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INTRODUCTION GENERALE 

 

L’augmentation de la concentration en CO2 atmosphérique due à la combustion des 

ressources fossiles et à la déforestation est aujourd’hui l’un des grands problèmes 

environnementaux. Pour stocker du carbone et ainsi diminuer la concentration du CO2 émis par 

l’activité humaine dans l’atmosphère, il faudrait pouvoir agir sur les puits de carbone situés dans la 

biosphère continentale. Le plus grand réservoir superficiel de carbone de la biosphère continentale 

est le sol, qui stocke 1500 Mt de carbone, comparé aux 640 Mt stockées dans la végétation. Ce 

réservoir, contrairement aux autres grands réservoirs dans le cycle du carbone (ex. océan), est 

susceptible de réagir aux modes de gestion d’utilisation des sols. Le stockage du carbone dans le sol 

est souvent cité comme possibilité importante pour compenser et réduire les concentrations en CO2 

atmosphérique. Le potentiel des sols français à stocker du carbone est actuellement évalué pour 

l’horizon labouré, i.e. les premiers 30 cm (DUPOUEY et al. 1999). Toutefois, des travaux récents 

ont montré qu’une proportion importante du carbone des sols est stockée dans les horizons B et C. Il 

a été suggéré que les processus conduisant à la stabilisation des MOS diffèrent dans les horizons 

profonds par rapport à la surface. Le rôle précis du carbone organique soluble ou COD (Carbone 

Organique Dissous) dans la stabilisation et/ ou déstabilisation du carbone des horizons profonds est 

indispensable pour pouvoir adapter les modes de gestion des terres et les systèmes de cultures afin 

d’augmenter le stock de carbone dans les sols. 

 

Au cours des 10 dernières années, les projets de recherche développés dans le domaine des 

sciences du sol ont permis des avancées significatives dans la connaissance des milieux notamment 

le rôle du COD. Aujourd'hui, il est communément admis que le COD est probablement la fraction 

bio-disponible la plus importante de la matière organique des sols (MOS) (MARSCHNER et 

KALBITZ, 2003) même si elle n’en représente qu’une très faible proportion. Elle contribue 

significativement au cycle des nutriments (QUALLS, 2000) et joue un rôle très important dans les 

processus de la stabilisation de la matière organique des sols. Les modes d’occupation du sol et/ou 

pratiques agricoles affectent les propriétés du sol et par conséquent influencent la dynamique du 

COD. Les impacts sur la quantité, la qualité et la composition chimique restent très peu étudiés et 

les informations acquises sont très fragmentées voire constamment contradictoires (KALBITZ et al. 

2000 ; CHANTIGNY, 2003). Malgré une littérature abondante, les études concernant les COD sont 

principalement limitées aux sols des écosystèmes forestiers et surtout à l’échelle du laboratoire. Les 

résultats obtenus n’ont jamais été confirmés sur le terrain.  
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La raison pour laquelle ces études ont privilégié le sol forestier (horizons de surface e.g. 

GREGORICH et al. 2003, MATLOU et HAYES, 2006, FROBERG et al. 2003) plutôt que les sols 

des systèmes arables est certainement liée à l’importance des stocks de carbone des sols forestiers 

(440-620 x 1015 g C). L’étude des facteurs gouvernant la dynamique du COD dans les systèmes dit 

perturbés et pauvres en C (e.g. agro-écosystèmes) reste peu abordée. Ceci est d’autant plus 

important que le COD a été identifié comme source majeure des MO stabilisées à long terme dans 

les horizons profonds des sols (KAISER et GUGGENBERGER, 2000). 

 

Les horizons profonds, quel que soit l’écosystème étudié, demeurent très peu appréhendés du 

fait de leur faible concentration en carbone de l’ordre du mg/L. Les pratiques anthropiques, modes 

d’occupation du sol et/ou pratiques agricoles, engendrent des effets sur la dynamique des matières 

organiques des sols et agissent sur leur stabilisation. Le COD n’est jamais pris en compte dans 

l’étude des processus de stabilisation des MOS et dans les modèles du cycle global du carbone 

malgré son importance pour l’activité des microorganismes (NEFF et ASNER, 2001) mais 

également pour les pertes potentielles en C au travers des phénomènes de lixiviation. Bien qu’il 

représente une portion très faible (1%) de la matière organique totale du sol (NIEROP et al. 2001), 

le COD est considéré comme la fraction la plus mobile des matières organiques du sol (MOS). A 

travers son mouvement tout au long du profil (de la surface du sol aux horizons profonds), il peut 

représenter un flux important de MO vers l’hydrosphère. Une étude récente révèle qu’une partie 

importante de carbone (7 g m-2 an-1) absorbée par la biosphère à l’échelle européenne n’est pas 

retrouvée dans le bilan global des stocks de carbone terrestre (JANSSENS et al. 2003). L’étude 

récente de SIEMENS et al. (2003) suggère que le déficit de C dans le bilan global des stocks du C 

terrestre est principalement lié aux pertes de C sous forme de COD par drainage vers l’hydrosphère, 

plutôt que par les activités agricoles (transport de biomasse, travail du sol, etc). 

 

Ce mécanisme de perte de C s’il s’avère exact, permettrait de dégager de nouvelles pistes 

pour tenter de quantifier et de caractériser les fractions de COD entraînées par lixiviation, en 

distinguant les fractions labiles (i.e. fractions bio-disponibles) probablement minoritaires de celles 

qui vont contribuer par la suite au carbone stable du sol (demi-vie de plusieurs centaines d’années) 

via des mécanismes de sorption sur la phase minérale. 

 

L’objectif général de cette thèse est de mieux définir la proportion des matières organiques 

hydrosolubles des différents horizons d’un sol arable et préciser leurs principales caractéristiques 

structurales. Ce travail prend en compte l’importance du mode de pratique cultural et l’impact des 
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périodes de sécheresse prolongées en particulier au niveau des horizons profonds. Les objectifs 

spécifiques de cette thèse sont :   

 D’évaluer le potentiel de carbone organique soluble extractible à l’eau des différents 

horizons, en travaillant sur l’optimisation des conditions d’extraction (ultrasons, 

température, centrifugation) afin de proposer un protocole de détermination de la fraction 

soluble des MOS. 

 De suivre sur une période de deux ans la dynamique des matières organiques solubles en 

profondeur (105 cm profondeur à laquelle ont été placés nos systèmes de collecte) en 

fonction du mode d’exploitation des sols et des saisons. A l’analyse quantitative (suivi du 

COD) est associée une approche qualitative avec l’utilisation d’outils de caractérisation 

directe spectrométrique et chromatographique. 

 De caractériser  la structure des matières organiques solubles des eaux collectées en 

profondeurs avec des outils analytiques de référence (RMN 13C, Infrarouge, pyrolyse 

GC/MS,…), après les avoir fractionnées et isolées des eaux à l’appui d’un protocole 

d’extraction sur résines non ioniques XAD plus couramment utilisé dans le cadre de travaux 

menés sur des eaux de surface (AIKEN et LEENHEER, 1993).  Ce protocole permet 

d’obtenir trois fractions HPO, TPH et HPI, fractionnement qui s’appuie sur un phénomène 

de partition associé au caractère d’hydrophobicité variable des constituants de la matière 

organique naturelle (solubilité, masse moléculaire). En complément des extraits HPO et TPI 

ont été isolés à partir d’une solution de sol de l’horizon de surface (0-30 cm) préparée par 

percolation sur colonne avec de eau ultrapure. 

 

Pour répondre à ces objectifs, le site de l’ORE-ACBB de Lusignan (Observatoire de 

Recherche en Environnement- Agro-écosystème,  cycles biogéochimique et biodiversité) a été 

équipé en 2003 d’un système de collecte des eaux de l’horizon profond (105 cm) par plaques 

lysimétriques et bougies poreuses. Ce dispositif installé pour le long terme (> 20 ans) a été conçu 

spécialement pour capter les évolutions au long terme du système sol-végétation et les différentes 

rétroactions qui les gouvernent. L’objectif principal de cet ORE est centré sur la dynamique 

d’évolution quantitative et qualitative des matières organiques du sol (MOS) qui détermine 

l’évolution globale du système en tant que source principale d’énergie. Cette composante est 

caractérisée par une grande inertie, ce qui justifie les études sur le long terme.  

 

En complément des systèmes de collecte par plaques lysimétriques et des bougies poreuses 

mis en place sur les différentes parcelles, le site de l’ORE a été équipé en 2007 de trois monolithes 
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installés sur le site. Chacun des trois monolithes est équipé de sonde de température mais également 

de huit bougies poreuses. 

 

Ce mémoire comporte cinq chapitres distincts :  

 

Le premier est consacré à une présentation des données bibliographiques relatives d’une part à 

la matière organique des sols (notamment la fraction soluble), d’autre part aux méthodes 

d’extractions du COD et aux outils de caractérisation couramment employés. 

