure 19: Biomasse fraiche moyenne et écarts-types des
feuilles d'orge par condition de culture (n=20).

La Figure 28 présente la biomasse fraiche moyenne des feuilles d’orge, mesurée pour
chaque condition de culture. Nous pouvons noter que la biomasse obtenue pour le sol de référence
TV est tres largement inférieure aux autres, ce qui confirme 1’existence d’un effet toxique de TV sur

la croissance des végétaux.
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Les réplicats des sols contaminés présentent tous une différence significative avec le témoin
positif HUMIN, mais pas entre eux (p < 0,05). La biomasse fraiche des feuilles d’orge est 70 % plus
faible pour les conditions B, C et D, et 55 % pour la condition A par rapport au témoin positif. Le
sol A, soumis a une forte concentration en ETMM et en PCDD-F, semble avoir un effet toxique

moins prononcé pour la croissance de 1’orge (53 % de croissance en plus que pour les sols B, C, D).

Nous remarquons également que la biomasse est un indicateur plus sensible que la longueur
des feuilles. En effet, les différences entre les sols d’essais et le témoin positif sont de 20 a 35 %
pour la longueur des feuilles, contre 55 a 70 % pour la biomasse. Cependant la mesure de longueur
des feuilles présente I’avantage d’étre non destructif et se trouve étre pertinent pour les 2 ou 3
premieéres semaines de croissance. Au-dela, la croissance s’effectue plutdt en « épaisseur », par

tallage, notamment observé pour 1’orge cultivée sur le témoin positif.

L’impossibilité de comparer les valeurs de biomasse obtenues sur sols contaminés avec un
sol témoin aux caractéristiques proches limite 1’interprétation de ces données et les différences
significatives observées. Cependant, les résultats obtenus montrent que le mélange de polluants
rencontrés dans le sol A, principalement dominé par les métaux (Cd, Pb, Zn, Hg) et les PCDD-F
impacte de facon moins importante le cocktail de polluants mesuré dans les autres sols et
notamment ceux rencontrés dans le sol B dominés principalement par les HAP. Ce résultat peut
aussi étre la conséquence d’un taux de matiere organique preés de deux fois plus élevé dans le sol A
que dans les autres conditions, parametre agronomique influencant positivement la croissance

végétale (Delaunois et al., 2008).
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Figure 20 : Biomasse moyenne des feuilles de radis (vert) et des
tubercules (marron) par condition de culture. La masse des
tubercules a été divisée par trois afin de pouvoir comparer les
deux parametres (n=20).

La Figure 29 présente la biomasse fraiche moyenne des feuilles et des tubercules de radis,
mesurées pour chaque condition de culture. Comme pour ’orge, le sol de référence (TV) montre
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également un effet toxique sur la croissance du radis. Concernant les masses foliaires, les végétaux
des sols A, B, C, D présentent une différence significative avec le témoin positif (HUMIN), de
I’ordre de 70 a 80 %. Le sol D est celui pour lequel la masse moyenne est la plus élevée, et une
différence de pres de 40 % est constaté avec le sol C, pour lequel la masse est la plus faible.
Concernant les masses des tubercules, les résultats sont un peu plus contrastés. En effet, les
végétaux des sols contaminés présentent une différence de 70 a 80 % avec HUMIN, mais des
différences significatives sont également notables entre ces sols. Le sol A est celui ou la croissance a
été la plus élevée et le sol B la moins élevée, avec une différence de 36 %. Ainsi, les HAP, polluants
majoritaires du sol B, semblent impacter davantage la croissance racinaire, phénomene déja

constaté dans des travaux antérieurs (Bonnard, 2010).

D’un point de vue plus général, les valeurs de la biomasse foliaire et des tubercules évoluent
sensiblement de la méme maniere. Les végétaux présentent la plus faible biomasse pour les sols B

et C dont la contamination est principalement dominée par les HAP et les PCB respectivement.

En conclusion, les biomasses des deux especes présentent un niveau comparable d’inhibition
de la croissance par rapport au témoin positif HUMIN. Cependant, 1’orge semblerait étre plus
sensible au mélange de contaminant du sol B, ou les HAP sont majoritaires, tandis que le radis
serait plus sensible au mélange du sol C, ou les PCB sont majoritaires. Les cocktails de polluants du
sol A, dominé par les métaux et PCDD-F, et du sol C principalement dominé par les PBDE

semblent présenter une plus faible toxicité.
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Figure 21 : Teneurs en eau moyennes (en %) des feuilles d’orge (vert clair) et de radis (vert foncé)

par condition de culture (n=4).

Enfin, apres lyophilisation et mesures des biomasses seches, les teneurs en eau des feuilles

ont été calculées (Figure 30). Pour I’orge, les teneurs en eau ne varient que tres peu et se situent
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autour de 80 %. En revanche chez le radis, les teneurs en eau sont légerement supérieures sur les
substrats non contaminés HUMIN et TV (environ 90 et 88 %, respectivement) contre 85 % en

moyenne pour les 4 sols contaminés.

Du point de vue de la teneur en eau, orge et radis se comportent donc différemment en
présence de contaminants: 1’orge ne semble pas affectée, au contraire du radis. La présence
d’ETMM toxiques (Cd, Pb) ou d’oligo-éléments en exces (Zn, Cu) peut perturber la nutrition
hydrique des plantes, en particulier chez les dicotylédones comme le tournesol, le pois ou le haricot,
perturbations qui se manifestent notamment par une diminution de la teneur en eau des feuilles
(Pahlsson, 1989 ; Kastori et al., 1992). Si les effets délétéres des ETMM sur le statut hydrique des
plantes sont trés bien documentés, les effets des contaminants organiques sur cet aspect de la
physiologie le sont beaucoup moins. Retenons tout de méme les travaux de Dupuy (2014) qui n’ont
relevé aucune modification significative de la teneur en eau des feuilles de mais cultivé sur

différents sols contaminés aux HAP.

Enfin, notons qu’un déficit hydrique, notamment en limitant I’ouverture des stomates, peut
entrainer une diminution de la croissance et des perturbations du métabolisme carboné (relations

entre organes sources et puits) (Muller et al., 2011).

IV.2.4. Teneurs en pigments
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Figure 22 : Teneurs en chlorophylles a, b et totales en ug/g de MF chez (A) l'orge et (B) le radis
(n=4).

La quantification des pigments chlorophylliens permet d’évaluer 1’état physiologique de la
plante. Deux chlorophylles a forment le centre réactionnel qui permet la transformation de 1'énergie
photonique en énergie chimique lors de la photosynthese. L'antenne collectrice, regroupant les
chlorophylles a et b, absorbe les photons. Un stress abiotique, comme la présence en grande
quantité de polluants dans le sol, peut entrainer une inhibition de la voie de biosynthése ou de
dégradation des chlorophylles et aboutir a un dysfonctionnement des photosystemes (Austruy et al.,

2013). Ceci influe sur le rendement de la photosynthése et diminue ainsi la production de biomasse.
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L'étude des teneurs en chlorophylles peut donc nous renseigner sur un éventuel impact de la
pollution du sol sur la voie de biosynthese des chlorophylles (Li et al., 2007 ; Zhao et al., 2009 ;
Austruy et al., 2013).

La Figure 31 A présente les teneurs en chlorophylles a, b et totales des feuilles d’orge pour

chaque condition de culture.

Les sols A, B, C, D ne présentent pas de différence statistiquement significative entre eux
concernant les deux types de chlorophylles étudiés et les teneurs totales. En revanche, les sols
présentent une différence significative avec le témoin positif HUMIN pour la chlorophylle b et la

chlorophylle totale, sauf pour le sol D. Ce dernier semble avoir un faible impact toxique sur I’orge.

Nous pouvons également observer des tendances générales. Les sols A et B montrent des
concentrations similaires qui représentent 25 % de chlorophylle a et b en moins par rapport au sol
D, et 23 % en plus par rapport au sol C. Entre les sols C et D, la différence est supérieure a 30 %,
les teneurs en chlorophylles les plus faibles étant mesurées pour la condition C. Les teneurs en
chlorophylles totales évoluent de la méme maniéere que les teneurs en chlorophylles a et b prises

séparément.