Le deuxième chapitre présente le site de l’ORE-ACBB, le matériel et les différents outils 

analytiques utilisés dans nos travaux. 

Le troisième chapitre est relatif à l’élaboration d’un protocole d’extraction du COD à l’eau et 

aux ultrasons. L’idée ici est d’évaluer le potentiel de MO « solubilisable » à l’eau au niveau des 

différents horizons d’un sol, détermination qui passe par l’optimisation des conditions d’extractions 

afin de proposer un outil fiable de caractérisation des différents horizons. Une première partie 

permet d’optimiser les différents paramètres du protocole (temps de contact, agitation, vitesse de 

centrifugation…). La seconde compare les résultats obtenus avec des protocoles d’extraction plus 

couramment utilisés dans le domaine des sols pour extraire la matière organique (NaOH et CaCl2). 

Le quatrième chapitre présente les résultats obtenus sur la dynamique du COD dans l’horizon 

profond. Dans un premier temps, nous présenterons un suivi des concentrations en COD et en azote 

mais aussi une caractérisation des eaux collectées tout au long de l’année par spectrophotométrie 

UV, spectrofluorimétrie et chromatographie d’exclusion de taille avec détection UV. Dans un 

second temps, nous aborderons l’impact de la sécheresse sur la qualité et la quantité de COD 

extractible dans les horizons des sols grâce à l’utilisation des monolithes de l’ORE-ACBB. 

Enfin, le dernier chapitre synthétise dans un premier temps l’ensemble des résultats de 

caractérisation du COD (spectrophotométrie UV, spectrofluorimétrie, spectrométrie infrarouge, 

RMN 13C du solide, chromatographie d’exclusion de taille détection UV et azote, pyrolyse flash et 

thermochemiolyse TMAH, datation au 14C). Dans un second temps, les résultats obtenus sur les 

extraits de l’horizon profond sont comparés aux données obtenues par des travaux antérieurs 

(LCME) sur des eaux de surface, afin de dégager les implications sur la dynamique et la 

séquestration du carbone dans les horizons profonds.  
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CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

I. Qu’est ce qu’un sol ? 

 

I-1. Les différents horizons d’un sol 

 

Un sol est une pellicule d’altération recouvrant une roche, il est formé d’une fraction minérale 

et de matières organiques (l’humus). Les processus d’altération, d’humidification et de 

différenciation aboutissent à l’apparition de couches superposées plus ou moins distinctes et 

différentes selon la texture, la structure et la composition chimique. 

 

Ces différentes couches correspondent aux horizons dont l’ensemble constitue le profil du sol. 

Ces horizons peuvent être déclinés en différents sous horizons en fonction du type de sols 

rencontrés.  

 

On distingue quatre horizons majeurs (BAIZE et JABIOL, 1995) : 

  

L’horizon A est un horizon majeur occupant la partie supérieure du profil (0-30 cm) et 

présentant une quantité importante de matière organique et une faible quantité en argile, fer et 

aluminium. Cette matière organique provient des plantes en phase de décomposition, c’est une 

matière organique jeune d’origine biologique. 

L’horizon S situé au-dessous de A (50-90 cm) est le lieu d’altération des minéraux primaires, 

de libération d’oxyhydroxydes de fer, de décarbonatation, etc. 

L’horizon B est situé au-dessous de S (90-150 cm), il est caractérisé par des teneurs en argile, 

fer et humus plus élevées que les horizons A, S et C. Cet enrichissement peut être du soit à des 

transformations des minéraux préexistants, soit à des apports illuviaux. La matière organique 

présente dans cet horizon est plus âgée et provient de l’horizon supérieur (A). Elle est adsorbée sur 

les argiles et les oxydes de fer et d’aluminium. 

Enfin l’horizon C situé au-dessous de B (en dessous de 150 cm) est un horizon minéral avec 

une faible teneur en matière organique. 

 

Les facteurs de différenciation de la couverture pédologique sont : les formations 

superficielles et le matériau dans lesquels la pédogenèse se développe, le relief et la 

géomorphologie, la végétation, la faune et les diverses activités humaines, l’énergie apportée au 
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système par le soleil (chaleur), la terre (la gravité) et l’atmosphère (apports d’eau et de particules) 

mais aussi par la biologie (végétation, faune) et enfin la durée d’évolution. 

 

Les effets du climat constituent un facteur de différentiation important sur la structure des 

différents sols. En effet, en fonction des températures et de l’humidité on verra apparaître des sols 

différents Cryosols (zones froides) ou Ferralsols (zones chaudes). La figure 1.1 représente de 

manière simplifiée l’influence de quelques paramètres sur les facteurs de pédogenèse (BAIZE et 

JABIOL, 1995). 

 

 
Figure 1.1 : Représentation simplifiée de quelques catégories de sols en fonction 

de facteurs de pédogenèse (BAIZE et JABIOL, 1995) 

 

En France, il existe une multitude de sols qui diffèrent selon de nombreux paramètres (figure 

1.1) mais aussi en fonction du mode d’occupation des sols. Ainsi, un sol forestier sera plus riche en 

matière organique qu’un sol agricole. La figure 1.2 montre la répartition des différents types de sol 

en France établi par l’INRA d’Orléans en 1998. 
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Figure 1.2 : Différents types de sols rencontrés sur le territoire français (INRA, 

Orléans, 1998) 

 Notre étude porte sur le dispositif de l’Observatoire de Recherche Environnementale (ORE) 

de Lusignan situé dans la Vienne dans l’ouest de la France. Cette région se situe dans une zone 

géologique caractérisée par des sols de type Brunisols/Luvisols. 

 

I-2. Composition des horizons 

 

Un sol est constitué de différents horizons (cf. I.1), la composition minérale et organique de 

chacun d’entre eux diffère non seulement avec leur profondeur mais aussi avec le type de sol 

rencontré. 

 

I-2-1. Aspects minéralogiques 

 

Les minéraux des sols sont nombreux et leur nature dépend des roches sur lesquelles les sols 

se sont formés. Ils constituent environ 90-99 % de la masse du sol à l’exception des sols très 

organiques comme les tourbes. 

Tous les éléments présents dans la roche se retrouvent dans les sols en proportions souvent 

voisines (SPOSITO, 1989). La figure 1.3, indique les teneurs moyennes des principaux éléments 

chimiques des sols. 

Lusignan 
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Figure 1.3 : Teneur moyenne (mg.kg-1) des principaux éléments 

chimiques des sols (horizon 0-20 cm) (SPOSITO, 1989) 

 

Ces teneurs sont souvent voisines dans les différents types de sols, néanmoins il existe dans 

certains sols un enrichissement ou un appauvrissement en certains éléments du a l’utilisation du sol 

mais surtout à la très grande variabilité spatiale des sols (SPOSITO, 1989). Ces minéraux ne 

contiennent pas de carbone et d’azote, ces deux éléments sont apportés aux sols par la matière 

organique et leur abondance est donc liée à la présence et à l’activité des organismes vivants. 

 

On distingue deux catégories de minéraux. Les minéraux primaires qui sont des minéraux 

hérités de la roche parentale qui se trouve dans le sol, sont plus ou moins fragmentés et peu ou pas 

altérés. C’est le cas par exemple de l’épidote, la tourmaline, le zircon et le rutile qui sont très 

résistants au processus d’altération. Les minéraux secondaires sont des minéraux primaires altérés, 

leurs quantités dépendent de la roche et de l’efficacité du processus d’altération (BEAR et DAGAN, 

1965). 

 

Les propriétés physiques des minéraux sont nombreuses. De part leurs conséquences sur les 

phénomènes aux interfaces, la taille, la forme et la surface spécifique sont les propriétés les plus 

importantes (GRIM, 1968). 

 

Les minéraux possèdent aussi des propriétés physico-chimiques importantes, elles peuvent 

être regroupées en trois ensemble principaux : les propriétés de dissolution en milieu aqueux, les 

propriétés liées à la présence de charges électriques et les propriétés d’adsorption des molécules non 

ionisées. 
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La solubilité des minéraux dans l’eau est extrêmement variable ; très grande par exemple pour 

du chlorure de sodium et très petite pour le mica (biotite : K+(Mg,Fe,Ti)2+
3[Al1+xSi3-xO10(OH)2]7-). 

Selon SPOSITO (1984), la dissolution d’un minéral est favorisée par les petites forces ioniques, les 

faibles pH et la présence de ligands complexants. 

Certains minéraux possèdent à leur surface des charges électriques, c’est le cas des oxydes et 

des hydroxydes métalliques ainsi que des minéraux argileux. Ces charges (négatives le plus 

souvent) sont compensées par la présence de cations (appelés ions compensateurs). Ces cations sont 

très mobiles et participent à de nombreux phénomènes d’échanges (i.e. capacité d’échange 

cationique ou CEC) avec des ions présents dans le milieu environnant. Selon MARTIN et NOLIN 

(1991), une CEC faible correspond généralement aux sols sableux, des CEC modérées ou élevées à 

des sols argileux et une CEC très élevée à des sols minéraux recouverts d’une surface tourbeuse. 