Les faibles teneurs en chlorophylles, mesurées notamment pour la condition C et dans une
moindre mesure dans les végétaux cultivés sur les sols A et B, influencent le fonctionnement du
photosysteme II (PSII — complexe enzymatique photorécepteur) et notamment sa capacité a capter
I’énergie lumineuse (Duquesnoy et al., 2009), entrainant alors une perturbation de son activité

photosynthétique et de son développement physiologique observé précédemment.

La Figure 31 B présente les teneurs en chlorophylles a, b et totales contenues dans les
feuilles de radis pour chaque condition de culture. Les teneurs en chlorophylles a pour les végétaux
ayant poussé sur le témoin positif HUMIN ne présentent pas de différence significative avec les
autres sols, et sont plus faibles en moyenne que pour les sols A, B et D. Excepté le sol de référence
(TV), les teneurs en chlorophylle b et en chlorophylles totales sont les plus faibles pour HUMIN. La
chlorophylle b présente un spectre d’absorption différent de celui de la chlorophylle a permettant
d’augmenter la quantité d’énergie lumineuse absorbée et donc le rendement énergétique de la
photosynthése (Maxwell et Johnson, 2000). Ces plus faibles teneurs en chlorophylles observées
dans les radis cultivés sur le sol HUMIN peuvent étre la conséquence d’un taux de croissance élevé
de la biomasse aérienne par rapport a la biosynthese des chlorophylles (Dapoigny et al., 1996 ;
Bojovic et al., 2005).

Cela pourrait étre dii au fait que les végétaux ayant poussé sur HUMIN ont une plus forte
biomasse, donc des besoins accrus en azote, qui n’ont pas pu étre pleinement satisfaits sur la durée
de la culture en raison de la petite taille des pots; ce qui aurait alors induit une plus faible
concentration en chlorophylles. Pour la chlorophylle a, les valeurs ne sont pas significativement

différentes entre les sols d’étude, cependant les concentrations des végétaux des conditions B et C
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sont respectivement 11 % et 25 % plus faibles que pour les conditions A et D. Les concentrations en
chlorophylle b sont également les plus faibles pour la condition C, de 1’ordre de 30 %, 20 % et 10 %
par rapport aux conditions A, B et D respectivement. Pour la chlorophylle totale, les tendances sont

les mémes, avec des valeurs plus faibles pour les sols B et C.

La Figure 32 A présente les concentrations moyennes en caroténoides présentes dans les
feuilles d’orge. Pour les conditions A, B et C, les valeurs sont similaires (= 5 %). En revanche, il
semble qu’il y ait une meilleure synthese des caroténoides pour les végétaux de la condition D. Les
variations de concentrations en chlorophylles totales et en caroténoides entre les différentes
conditions testées semblent relativement synchrones et mettent en évidence I’impact des mélanges
de polluants des sols A, B et C et plus spécifiquement des HAP et PCB sur la synthése des pigments
au niveau foliaire.

Par ailleurs, dans une étude sur les effets des métaux sur I’orge, Juknys et al. (2009) ont
montré que pour une contamination en Cu, Cr, Ni, Cd, la concentration en chlorophylles totales et
en caroténoides était maximale a faible concentration (1-3 pM). Deux hypotheses ont été émises
pour expliquer ce phénomene : (i) ’augmentation des chlorophylles et surtout des caroténoides
serait expliquée par une réaction de défense de la plante face aux stress oxydatifs causés par les
métaux (hormese) et (ii) la concentration en pigments photosynthétiques serait plus grande car la

biomasse serait plus faible, c’est-a-dire que les pigments seraient répartis plus densément.
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Figure 23 : Teneurs de caroténoides en ug/qg de MF chez (A) l'orge et (B) le radis (n=4).

Chez le radis (Figure 32 B), les teneurs en caroténoides semblent suivre des tendances
différentes par rapport aux teneurs en chlorophylles a. En effet, les végétaux cultivés sur le sol
HUMIN présentent des teneurs comparables a celles des sols C et D, tandis que les conditions A et

B montrent des concentrations plus faibles de 25 %.
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Les réponses des radis ont été différentes pour les teneurs en chlorophylles et celles en
caroténoides. Les conditions B, C et HUMIN montrent de plus faibles teneurs en chlorophylles,
tandis que ce sont les conditions A et B qui présentent les plus faibles valeurs pour les caroténoides.
Il a été montré qu’une diminution du taux de chlorophylles ne s’accompagnait pas toujours d’une
diminution du taux de caroténoides chez Arabidopsis thaliana lorsque le sol était contaminé en
TCDD, le congénere le plus toxique des dioxines (Hanano et al., 2014). Cela prouve que la
variation entre ces deux parameétres n’est pas forcément reliée. Cependant, si nous comparons cette
donnée avec nos résultats, nous pouvons observer la tendance inverse. Les végétaux cultivés sur le
sol A, qui est le plus contaminé en PCDD, présente des valeurs plus faibles en caroténoides
proportionnellement aux autres sols, alors que les valeurs en chlorophylles étaient élevées.
Cependant, les métaux et métalloides sont également tres présents dans ce sol, ce qui pourrait

expliquer ces différences.
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Figure 24 : Valeurs moyennes du ratio [chlorophylle a] / [chlorophylle b] pour chaque condition de
culture (n=4).

Les rapports de concentrations entre chlorophylles a et chlorophylles b ont également été
calculés (Figure 33). Ce ratio est souvent utilisé pour caractériser 1’état de 1’appareil
photosynthétique ; bien qu’il reste relativement constant (autour de 3) chez les végétaux supérieurs,

il peut varier significativement en fonction de 1’état physiologique de la plante (Kouril et al., 1999).
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A nouveau, radis et orge ne se comportent pas de la méme maniére quant a la présence de
polluants. Chez 1’orge, le ratio le plus faible (3,1) est mesuré dans la condition HUMIN, le plus
élevé pour le sol de référence (3,9). Pour les végétaux cultivés sur les sols contaminés, les
conditions A, C et D sont proches entre elles (3,7 environ), B se démarque (3,5). Chez le radis, si on
retrouve le ratio le plus élevé chez TV (4,1), les conditions A et B sont nettement plus faibles (2,8),
tandis que C, D et HUMIN sont intermédiaires (entre 3,6 et 3,8).

La littérature nous fournit des cas ou la toxicité des ETMM influe sur le ratio entre
chlorophylles a et chlorophylles b. Par exemple, Paivoke et Simola (2001) ont rapporté une
diminution du ratio chez le pois exposé a I’arsenic, résultat qui peut se comparer au radis exposé au
sol A, le plus riche en ETMM parmi les 4 sols testés. Cependant, I’interprétation de 1’évolution du
ratio entre chlorophylles a et b peut étre hasardeuse du fait de I’interaction sur ce paramétre entre la

présence de polluants, I’intensité lumineuse et le statut azoté de la plante (Kitajima et Hogan, 2003).

IV.2.5. Teneurs en azote

La chlorose observée sur les végétaux cultivés pourrait s’expliquer de deux manieres (Figure
34). Ceux-ci pourraient étre carencés en azote et/ou ce serait I’effet toxique des contaminants

présents dans les sols et qui pourraient s’accumuler dans les végétaux.

Figure 25 : Chlorose observée sur les
feuilles d'orge et de radis au jour 25 de
croissance.

En effet, chez les végétaux, I’azote est un élément indispensable a la synthése de la matiére
vivante telles que les protéines, les chlorophylles ou les enzymes. C’est un élément mobile dans la
plante, qui peut étre remobilisé des vieilles feuilles vers les jeunes. En cas de carence en azote, il
peut y avoir une inhibition de la croissance et une diminution des concentrations en protéines et en

chlorophylles. Se forment alors des chloroses et des tiges chétives (Cadet, 2008).
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Comme vu précédemment, certains cations toxiques peuvent étre compétiteurs des cations
essentiels. C’est notamment le cas de Cd, qui inhibe significativement 1’absorption de 1’azote, du

potassium, magnésium et du manganese (Cheng, 2003).
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Figure 26 : Teneurs en azote total (%) mesurées dans les
feuilles d'orge (vert clair) et de radis (vert foncé).