Enfin les surfaces des minéraux sont en fait des surfaces d’atome d’oxygène, de groupes OH 

avec un nombre plus ou moins grand d’ions compensateurs. D’un point de vue électrostatique, elles 

peuvent être considérées comme des surfaces portant des charges électriques, des dipôles 

électriques et des sites de liaison hydrogène. Ce sont donc des surfaces susceptibles d’attirer et 

d’adsorber des molécules non ionisées et polaires mais aussi des molécules chargées (GRIM, 1968 ; 

THENG, 1976). Deux catégories de molécules ont été particulièrement étudiées dans les années 

1950 : l’eau et les molécules organiques. 

 

L’adsorption de l’eau par les minéraux est un phénomène largement étudié. La quantité d’eau 

adsorbée dépend de la structure des minéraux, de l’empilement des feuillets et de la nature des 

cations compensateurs. Cette adsorption de l’eau sur les minéraux est un phénomène intéressant en 

raison de son implication dans la rétention de l’eau et donc du phénomène de biodisponibilité 

notamment de la matière organique soluble. 

 

I-2-2. Aspects organiques 

 

L’élément central de ces travaux est la matière organique, constituée en majorité par le 

carbone organique. La quantité de carbone organique dans les sols varie en fonction du type de sol 

et de son mode d’occupation. En effet, il est admis qu’un sol forestier sera plus riche en carbone 

organique qu’un sol agricole par son apport en débris végétaux et animaux. Les deux éléments 

principaux constituants cette matière organique sont le carbone et l’azote. 
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Le tableau 1.1 montre les teneurs en carbone organique dans différents sols dans l’horizon 0-

15 cm. 

 

Tableau 1.1 : Estimation des teneurs en carbone organique des sols du monde (BRADY et 

WEIL, 2002) 

Types de sols 
Teneur de C organique de l’horizon 0-15 

cm (g C/100g) 

Entisols 0,06-6,0 

Inceptisols 0,06-6,0 

Histosols 12-57 

Andisols 1,2-10 

Vertisols 0,5-1,8 

Aridisols 0,1-1,0 

Mollisols 0,9-4,0 

Spodosols 1,5-5,0 

Alfisols 0,5-3,8 

Ultisols 0,9-3,3 

Oxisols 0,9-3,0 

 

On remarquera que les Histosols et les Andisols sont les plus riches en carbone organique. 

Cela est dû, soit à des conditions anaérobies et acides pour les Histosols, soit à l’existence de 

complexes organo-métalliques dans les Andisols. Au contraire, les Aridisols sont les plus pauvres 

en carbone organique du fait de l’aridité du climat qui limite la production de biomasse végétale. 

 

En ce qui concerne l’azote, 90% est sous forme organique. La teneur moyenne de la couche de 

surface des sols cultivés est de l’ordre de 0,06 à 0,3 % (STEVENSON, 1982). Cet azote organique 

est présent comme constituant des tissus végétaux et des corps microbiens ainsi que des molécules 

organiques non humiques (peptides, protéines…) et humiques (acides fulviques, humiques et 

humines). 
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Il existe plusieurs méthodes pour quantifier les concentrations en carbone organique total dans 

les différents sols. 

 

La première méthode fut proposée par SCHOLLENBERGER (1927) puis par WALKLEY et 

BLACK (1934). Elle consiste à oxyder en milieu acide (H2SO4) les formes de carbone organique en 

présence de bichromate de potassium en excès. Le dosage volumétrique du bichromate de 

potassium consommé par le carbone organique est effectué en retour par oxydoréduction (sulfate 

ferreux ou sel de Mohr) en présence d’indicateur.  

La teneur en matière organique totale s’exprime en g.kg-1 et est égale à : [C]org tot x 1,724 

(1.724 facteur de VAN BEMMELEN). Ce cœfficient est basé sur l’hypothèse d’une matière 

organique contenant principalement des acides humiques à 58% de carbone (100/58 = 1,724). 

Généralement, on utilise un coefficient de 2 pour les sols à végétation permanente et de 1,724 pour 

les sols cultivés (WALKLEY et BLACK 1934). Cette méthode est à l’heure actuelle assez peu 

utilisée. 

 

La seconde méthode est le procédé de perte au feu ou « loss on ignition ». C’est une 

méthode très ancienne (ERNST STAHL, 18ème siècle), qui repose sur la calcination et sur une 

différence de masse. Elle fut largement utilisée comme méthode permettant d’estimer la quantité de 

matière organique et la teneur en carbonate en particulier dans les sédiments (ANDERSEN, 1976). 

Cependant les résultats obtenus ont montré une importante variabilité sur un même échantillon du à 

la présence des argiles (importante dans les horizons profonds), des sels et le contenu variable du 

carbone organique. Il en résulte que cette méthode par son manque de fiabilité et d’exactitude fut 

peu à peu abandonnée comme méthode quantitative. 

 

Enfin la troisième méthode repose sur l’utilisation d’un analyseur élémentaire de carbone 

qui détecte le CO2 par infrarouge après oxydation thermique ou chimique du carbone. Cette 

méthode est actuellement la plus utilisée pour le dosage du carbone organique (CHEN et al. 2002 ; 

PETERSON et al. 2003).  

 

De nombreux travaux existent sur la quantification du carbone organique total des sols. Ces 

travaux diffèrent en fonction du type de sol et de la méthode d’analyse utilisée. Le tableau 1.2 

montre les différentes concentrations en carbone organique total, obtenues par quelques travaux 

dans différentes conditions. 
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Tableau 1.2 : Teneur en carbone organique total, obtenues sur différents sols et zones 

géographiques 

Type de sol Horizons 
Méthode 

d’analyse 

[COT] g C/kg 

de sol 
Auteurs 

Sol agricole 

(Podzoluvisol) 

Allemagne 

0-25 cm 
Analyseur de 

carbone 
4,3 

ELLERBROCK 

et al. 1999 

Sol agricole 

(Podzolsol) 

USA 

0-20 cm 
Analyseur de 

carbone 
16,0 

OHNO et al. 

2005 Sol agricole 

(Cambisol) 

USA 

0-20 cm 
Analyseur de 

carbone 
19,0 

Sol forestier 

sous chêne vert 

Italie  

0-2 cm 
Analyseur de 

carbone 

239,0 

TRAVERSA et 

al. 2008 

2-5 cm 62,2 

5-20 cm 27,3 

Sol forestier 

sous pin 

Italie 

0-2 cm 
Analyseur de 

carbone 

117,6 

2-5 cm 66,8 

5-20 cm 49,8 

Sol agricole 

USA 
0-25 cm 

Analyseur de 

carbone 
15,1 

DING et al. 

2006 

Sol forestier 

(Podzolsol) 

sous pin France 

0-25 cm 
Analyseur de 

carbone 

44,4 
DELPRAT et al. 

1997 
25-50 cm 20,8 

50-75 cm 6,9 

Sols agricole  

(Cambisol) 

Allemagne 

0-10 cm 
Analyseur de 

carbone 

12,9 

EMBACHER et 

al. 2007 

20-30 cm 2,8 

Sols agricole  

(Luvisol) 

Allemagne 

0-10 cm 
Analyseur de 

carbone 

10,9 

20-30 cm 11,3 

Sol cultivé 

semi- aride  

Espagne 

0-20 cm 
Oxydation au 

bichromate 
12,9 

HERNANDEZ 

et al. 2007 
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Le constat initial est que les concentrations en carbone organique total des sols varient 

énormément d’une étude à l’autre. Ces concentrations varient non seulement en fonction du type de 

sol (forestier/ agricole) mais aussi en fonction de la zone géographique avec une influence 

importante du climat, du mode d’occupation des sols (culture de maïs, de blé) et enfin de la 

végétation présente (pin, chêne).  

Enfin, plusieurs travaux (DELPRAT et al. 2006 ; TRAVERSA et al. 2008) montrent que ces 

concentrations en carbone organique total diminuent de manière importante avec la profondeur des 

horizons. 

Ce carbone organique total des sols a fait l’objet de nombreux travaux afin d’extraire et de 

caractériser ses différents composants, pour cela plusieurs protocole ont été mis au point. 

 

II. Extraction de la MO des sols 

 

II-1. Les principaux protocoles d’extraction 

 

La matière organique des sols est souvent synonyme de matières humiques. Elles peuvent être 

libérées en solution par des méthodes d’extraction capables de rompre une partie des liaisons 

organo-minérales. BRUCKERT (1979) distingue trois types d’extractants : 

 

- Les solutions salines permettant de rompre les liaisons électrostatiques par simple échange 

d’ions et ainsi faciliter la mise en solution des molécules organiques par ionisation des groupes 

fonctionnels acides et phénoliques. Les substances extraites par cette méthode ont un poids 

moléculaire relativement faible et sont caractérisées par une teneur en métaux faible. On peut citer 

la méthode de ZSOLNAY (2003) qui extrait la matière soluble de différents horizons (surface et 

profond) avec un mélange sol/CaCl2 avec un rapport massique 1/2 sous agitation pendant 10 

minutes. La suspension est ensuite centrifugée à 4000 RPM pendant 10 minutes et filtrée sur un 

filtre de porosité 0,4 µm en polycarbonate. La solution est acidifiée à pH 2 pour éliminer les 

carbonates et la mesure du carbone organique dissous s’effectue avec un analyseur de carbone. 

 

- Les complexants capables de rompre les liaisons de coordination ; le plus connu est le 

pyrophosphate de sodium employé à pH 9,8. Il affecte les liaisons des complexes avec les sites 

métalliques sur les argiles et peut solubiliser les complexes à forte teneur métallique. On peut citer 

notamment la méthode de DABIN (1976). 
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- La soude à pH 12 est l’extractant le plus efficace capable de détruire des liaisons organo-

minérales. On peut citer la méthode de SCHNITZER (1982) et la méthode IHSS (International 

Humic Substances Society). 

 

II-2. Extraction de la MO hydrosoluble 

 

La matière organique extraite par ces différentes méthodes notamment les solutions alcalines 

très souvent utilisées, ne permettent pas d’estimer ni la quantité ni la qualité de la matière organique 

biodisponible dans les sols. En effet, ce processus d’extraction rompt des liaisons, modifie des 

structures qui ne seraient pas altérées dans des conditions naturelles plus douces. D’une manière 

générale, la matière organique se décompose dans les 10 premiers centimètres du sol et migre 

ensuite vers les horizons profonds. Les processus de minéralisation et d’humification sont les clés 

du transfert de la matière organique hydrosoluble dans les horizons profonds (NELSON et al. 

1994). Une faible proportion de la matière organique hydrosoluble est mobile en profondeur 

(BOYER et GROFFMAN, 1996). Cependant, elle joue un rôle très important pour les 

microorganismes, pour la mobilité des espèces métalliques et des composés organiques (ZHOU et 

WONG, 2000) ainsi que pour l’adsorption des espèces minérales (KALBITZ et al. 2000).  

 

Quelques protocoles existent sur l’extraction de la matière organique à l’eau pure, on peut 

citer notamment : 

 

Tout d’abord, DELPRAT et al. (1997) qui extraient le carbone organique dissous en 

mélangeant le sol avec de l’eau pure. La suspension est agitée pendant 10 minutes et centrifugée. Le 

surnageant est filtré sur membrane de porosité 0.45 µm ; le COD est analysé avec un DOHRMANN 

DC180 (oxydation chimique).  

Puis, BRUCKERT et al. (1978) qui préconisent une dispersion mécanique à l’eau. Cette 

technique utilise un traitement mécanique de faible intensité par agitation contrôlée en présence de 

billes d’agate. Cette méthode de dispersion mécanique fut aussi utilisée par FELLER (1979) et 

ANDREUX et al. (1980) en faisant varier le nombre de billes ainsi que la vitesse d’agitation. Ce 

protocole permet de casser des particules et de libérer un peu plus de carbone notamment dans les 

horizons supérieurs. 

Enfin, EDWARDS et BREMER (1967) soumettent une suspension aqueuse des échantillons 

de sol à une vibration sonique (9 kHz, 50 W) avec un vibrateur Raytheon S-102A pendant 30 min. 

Les résultats obtenus avec la vibration sonique sont identiques à ceux obtenus par dispersion 

chimique (NaOH ou Na4P2O7). 
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Parmi les travaux utilisant des méthodes d’extraction à l’eau pure, on peut montrer à titre 

d’exemple les résultats obtenus par : 

 

GREGORICH et al. (2003) qui comparent deux modes d’extraction de la fraction soluble : 

une extraction à l’eau froide et une à l’eau chaude. Le sol étudié vient d’une ferme expérimentale au 

Canada sur lequel plusieurs modes d’occupation ont été mis en place : une monoculture de maïs et 

une culture de maïs et soja en alternance. L’étude porte sur un horizon de surface (0-15cm). Les 

concentrations initiales en carbone organique total et en carbone organique soluble ont été mesurées 

par la méthode au bichromate de potassium. 

 

Une autre étude a été réalisée par MATLOU et HAYNES en 2006 sur un sol avec trois modes 

d’occupation différents (gazon : Kikuyu, Gazon : Ray-grass et maïs), 3 extractions indépendantes 

avec K2SO4, KCl et à l’eau. L’horizon étudié est l’horizon de surface (0-15cm). Les concentrations 

en COD ont été mesurées par un analyseur de carbone de type SHIMADZU 5000A. 

  

Les résultats de ces deux travaux sont regroupés dans le tableau 1.3. 

 

Tableau 1.3 : Concentrations en carbone organique soluble sur différentes cultures (d’après 

GREGORICH et al. 2003 et MATLOU et HAYNES., 2006) 

 Types de sols (0-15 cm) 

[C] organique 

total en g C.kg-1 

de sol 

[C] organique soluble  

en mg C.kg-1 de sol 

Eau froide Eau chaude 

GREGORICH et 

al. 2003 

Maïs avec engrais 34,4 570 1226 

Maïs sans engrais 25,3 283 674 

Alternance maïs/soja fertilisée 25,6 307 664 

Alternance maïs/soja avec 

engrais 
29,2 419 801 

   
Eau 

froide 

K2SO4 

0.5M 
KCl 2M 

MATLOU et 

HAYNES. 2006 

Kikuyu 76,0 111 239 252 

Ray-grass 41,0 19 153 163 

Maïs 38,0 18 126 151 

 

Il est a noté au vu des résultats présentés tableau 1.3 que la concentration en carbone 

organique dissous varie de façon importante suivant le mode d’occupation, le type de sol et le mode 
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d’extraction. De plus, on peut remarquer que la fraction du carbone organique extractible représente 

une très faible proportion quelque soit le mode d’extraction et le mode d’occupation. 

Le tableau 1.4 montre le pourcentage de carbone organique soluble extrait par rapport au 

carbone total en fonction des différents types de sol et du mode  d’extraction obtenus dans quelques 

travaux. 

 

Tableau 1.4 : Récapitulatif de différents modes d’extraction : pourcentage du carbone soluble 

extrait  

 Origine des sols 
Type 

d’extraction 
[COD]  

Proportion représentée 

par le carbone extrait 

(%)  

Auteurs 

0-10 cm Eutric Luvisol CaCl2 34.7 mg.kg-1 0.31 Embacher et al. 2007 

20-30 cm Eutric Luvisol CaCl2 36.0 mg.kg-1 0.32 Embacher et al. 2007 

0-10 cm Haplic Chermozem CaCl2 31.7 mg.kg-1 0.16 Embacher et al. 2007 

20-30 cm Haplic Chermozem CaCl2 37.2 mg.kg-1 0.21 Embacher et al. 2007 

0-15 cm Humic Gleysol maize 

monoculture manured 

Eau froide 570 mg.kg-1 1.66 

Gregorich et al. 2003 Eau chaude 

(80°C) 

1223 mg.kg-1 
3.55 

0-15 cm Humic Gleysol maize 

monoculture no amendment 

Eau froide 283 mg.kg-1 1.12 

Gregorich et al. 2003 Eau chaude 

(80°C) 

674 mg.kg-1 
2.66 

0-15 cm Humic Gleysol maize-

soybean manured 

Eau froide 307 mg.kg-1 1.05 

Gregorich et al. 2003 Eau chaude 

(80°C) 

664 mg.kg-1 
2.27 

0-15 cm Humic Gleysol maize-

soybean fertilized 

Eau froide 419 mg.kg-1 1.64 

Gregorich et al. 2003 Eau chaude 

(80°C) 

801 mg.kg-1 
3.13 

0-15 cm Rhodic Ferisols KiKuyu 

grass pasture 

Eau froide 111 mg.kg-1 0.14 

Matlou et Hayes. 2006 K2SO4 239 mg.kg-1 0.31 

KCl 252 mg.kg-1 0.33 

0-15 cm Rhodic Ferisols Ryegrass 

pasture 

Eau froide 19 mg.kg-1 0.05 

Matlou et Hayes. 2006 K2SO4 153 mg.kg-1 0.37 

KCl 163 mg.kg-1 0.40 

0-15 cm Rhodic Ferisols Maize 

pasture 

Eau froide 18 mg.kg-1 0.05 

Matlou et Hayes. 2006 K2SO4 126 mg.kg-1 0.33 

KCl 151 mg.kg-1 0.40 

Horizon Oi (forest soil, Sweden) NaCl 95 +/- 6 mg.l-1 0.41 Fröberg et al. 2003 

Horizon Oe (forest soil, Sweden) NaCl 45 +/- 2 mg.l-1 0.19 Fröberg et al. 2003 

Horizon Oa (forest soil, Sweden) NaCl 28 +/- 2 mg.l-1 0.14 Fröberg et al. 2003 
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Les résultats présentés dans le tableau 1.4 permettent de confirmer que la fraction du 

carbone organique soluble est très faible quelque soit le mode d’occupation ou le mode 

d’extraction. Cependant il est à noter que l’eau chaude extrait une proportion plus importante du 

carbone organique. 