Pour tenter de trancher entre ces deux hypothéses, les concentrations en azote (et en
carbone) ont été mesurées. La Figure 35 présente les concentrations foliaires moyennes en azote
total analysées chez 1’orge et le radis pour chacune des conditions. Le test de Wilcoxon-Mann-
Whitney montre une différence significative (p < 0,05) entre les concentrations obtenues sur les

végétaux cultivés sur le témoin positif HUMIN et celles obtenues pour les végétaux des sols d’essai.

Chez le radis, la variation entre les conditions A, B, C et D est inférieure a 8 %. En
revanche, chez ’orge les conditions A et D présentent une différence significative de 12 % (en
faveur de D). Nous pouvons noter que les teneurs en azote total des sols et celles des végétaux ne
semblent pas directement liées car le sol A présente une concentration supérieure de 24 % par
rapport au sol D. Ceci se confirme au regard de la condition TV, dont la concentration du sol est

proportionnellement supérieure a celle contenue dans les feuilles.

Les valeurs obtenues sont faibles et nous indiquent que les végétaux semblent tous carencés
en azote (la condition HUMIN dans une moindre mesure). Les sols A, B, C et D sont des sols
relativement pauvres en azote. Au bout de 4 semaines de culture réalisée dans des pots relativement

petits, tout 1’azote disponible a probablement été consommé, méme pour la condition HUMIN.

Ces faibles valeurs en N dans les parties aériennes prouvent que la nutrition azotée était
déficiente a I’issue des 31 j de culture dans TV et les 4 sols contaminés, et peuvent expliquer a elles
seules les chloroses et les variations des ratios entre chlorophylles a/b. En effet, d’aprés Kitajima et
Hogan (2003), ce ratio augmente quand la disponibilité en N diminue, particuliérement en cas

d’éclairement élevé (nos conditions d’éclairement sont élevées). Ce constat s’applique également
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dans notre cas, le radis et I’orge cultivés sur le sol de référence (TV) ayant les plus faibles teneurs
en N et le ratio Chl a/b le plus élevé. Pour I’orge cultivé sur le sol HUMIN le ratio le plus bas

correspond au taux d’azote le plus élevé (mais pas pour le radis).

Les réponses physiologiques des végétaux face aux cocktails de polluants contenus dans les
sols ont été détaillées en considérant chaque parametre séparément. La Figure 36 résume les

variations des valeurs obtenues par rapport a la condition HUMIN.

Tableau 10 : Différences observées avec le témoin positif HUMIN pour chaque condition. Les
valeurs négatives sont les valeurs inférieures a celles de la condition HUMIN. En rouge sont mis en
évidence les plus grands écarts et * signifie une différence significative.

Germination _|Biomasse foliaire| Chlorophyllea | Chiorophylle b | Chiorophylie tot | Caroténoides | Chiorophyllea/h | Azote total