 

II-3. Collecte de la matière organique hydrosoluble par un dispositif de plaques lysimétriques 

 

Il est possible de collecter la matière organique hydrosoluble des sols et en particulier des 

horizons profonds par un système de plaques lysimétriques. Ce système collecte l’eau qui percole 

dans le sol à différentes profondeurs en fonction du système mis en place. Quelques travaux existent 

sur la caractérisation de la matière organique hydrosoluble qui percole dans le sol ; on peut citer les 

travaux de MICHALZIK et MATZER en 1999. 

Le sol étudié est un sol forestier de type Cambisol possédant 3 lysimètres en dessous des trois 

horizons de la litière (premiers centimètres de sol) Oi, Oe et Oa. Sur les différentes eaux collectées, 

des mesures de concentration en carbone et azote organique dissous ont été réalisées par un 

analyseur de carbone et d’azote. Les concentrations obtenues sont regroupées dans le tableau 1.5. 

 

Tableau 1.5 : Récapitulatif des concentrations observées en NOD et COD collectées au niveau 

de plaques lysimétriques dans un sol forestier (MICHALZIK et MATZER, 1999)  

Horizons [NOD] mg.L-1 [COD] mg.L-1 

Oi 1,33 35,7 

Oe 1,28 38,2 

Oa 1,22 37,8 

 

Les concentrations observées par MICHALZIK et MATZER (1999) sont plus faibles que  

celles observées par FRÖBERG et al. (2003) (présentée dans le tableau1.4) dans les mêmes 

horizons. Cette différence s’explique par le mode d’extraction de la matière organique soluble. 

Tandis que FRÖBERG et al. (2003) utilisent une solution saline pouvant rompre des liaisons, 

MICHALZIK et MATZER. (1999) collectent à partir de PL qui permettent un drainage naturel. Le 

rapport COD/NOD de l’ordre de 30 montre une faible proportion d’azote organique extractible à 

l’eau par PL. 

 

On peut également citer FRÖBERG et al. (2003) qui proposent une autre étude sur les sols 

forestiers en Suède. L’étude porte sur 3 horizons Oi, Oe et Oa. Pour chaque horizon, trois 
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échantillons ont été élaborés : le premier est le sol en lui-même, le second la solution récupérée sur 

des plaques lysimétriques et enfin le troisième est une solution provenant de l’extraction à l’eau 

d’un échantillon du sol. McDOWELL et LIKENS (1988) émettent l’hypothèse que la majeure 

partie du COD dans l’horizon O provient du sol forestier plutôt que de la litière récente déposée par 

les feuilles. La figure 1.4 montre l’évolution de la concentration en COD collecté à partir des PL.  

 

 
Figure 1.4 : Evolution de la concentration en COD en 

mg/l au cours des saisons (FROBERG et al. 2003) 

 

Les solutions de plaques lysimétriques des horizons Oe et Oa possèdent des concentrations en 

COD voisines. Des variations temporelles sont observables pour ces deux horizons avec notamment 

une diminution de la concentration en COD en été. 

 

MERTENS et al. en 2007 ont également étudié la dynamique du COD à partir de prélèvement 

sur PL à différentes profondeurs. Le site expérimental est un domaine agricole situé près de 

Merzenhausen en Allemagne. Le sol étudié est un sol nu de type Orthic Luvisol avec une fraction 

limoneuse dominante et une nappe phréatique à environ 15 m en dessous de la surface. La 

température moyenne annuelle est de 9,5°C et la quantité de précipitation annuelle moyenne de 689 

mm. Le site est équipé de plaques lysimétriques à 40 et 120 cm de profondeur.  Les concentrations 

en COD obtenues au cours de cette période, varient entre 0,8 et 92,5 mg C/L à 40 cm de profondeur 

et entre 0,1 et 50,5 mg C/L à 120 cm. A partir de ces résultats, MERTENS et al. (2007) ont émis 

l’hypothèse d’un effet tampon du sol sur les concentrations en COD au vu des faibles variabilités 

spatiales et temporelles observées. 

 

Les résultats des concentrations en COD au cours des années 1998 à 2000 à 40 et 120 cm sont 

présentés figure 1.5. 
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.  

Figure 1.5 : Evolution annuelle de la moyenne et écart type des concentrations en COD 

à 40 et 120 cm (MERTENS et al. 2007) 

 

MERTENS et al. (2007) montrent que les concentrations en COD à 40 et 120 cm suivent la 

même dynamique temporelle. En parallèle, un suivi de la température et de l’humidité du sol à été 

réalisé a proximité des zones de prélèvement à 20, 45 et 100 cm de profondeurs afin de déterminer 

s’il existait une corrélation entre le COD et ces deux paramètres. Les résultats obtenus sont 

présentés figure 1.6  

 

 
Figure 1.6 : Evolution de la concentration en COD à 40 et 

120 cm en fonction de la température et de l’humidité du sol 

(MERTENS et al. 2007) 
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Selon MERTENS et al. en 2007 les concentrations en COD ne semblent pas liées à la 

température. Cette absence d’effet de température est en opposition avec d’autres études 

(GUGGENBERGER et al. 1998 ; TIPPING et al. 1999), même si ces deux études avaient été 

réalisées sur des sols forestiers et cultivés en contraste avec le sol nu étudié par MERTENS et al. 

(2007). 

 En effet, dans ces études la décomposition des résidus végétaux et microbienne de la matière 

organique est affectée par la température.  

De la même manière, aucune corrélation n’a été observée entre l’humidité du sol et les 

concentrations en COD. Comme l’a signalé KALBITZ et al. (2000), l’étude des relations entre 

l’humidité et les concentrations en COD ont montré des résultats variables. Plusieurs travaux 

attribuent l’augmentation des concentrations en COD à un renforcement de l’activité microbienne. 

Toutefois GUGGENBERGER et ZECH en 1994 n’ont trouvé aucun effet de l’humidité du sol sur 

les concentrations en COD même dans un sol forestier. 

 

D’autres études en particulier AMERY et al. en 2008 ont étudiés la mobilisation du cuivre par 

le COD dans un horizon de sol agricole. Le site d’étude est situé à Leuven en Belgique sur un sol 

limoneux de type Luvisols. Le domaine agricole a été cultivé pendant plus de 30 ans en rotation 

avec du maïs, du blé et de l’orge. La pluviométrie annuelle moyenne est de 775 mm. Le site est 

équipé de mèches capillaires en fibre de verre installées à 45 cm de profondeur permettant de 

collecter l’eau de lixiviation  par aspiration. Cette opération s’effectue toutes les deux semaines. Les 

concentrations en cuivre ont été mesurées par ICP (inductive coupled plasma) avec une limite de 

détection de 1µg/L, et les concentrations en COD par un analyseur de carbone. Des analyses UV 

ont ensuite permis de déterminer le SUVA. Les résultats obtenus lors de ces travaux sont présentés 

figure 1.7. 
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(a)  (b)  

(c)  

Figure 1.7 : Evolution de la concentration en COD à 45 cm en fonction de la concentration en 

Cu (a) du rapport [Cu]/[COD] (b) et Evolution du SUVA en fonction du rapport [Cu]/[COD] 

(c) (AMERY et al. 2008) 

 

Les résultats présentés permettent de montrer une corrélation positive entre les concentrations 

en Cu et celles en COD dans les lixiviats. Toutefois, le coefficient de corrélation obtenu par 

AMERY et al. (2008) reste assez faible (r = 0,56), cette corrélation confirme l’importance de la 

quantité du COD sur la mobilisation du Cu comme l’ont montré précédemment TEMMINGHOFF 

et al. 1998 ; ROMKENS et al. 1999. De plus, il est a noter que le rapport [Cu]/[COD] augmente 

avec la diminution de la concentration en COD. Enfin, le rapport [Cu]/[COD] est corrélé de manière 

positive avec le SUVA (bon coefficient r = 0,77). Ce bon coefficient indique que l’aromaticité est 

un bon indicateur de la mobilité du Cu dans le sol, ainsi plus la MOD est aromatique plus elle a 

d’affinités avec le Cu. 