Hordeum wvulgare

A 4% -55% * -39% * -5096 * 4205 * -29 % 18 % -30% *

B -33% * -70%* -39% * -46% * 4196 * -32 % 20 % -25% *

c 4% -70% * -539%5 * -5196 * -449% * -30% * 13 % -20% *

D 0% -70% * -18 % -32 % -21 % -6 % 18 % -3206 *
Raphanus sativus

A 0 % -68% * 14 % 549 * 23 % -24 % -25% * -33% *

B -48 % -77%* 2% 35 % 8% -27% * -23% * -33% *

[§ -18 % -79% * -14 % 5 % 7% -1 % 2% -31% *

D -5 9% -70%* 15 % 18 % 16 % 3 % -4 % -28% *

Chez Hordeum vulgare, d’importants écarts sont observés entre les réponses physiologiques
des végétaux cultivés sur les sols contaminés et ceux cultivés sur le sol HUMIN. Le mélange de
polluants présent dans le sol B (caractérisé par de fortes teneurs en HAP notamment) semble
considérablement affecter le taux de germination, de caroténoides et le ratio chlorophylles a/b. Le
sol C s’est également avéré fortement toxique pour les végétaux, pour lesquels la biomasse et les
teneurs en pigments photosynthétiques sont les plus impactées. Le sol A et D en revanche semblent
étre moins toxiques. Le ratio chlorophylle a/b évolue de maniére inverse aux autres parametres,
mais il reste le plus faible pour le sol C, pourtant fortement toxique. De méme, les teneurs en azote
total ne semblent pas évoluer de la méme maniére que les autres parametres. O’neill et al. (1984)
avaient pourtant observé une forte corrélation entre les concentrations en chlorophylles, en

caroténoides et en azote chez 1’orge.

Chez Raphanus sativus, les sols B et C se sont également avérés les plus toxiques
concernant le taux de germination et la biomasse végétale, et les concentrations en chlorophylles a
pour le sol C. Les concentrations en chlorophylles sont plus fortes chez les végétaux ayant été
cultivés sur sol contaminé, notamment sur les sols A et D ou la germination et la biomasse ont été
les moins impactées. Le ratio chlorophylle a/b est cette fois comparable a celui de la condition
HUMIN, ou plus faible pour les sols C et D, qui ont pourtant initié des réponses physiologiques
assez contrastées. En résumé, les sols A et D semblent moins toxiques que les sols B et C pour les

deux especes, méme si de légéres différences sont notées entre les deux.
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Afin de pouvoir synthétiser ces informations, il semble intéressant de réaliser des analyses
en composantes principales, outil qui permet de construire un nouveau systeme de représentation et

nous indiquer les relations plus spécifiques entre les parametres.
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Conclusions et perspectives

La mise en évidence d’une multi-contamination de surface présente sur le site d’Azur
Chimie a soulevé la question du transfert de ces contaminants en profondeur, mais également la

question de la toxicité des mélanges vis-a-vis des veégétaux.

Dans un premier temps, I’analyse des deux carottages effectués sur le site a confirmé
I’importante contamination de surface, avec des facteurs d’enrichissement supérieurs a 10 pour Pb,
Cu, Zn, Cd, et Hg, dont la toxicité est avérée. Plusieurs horizons ont révélé la présence de nombreux
artefacts anthropiques, jusqu’a 2,4 m de profondeur pour la carotte F1-2, révélant notamment
’utilisation du site d’Azur Chimie en tant que décharge avant 1’installation de I’activité industrielle.
Cela explique I’observation de pics de concentrations des ETMM dans ces horizons répartis de
facon hétérogenes, qui sont le reflet de ces contaminations « ponctuelles » (matériaux ferreux,
béton, plastique...). La seconde carotte plus proche du ruisseau, a également montré de fortes
teneurs en ETMM, entre 1 m et 1,5 m de profondeur, jusqu’a 20 fois plus élevées qu’en surface.
Ceci serait également le reflet de la présente de la décharge. L’existence d’une deuxiéme zone
d’accumulation dans cette carotte a environ 50 cm semble indiquer I’existence d’un horizon

d’accumulation.

De plus, la saturation en eau des horizons profonds de cette carotte (apres 150 cm de
profondeur) peut laisser penser que le battement de la nappe d’eau souterraine (présumée a 4 m de
profondeur environ en période de basses eaux) atteint ces profondeurs. Il y aurait un risque de
contamination de la nappe d’eau, accru par la forte mobilité des métaux, mais également un risque

de contamination du milieu marin, car le site se trouve en bordure du Canal de Caronte.

La problématique des cocktails de polluants est un enjeu gagnant en ampleur depuis
quelques années, car des effets synergiques peuvent exister, augmentant plus encore les risques pour
la santé humaine et pour ’environnement. Le constat de la multi-contamination du site d’Azur

Chimie nous a poussé a investiguer ces effets potentiels.

Afin d’étudier 1’écotoxicité des mélanges de polluants présents sur le site d’Azur Chimie,
quatre sols ont été sélectionnés pour réaliser la mise en culture de deux espéces végétales, Hordeum
vulgare (orge, monocotylédone) et Raphanus sativus (radis, dicotylédone). Leurs réponses
physiologiques face a ces contaminations ont été suivies et comparées. Les végétaux cultivés sur les
4 sols d’essais ont montré une réduction de leurs activités physiologiques. Chez 1’orge, le sol B,
caractérisé par de fortes concentrations en HAP a montré une toxicité particulierement élevée. On a
ainsi observé un taux de germination et des teneurs en caroténoides plus faibles de 33 % par rapport
au témoin positif HUMIN, et une biomasse plus faible de 70 %. Le sol C, contaminé principalement

au PCB, a également montré une forte toxicité. Celle-ci s’est exprimée a travers une diminution de
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la biomasse de 70 % et des teneurs en chlorophylles de 40 % en moyenne. Chez le radis, les sols B
et C se sont également révélés étre les plus phytotoxiques vis-a-vis du taux de germination, de la
biomasse et des teneurs en caroténoides. Cependant les teneurs foliaires en chlorophylles a et b se
sont montrées plus élevées pour les sols contaminés. Ainsi, ces premiers résultats concernant
I’écotoxicité des cocktails de polluants mesurés dans le sol d’Azur Chimie semblent mettre en
évidence une plus forte toxicité des HAP et PCB, polluants majoritaires respectivement des sols B

et C, sur la physiologie des végétaux.

L’ensemble des résultats ayant été obtenus seulement fin mai, le traitement statistique des
données est en cours de réalisation et permettra une meilleure interprétation des phénomenes
observés que ce soit pour la caractérisation de la contamination et de 1’historique du site a travers
I’analyse des carottes de sol que pour I’interprétation des réponses physiologiques des végétaux aux
cocktails de polluants. De plus, la terre végétale utilisée comme sol de référence ayant montré des
signes de toxicité sur la physiologie des végétaux cultivés, de nouveaux essais ont été lancés avec la
réalisation de dilutions de sol (0 — 25 % — 50 % — 100 %) pour les différentes conditions qui
permettront une meilleure compréhension des interactions entre polluants et des conséquences sur la
toxicité des mélanges. Enfin, les données de bioaccumulation dans les feuilles d’orge et de radis
sont en cours d’acquisition. Celles-ci permettront notamment d’apporter des précisions sur la

phytodisponibilité des polluants et sur leur mécanisme d’action et de transfert.
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Figure 27 — Localisation des sites industriels et activités de service (BASIAS) — Mai 2019
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Annexe 2

Tablaeu 11 : Liste des 16 HAP classés prioritaires par I'US-EPA

Nom Nombre de cycles Formule chimique
Naphtaléne 2 CiaHs
Acénaphtyléne CiHs
Acénaphténe CiHip
Fluoréne 3 CizHic
Anthracéne CasHig
Phénanthréns CieHig
Fluoranthéne CisHig
Pyréne CygHip
Benzo(a)anthracéne ¢ CygHiz
Chryséne CygHiz
Benzo(a)pyréne CagHiz
Benzo(b)fluoranthéne s CagHiz
Dibenzo(ahjanthracéne CaHiy
Benzo(k)fluoranthéne CaHia
Benzo{ghi)péryléne . CzoHiz
Indeno(1,2.3-cd)pyréne CxHiz
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Annexe 3
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Figure 28: Cycle de température et de pression appliqué aux échantillons pendant la phase de

minéralisation.