 

III. Composition de la MO extraite des sols 

 

Dans cette matière organique, on distingue trois grands groupes : les substances humiques, 

les substances non-humiques et l’humine. La classification de ces trois groupes ne repose que sur 

des propriétés de fractionnement et non sur la classe des molécules présentes. 
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III-1. L’humine 

 

L’humine est la fraction insoluble de la matière organique en phase aqueuse à tous les pH. 

Cette fraction ne sera donc pas étudiée dans ce manuscrit. Pour information, elle représente une 

partie importante à la fois par la masse de carbone organique qu’elle représente et par son rôle dans 

la biogéochimie du carbone. L’humine représente 30 à 50 % du carbone organique des sols 

(KONONOVA, 1966 ; STEVENSON, 1982) et plus de 70 % du carbone organique des sédiments 

(KEIL et HEDGES, 1995). L’humine apparaît plus riche en azote et en groupe carbonyle. Le 

tableau 1.6 compare la composition élémentaire et la teneur en groupes fonctionnels oxygénés 

d’acides humiques et d’humine d’après des travaux de SCHNITZER et KHAN en 1972 et 

LICHTFOUSE en 2000. 

 

Tableau 1.6 : Composition élémentaire et groupe fonctionnel oxygéné de l’humine comparé 

aux acides humiques (SCHNITZER et KHAN, 1972  repris par LICHTFOUSE, 2000) 

Elément 
Acides humiques Humine 

Composition élémentaire 

C 57,30 55,90 

O 34,40 32,80 

H 5,05 5,75 

N 2,80 4,85 

S 0,60 0,75 

Groupe fonctionnel oxygéné Teneur cmole/kg 

COOH 788 545 

OH phénolique 368 320 

OH alcoolique 422 225 

CO 233 - 

 

III-2. Substances Humiques 

 

Une méthode de référence utilisant une solution alcaline permet d’extraire les substances 

humiques (SH). Les extractions réalisées par des solutions alcalines conduisent à des solutions 

contenant en mélange un grand nombre de molécules de taille et de composition très variées. Les 

résultats obtenus dépendent de plusieurs facteurs comme la teneur en métaux des sols et en 

particulier la concentration des réactifs alcalins utilisés. Les composés humiques extraits sont 
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classés selon leur différence de solubilité en phase aqueuse, en fonction du pH (SCHNITZER et 

KHAN, 1972). Ce protocole (figure 1.8) conduit à l’obtention d’une phase insoluble (humine-III-1) 

et d’une solution foncée ou phase alcalino-soluble (substances humiques), qui après acidification 

donne deux fractions : les acides humiques (AH) qui précipitent et les acides fulviques 

(AF).présents en solution. 
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Figure 1.8 : Schéma d’extraction et de fractionnement de substances humiques 

(STEVENSON, 1989 ; SCHNITZER et KHAN, 1972) 

 

Les principales fractions : les acides humiques et fulviques, ainsi définies ne sont le résultat 

que d’une procédure conventionnelle de séparation ; autrement dit, il s’agit de définitions 

opérationnelles qui ne reposent pas sur des caractéristiques fonctionnelles ou structurales 

particulières. Cette procédure ne sépare pas des molécules individualisées mais donne des mélanges 

d’espèces possédant des propriétés similaires. 

 

Les SH constituent une famille chimique complexe (SCHULTEN et LEINWEBER, 1996). 

Présentes dans tous les écosystèmes, les SH représentent la majeure partie du carbone organique 

globalement distribué dans les environnements aquatiques et terrestres. Elles se retrouvent dans les 

sols, les sédiments et les eaux naturelles (EYHERAGUIBEL et al. 2008). 50 à 70% du carbone du 

sol se trouvent dans les SH (GRIFFITH et SCHNITZER, 1975). Elles constituent des mélanges très 

complexes de MO hétérogènes de couleur jaune à noire, de composition mal définie et variable, de 

caractère acide, partiellement aromatiques, difficilement dégradables dans les conditions 

thermodynamiques où elles se trouvent, présentant une large gamme de masses molaires (poids 
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moléculaire élevé, de quelques centaines à plusieurs dizaines de milliers de daltons). Les SH 

peuvent avoir des origines très diverses. Elles peuvent provenir de MO d’origine animale, végétale 

ou bactérienne. 

 

La composition des substances humiques est donnée par les teneurs en groupements 

fonctionnels, groupements azotés (amine primaire, imine, etc), groupements oxygénés aliphatiques 

(acides, aldéhydes, Cétones, etc) et groupements oxygénés aromatiques (phénol, quinone, etc). 

La formule chimique moyenne serait pour les acides humiques C10H12O5N et pour les acides 

fulviques C12H12O9N (STEVENSON, 1982). Le rapport O/C est environ 0,5 pour les acides 

humiques et 0,7 pour les acides fulviques. Cette relative richesse en oxygène des acides fulviques 

par rapport aux acides humiques est due à un plus grand nombre de fonctions COOH et à une plus 

grande abondance d’hydrates de carbone. Leur composition élémentaire est présentée dans le 

tableau 1.7 à partir des travaux de STEELINK en 1985 

 

Tableau 1.7 : Composition élémentaire (%) des acides humiques et fulviques de sol 

(STEELINK, 1985) 

Elément Acides humiques Acides fulviques 

C 53,8-58,7 40,7-50,6 

O 32,8-38,3 39,7-49,8 

H 3,2-6,2 3,8-7,0 

N 0,8-4,3 0,9-3,3 

S 0,1-1,5 0,1-3,6 

 

III-3. Substances non humiques 

 

Les substances non humiques sont des molécules appartenant à des familles chimiques 

identifiées : hydrate de carbone, protéines et acides aminés, lipides, tannins, lignines, terpénoïdes et 

acides organiques. Ces molécules sont parfois qualifiées de biomolécules pour rappeler leur origine 

biologique parce qu’elles proviennent soit de la dégradation des constituants cellulaires, soit de 

synthèses microbiennes. Ces substances organiques, de faible poids moléculaire, sont généralement 

labiles et relativement faciles à métaboliser et/ou dégrader par les enzymes hydrolytiques produites 

par les microorganismes. 
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III-3-1. Les composés azotés et les protéines 

 

Ce sont les acides aminés, les sucres aminés, les acides nucléiques et un certain nombre de 

pigments. Les deux premiers groupes étant quantitativement les plus importants. Les acides aminés 

les plus abondants dans le sol sont ceux des parois cellulaires des micro-organismes. Plusieurs 

facteurs ont une influence sur la quantité et la distribution des acides aminés dans les sols : les 

réactions de synthèse et de dégradation, les organismes vivants, l’adsorption et les réactions 

chimiques avec les quinones et les sucres. 

Dans le sol, les acides aminés sont donc : libres dans la phase liquide, à l’état adsorbé sur les 

colloïdes humiques et minéraux, et enfin combiné avec les peptides et les protéines (LOWE, 1978). 

Ces protéines et ces peptides ont fait l’objet de quelques travaux. Ils présentent des pics 

caractéristiques en infrarouge et en RMN-13C permettant de les identifier facilement. La méthode de 

fractionnement de l’azote organique dissous (LEENHEER et al. 2007) a montré que les protéines ne 

sont généralement pas conjuguées avec les polysaccharides car la fraction des protéines est 

relativement homogène et se trouvent dans la fraction hydrophobe. En effet, le pic des 

polysaccharides ou hydrates de carbone C-O, près de 1100 cm-1 n’est pas très important dans les 

fractions hydrophobes alors qu’il est majoritaire dans la fraction colloïdale dans laquelle les 

aminosucres prédominent. Bien que biodégradables, les protéines sont stabilisées par adsorption sur 

des surfaces d'argile minérale. 

 

III-3-2. Les hydrates de carbone 

 

Les hydrates de carbone sont des composés très répandus dans le monde vivant, ils sont des 

constituants importants des structures cellulaires. Ils représentent 5 à 25 % de la matière organique 

du sol et proviennent des résidus des végétaux et des synthèses microbiennes. Ils sont généralement 

très rapidement biodégradés sauf quand ils sont liés aux colloïdes du sol. Une distribution 

approximative dans le sol est indiquée dans le tableau 1.8 (STEVENSON, 1994).  
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Tableau 1.8 : Distribution des hydrates de carbone dans le sol (STEVENSON, 1994) 

Composé % de la matière organique du sol 

Sucres aminés 2-6 

Acides uroniques 1-5 

Hexoses 4-12 

Pentoses <5 

Cellulose et dérivés de la cellulose <15 

Autres Traces 

 

Ces polysaccharides se trouvent dans le sol sous différents états. Tout d’abord sous forme de 

sucres libres dans la solution du sol en très petite quantité, seulement 1 % (SWINCER et al. 1969). 

Sous forme de polysaccharides complexés fortement adsorbés par les minéraux et les oxydes 

métalliques. Enfin, sous forme de polymères complexes de formes et de tailles variables. Le tableau 

1.9 donne quelques exemples des teneurs en polysaccharides dans différents sols extraits par une 

hydrolyse acide d’après des travaux de OADES et al. (1970). 