MLS Graphic

2507 7
2403 /
230 /
2203 /
2104 /
2004 /
1903 /

1803 f

1703 /

160 /

1504 /

1403
1304
1204 /
110
100%
90
803
?0-:

3
3

60
50
40

30 _,-"‘"_'—F_——
20
10

—

e — , — , preepep——
00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00 00:40:00 00:50:00 01:00:00 01:10:00 01:20:00
Time [hh:mm:ss]

- Temp2

- Temp1

-—P

- AVG Power

92

323N I8RE

52
48

40
36
32
28
24
20
16

EER

Pressure [bar]

85



Annexe 4 - Principe de 'ICP-AES et de ’'ICP-MS

C’est une méthode d’analyse qui permet de doser la plupart des éléments en méme temps.
L’échantillon est vaporisé grace a un plasma d’argon, qui peut atteindre les 8000°C, qui permet

d’atomiser puis d’ioniser la matiére a analyser. Les ions peuvent alors étre détectés et quantifiés :

- avec un spectrometre a émission optique (ICP-AES). On analyse ici la lumiére émise par les
ions excités. Chaque élément émet des longueurs d’onde caractéristiques, qui sont séparées

puis dont I’intensité est mesurée, ce qui permet d’obtenir la concentration recherchée ;

- avec un spectromeétre de masse (ICP-MS). Les ions sont séparés en fonction de leur masse
atomique, de leur charge et de leur vitesse. On peut ainsi les identifier et les comptabiliser

pour obtenir leur concentration.

La sensibilité de I’ICP-MS est tres élevée, c’est pourquoi cette technique est souvent utilisée

dans un second temps, pour doser des ETMM faiblement concentrés.
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Annexe 5
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Figure 29: Réponse physiologique de 'orge cultivée dans les sols dilués avec TV (A) taux de
germination (B) croissance des feuilles.

87



	Résumé
	Abstract
	Figures
	Tableaux
	Table des Abréviations
	Introduction
	I.1. Politique nationale française de traitement et de réhabilitation des sols pollués
	I.2. Présentation des principaux polluants
	I.2.1. Mobilité des polluants – généralités
	I.2.3. Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP)
	I.2.4. Substances organochlorées
	I.2.4.1. Polychlorobiphényles (PCB)
	I.2.4.2. Dioxines (PCDD) et Furanes (PCDF)

	I.2.5. Polluants émergeants : les dérivés bromés (PBDE)

	I.3. Contamination multiple
	I.4. Principes d’écotoxicologie
	I.4.2. Mesures d’évaluation
	II.3.1. Géologie
	II.3.2. Hydrologie
	II.3.3. Climatologie
	II.3.4. Végétation


	II.4. Études connexes
	III. Distribution verticale des polluants
	III.1. Méthodologie
	III.1.1. Carottage et prélèvement de sol
	III.1.2. Pré-traitement des échantillons de sol
	III.1.2.1. Paramètres physico-chimiques analysés
	III.1.2.2. Extraction de la fraction pseudo-totale en ETMM
	III.1.2.3. Extraction de la fraction biodisponible en ETMM

	III.1.3. Calcul du facteur d’enrichissement

	III.2. Description et identification des horizons de sol
	III.3. Paramètres physico-chimiques et concentrations en métaux dans les carottes de sol
	III.3.1. Physico-chimie des horizons de sol
	III.3.2. Concentrations en métaux et métalloïdes dans les profils de sol


	IV. Écotoxicité végétale
	IV.1. Méthodologie
	IV.1.1. Sols étudiés
	IV.1.2. Conditions de culture
	IV.1.3. Récolte et pré-traitement des échantillons de végétaux
	IV.1.4. Mesure du taux de germination et croissance
	IV.1.4.1. Évaluation du taux de levée
	IV.1.4.2. Évaluation de la vitesse d’élongation des feuilles d’orge
	IV.1.4.3. Évaluation de la biomasse produite et teneur en eau

	IV.1.5. Analyses des échantillons végétaux
	IV.1.5.1. Mise en solution pseudo-totale des ETMM
	IV.1.5.2. Détermination des concentrations en pigments photosynthétiques
	IV.1.5.3. Teneurs en carbone et azote totaux

	IV.1.6. Traitements statistiques

	IV.2. Réponse physiologique des plantes à la toxicité des sols
	IV.2.1. Germination
	IV.2.2. Croissance végétale
	IV.2.3. Biomasse végétale
	IV.2.4. Teneurs en pigments
	IV.2.5. Teneurs en azote


	Conclusions et perspectives
	Références Bibliographiques