 

Tableau 1.9 : Quantité de sucres extraits par hydrolyse acide (mg/100g de sol) (d’après 

OADES et al. 1970) 

Sucres Sol limoneux Sol argileux Fumier 

Glucose 124 257 664 

Galactose 37 77 319 

Mannose 40 105 282 

Xylose 36 53 222 

Arabinose 39 99 326 

Rhamnose et fucose 21 56 187 

Total des sucres 297 647 2000 

Teneur en MO g/100g 2,1 4,4 59,0 

Teneur totale en 

sucres g/100g de MO 
14,1 14,7 3,4 

 

Des travaux existent sur la détermination de l’origine des sucres dans les sols mais ils ne 

concernent que des sols forestiers du fait de leur forte concentration en carbone organique facilitant 

la recherche de tels composés. Notre recherche bibliographique ne nous a pas permis de collecter 

des données sur des sols agricoles pauvres en carbone organique. Parmi ces travaux on peut citer 
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ceux de RUMPEL et DIGNAC (2006) sur un Cambisol. La détermination des ratios, C6/C5 

(mannose + galactose)/(xylose + arabinose) et déoxy/C5 (rhamnose + fucose)/(xylose + arabinose) 

permettent selon MURAYAMA (1984) et  OADES (1984) de déterminer l’origine des sucres. Des 

ratios inférieurs à 0,5 indiquent des sucres dérivés de plantes alors que des ratios supérieurs à 2,0 

indiquent une origine microbienne (GUGGENBERGER et ZECH, 1994). 

 

Parmi le groupe des hydrates de carbones, les aminosucres constituent un groupe important 

même s’ils représentent des pourcentages très variables de la matière organique dissoute selon 

l’origine de la matière organique et l'état trophique de l'eau (oligotrophe et eutrophe). 

Les sources d’aminosucres de la MON ont été identifiées dans la paroi cellulaire des bactéries 

et des champignons (WHITE et al. 1964). Les aminosucres libres ne sont pas trouvés dans les sols 

mais le groupe amino existe sous la forme acétylé. Les Aminosucres ont récemment été isolés des 

autres éléments de la matière organique dissoute et de sels minéraux en utilisant des membranes de 

dialyse ou d’ultrafiltration (LEENHEER et al. 2000 ; REPETA et al. 2002). Les aminosucres sont 

des substances incolores présentant une absorbance et une fluorescence faibles ou inexistantes dans 

l’UV. Leurs masses molaires ont été estimées dans une gamme allant de 500-20000 Daltons par 

chromatographie d'exclusion stérique (HER et al. 2002). Ces composés peuvent être facilement 

identifiables par leurs spectres infrarouges et RMN-13C. La dégradation par pyrolyse des 

aminosucres conduit à la formation d’acétamide grâce au groupe fonctionnel N-acétyl (BRUCHET 

et al. 1990). 

Dans les échantillons d’eau, les hydrates de carbone se situent majoritairement dans les 

fractions transphiliques et hydrophiles de la matière organique dissoute (LEENHEER et al. 2004).  

 

III-3-3. Les lipides 

 

Les lipides sont constitués par un ensemble de composés organiques dont leur caractère 

commun est d’être soluble dans des solvants organiques (benzène, méthanol, éthanol, acétone…). 

Leur nature chimique est variée, simples composés comme les acides gras, ou molécules plus 

complexes comme les stérols, les terpènes, les cires et les résines. Ils représentent environ 2 à 6 % 

de la matière organique en provenance des résidus végétaux et des micro-organismes. La figure 1.9 

donne un exemple de la teneur en lipides de différents sols (STEVENSON, 1982). La grande 

variabilité des résultats est attribuée par les auteurs aux difficultés d’analyses. 
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Figure 1.9 : Exemples de teneurs en lipides de la matière 

organique de divers (STEVENSON, 1982) 

 

Les principaux constituants des lipides sont divisés en  quatre catégories :  

 

- Les cires, il s’agit d’esters d’acides gras et d’alcools à longue chaîne.  Ces composés sont 

saturés et comportent un nombre d’atomes de carbone de 12 à 34. 

- Les acides organiques, il s’agit d’acide gras jusqu’à 32 atomes de carbone. Les principaux 

acides gras des sols identifiés sont associés aux acides humiques et fulviques (SCHNITZER et 

NEYROUD, 1975). 

- Les hydrocarbures, il s’agit de composés aliphatiques, de n-alcanes en C14-C36. Les C14-C23 

seraient d’origine microbienne et les C24-C36 proviendraient des végétaux (STEVENSON, 1982). 

- Les autres composés  de la fraction lipidique des sols contiennent divers composés tels que 

les glycérides, les stéroïdes, les terpénoïdes. 

 

Les chaînes poly(méthylène) des lipides dans la MON sont facilement détectées par un pic 

intense vers 2920 cm-1 en infrarouge, et par le pic près de 30 ppm en RMN-13C.   

 

III-3-4. Les lignines 

 

Par leur abondance dans la biosphère, les lignines sont sans aucun doute des précurseurs 

important de la matière organique des sols, les sédiments et l’eau. Des travaux sur les lignines et les 

produits de dégradations ont montré qu’elles possédaient des structures aromatiques substituées par 

des groupements aliphatiques phenyl-propane en position 1, ortho substituées par des groupements 

phénol/méthoxy ou substituées en position 3, 4 ou 5 par des groupement aryle éther. La figure 1.10 

montre la structure possible d’une lignine. 

 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   29 
 

 
Figure 1.10 : Structure possible d’une lignine selon GLAZER et NIKAIDO, 1995 

 

Les structures des précurseurs des lignines dans la matière organique peuvent être identifiées 

par les méthodes dégradatives (HEDGES et ERTEL, 1982) ou non dégradatives. La présence du 

groupe méthoxy aromatique est généralement caractéristique de la lignine, bien que certaines 

structures methoxy substituées aient également été trouvées dans les tanins (ROBINSON, 1991). Le 

groupe methoxy (O-CH3) donne des pics aux alentours de 1127 cm-1 en infrarouge et vers 55 ppm 

dans les spectres RMN 13C. Le squelette aromatique de la lignine donne un pic intense vers 1510 

cm-1 en infrarouge, et le carbone aromatique non substitué en ortho de la fonction C-O de la lignine 

donne des pics allant de 105-120 ppm en RMN 13C, en fonction de la substitution du cycle. 

 

III-3-5. Les tanins 

 

Les tanins sont les principaux constituants des feuilles et de la litière végétale (PRESTON et 

al. 1997). Au cours de la dégradation des feuilles et de la décomposition de la litière, un assemblage 

complexe de structures humiques solubles et insolubles est formé de tannins, de lignines, de 

glucides et de protéines (WERSHAW et al. 1999 ; WERSHAW et al. 1998). Les tanins et les 

flavonoïdes sont des antioxydants qui se dégradent rapidement en phloroglucinol et en acides 

phénoliques lorsqu'ils sont en présence d'oxygène (LARSON, 1997).  

 

 

 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   30 
 

III-3-6. Les terpénoïdes 

 

Généralement regroupés dans la famille des lipides, les terpénoïdes représentent une classe de 

composés importante dans les sols. Ils sont représentés par différents groupes de composés (résines, 

stéroïdes, alcaloïdes, pigments, glycosides), la plupart possède une structure de base dérivée de 

l’acide mévalonique (ROBINSON, 1991). La structure des terpénoïdes est constituée d’unités 

d’isoprène ou d’isopentane qui aboutissent à la formation de cycles alicycliques tels qu’on peut les 

trouver dans les stéroïdes. La présence unique de ces unités d’isoprène dans divers acides fulviques 

(provenant de lixiviats de MO), d’eaux de surface et d’eaux souterraines, a permis de conclure que 

les terpénoïdes sont les principaux précurseurs des acides fulviques aquatiques (LEENHEER et al. 

2003). 

Les terpénoïdes tels que les stéroïdes et hopanoïdes sont difficiles à dégrader biologiquement 

(JAAP et al. 1995), cependant une voie métabolique de dégradation des terpénoïdes a été proposée 

par TRUDGILL en 1984. Deux de ces voies ont permis d’aboutir à la formation d’acides  

hydrophobes (constituants des acides fulviques) (Figure 1.11). 

 

 

Figure 1.11 : Réaction conduisant à la formation d’acides hydrophobes à 

partir de terpénoïdes (LEENHEER et al. 2007) 
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Tout d’abord, la voie de l'aromatisation peut expliquer la partie du carbone aromatique 

observée par RMN 13C qui ne peut pas être facilement expliquée par les acides phénoliques dérivés 

des lignines et des tanins. Ensuite, la voie de Baeyer-Villinger peut en partie expliquer les structures 

ester qui se trouvent généralement dans les terpénoïdes dérivés d'acide fulvique.  

Ces deux voies métaboliques aboutissent à la formation des acides fulviques dans lesquels des 

groupes carboxyles sont répartis autour des cycles. Ces groupes carboxyles arrangés autour des 

cycles aromatiques ne facilitent pas les liaisons métalliques ou l'adsorption par les sesquioxydes sur 

des surfaces minérales. Par conséquent, les dérivés terpénoïdiques des acides des matières 

organiques dissoutes ne sont pas éliminés par adsorption sur des surfaces minérales durant 

l'infiltration des eaux de surface vers les eaux souterraines. Ainsi, ces dérivés peuvent se retrouver 

dans les eaux souterraines (LEENHEER et al. 2003). 

 

IV. Facteurs qui influencent la quantité de MO hydrosoluble dans les sols 

 

IV-1. La température 

 

FRÖBERG et al. (2004) ont travaillé sur trois sites situés en Suède, ayant les mêmes 

caractéristiques géologiques, pédologiques, végétales. Ils se sont aperçus que le COD variait avec la 

latitude, dans les horizons de surface. Le COD était plus élevé au Sud là où la température est la 

plus chaude. On peut citer PROKUSHKIN et al. (2005) et MICHALZIK et al. (1999) qui ont 

également abouti à la même remarque respectivement sur les sols de Sibérie et sur des eaux 

souterraines forestières. TIPPING (1999), a aussi étudié l’influence de la température en chauffant 

un lysimètre installé à 28 cm de profondeur. Ses résultats ont montrés une augmentation du COD 

dans les premiers temps mais cette augmentation est restée transitoire. Des études en laboratoire ont 

confirmé  l’influence positive de la température sur la production de COD (CLARK et al. 2005).  

D’un point de vue microbiologique, l’étape limitante de la décomposition de la matière 

organique est l’hydrolyse enzymatique des composés organiques de hautes masses moléculaires en 

plus petites molécules utilisables par les microorganismes. Cette décomposition est due à des 

enzymes, on peut citer, la phénoloxydase qui est sensible aux conditions climatiques. FREEMAN et 

al. (2001) mais aussi KANG et FREEMAN (1999) ont démontrés que plus la température est 

élevée, plus l’enzyme est stimulée. Une augmentation de la température favorise donc l’activité de 

la phénoloxydase mais augmente également la production de COD. Enfin, MATLOU et HAYNES 

(2006) suggèrent que l’effet de la température affecte la production de COD en amont,  c'est-à-dire 

que plus la température est haute plus la saison de croissance est longue, et donc plus il y aura de 

déchets biologiques qui est la première source du COD.  
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Cependant, certains travaux ne permettent pas de mettre en corrélation la température et la 

concentration en COD, parmi ceux-ci on peut noter WILSON et WILLIAMS (2006) qui ont chauffé 

le sol grâce à des tubes chauffants incérés dans le sol et n’ont pas relevé d’influence de la 

température sur le COD. 

 

IV-2. Le pH 

 

Le pH joue également un rôle important. En effet, lorsque la terre est enrichie en acides 

minéraux, le sol relargue moins d’acide organique, il tamponne donc l’impact de la sédimentation 

acide sur l’écoulement des eaux (EVANS ET al. 2005). Le COD est composé entre autres d’acides 

organiques donc plus il y aura d’acides organiques, plus il y aura de COD. Alors, le COD dans les 

eaux de surface est moins élevé lorsque l’on est en présence d’une forte quantité d’acides 

anioniques et inversement (EVANS et al. 2005). En laboratoire, KENNEDY et al. (1996) ont 

observé que l’augmentation du pH s’accompagne d’une augmentation des matières organiques 

naturelles dissoutes. 

Toutefois, EVANS et al. (2005) citent quelques expériences réalisées grandeur nature, qui ne 

notent pas de réponse du COD face au changement de pH (HESSEN et al. 1997 ; DAVID et al. 

1999). 

 

IV-3. La force ionique 

 

La force ionique d’une solution pourrait aussi avoir un effet sur la quantité et la qualité de la 

matière organique dissoute. En laboratoire, VANCE et al. (1989) ont montré que lorsque la force 

ionique d’une solution d’eau naturelle augmente, il y a une diminution du COD. On peut tout de 

même remarquer qu’étant donné que l’acidité est un paramètre qui affecte la force ionique, il est 

difficile de savoir quel est le paramètre qui est réellement responsable de la variation de la quantité 

de COD.  

 

IV-4. Le CO2 atmosphérique 

 

Pour FREEMAN (2004) et EVANS et al. (2005), il semblerait que la concentration en COD 

soit beaucoup plus sensible aux facteurs environnementaux qui affectent la production première de 

matière organique que ceux qui affectent la décomposition uniquement. EVANS et al. (2005) 

remarquent que pendant ces dernières années où les recherches se sont consacrées à la réponse du 

COD à un changement climatique, un facteur avait aussi beaucoup augmenté : le CO2 
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atmosphérique. Depuis 1988, on constate une augmentation du CO2 atmosphérique de 10% pouvant 

être à l’origine de 1 à 6% de l’augmentation du COD (EVANS et al. 2005). La littérature l’explique 

par le fait que le CO2 améliore la production du COD et d’exsudat de plantes en augmentant la 

matière organique naturelle potentielle. Selon EVANS et al. (2005), une augmentation de 235 ppm 

de CO2 conduirait à une augmentation du COD de 14 à 61%. Cependant, les recherches sur ce 

facteur restent encore très minces et peu de conclusions peuvent être affirmées. 

 

IV-5. Le sol et les pratiques agricoles 

 

Il est communément admis que les teneurs en COD diffèrent en fonction du type de sol. Dans 

un sol minéral, les phénomènes d’adsorption avec les minéraux tels que le fer, l’aluminium et la 

silice sont plus nombreux que dans un sol organique. La concentration en COD en sera donc 

diminuée. TIPPING (1999) met en évidence que la matière organique n’est pas la même quel que 

soit le type de sol. En se basant sur la fraction hydrophile du COD, il montre que seulement 37% du 

COD est hydrophile pour les tourbières alors que la portion hydrophile atteint 56% pour les terres 

marrons et 87% pour les sols micropodzols. 

L’influence des pratiques du sol sur le COD reste encore très controversée. Certaines études 

n’ont  rien montré (EVANS et al. 2005) alors que d’autres tel que HAYNES (2000) et MATLOU et 

HAYNES, (2006) remarquent une différence de concentration du COD en fonction des cultures. 

HAYNES en 2000 met en évidence que sur un champ en pâturage, la teneur en COD est plus élevée 

que sur un champ de sol arable. Il l’explique par le fait que dans un sol arable la quantité de matière 

organique qui retourne au sol est beaucoup plus faible que dans un pâturage. MATLOU et 

HAYNES, (2006) remarquent qu’un champ couvert d’herbe kikuyu (Pennisetum clandestinum) 

depuis plus de cinquante ans  présente une concentration en COD plus élevée que des champs 

couverts de seigle (Lolium multiflorum) depuis plus de cinquante ans ou de maïs (Zea maize) depuis 

plus de vingt-cinq ans. 

 

IV-6. L’azote 

 

L’azote est un nutriment limitant dans les écosystèmes terrestres et a un rôle sur la 

mobilisation de la matière organique labile. 

Les travaux de EVANS et al. (2005) n’ont pas permis de mettre en évidence un quelconque 

effet de la quantité d’azote présente sur la production de COD. Néanmoins, cela n’exclue pas la 

possibilité qu’un enrichissement en azote d’un sol, à long terme, puisse avoir des conséquences sur 

la quantité en COD. 
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Les travaux de FRÖBERG et al. (2004), montrent qu’une forte concentration en azote a un 

double effet. D’une part, il aide au développement de la flore mais d’autre part, il gène  la 

décomposition de la matière organique et donc la production de COD. 

 

IV-7. Les cycles d’humidité et de sécheresse 

 

Les cycles d’humidité et de sécheresse ont été identifiés comme ayant une influence majeure  

dans la production de COD car ils rendent possible l’aération de zones normalement saturées en eau 

et ainsi la décomposition de la matière organique, mais aussi l’activité de la phénoloxydase enzyme, 

inhibée en condition anaérobie (FREEMAN et al. 2001). 

Plusieurs études sur le terrain ont mis en évidence une augmentation du COD dans les 

différents horizons lors d’une réhumidification après une période de sécheresse (WILSON et al. 

2008). La période de sécheresse est souvent accompagnée d’une diminution  du COD notamment 

dans les eaux de tourbières (CLARK et al. 2005). Cette augmentation du COD observée 

annuellement entre le début du printemps et la fin de l’été (WILSON et al. 2007 ; FRÖBERG et al. 

2006) correspond effectivement à une période de réhumidification. 

L’influence de la sécheresse sur le COD serait plus prononcée dans les horizons superficiels. 

LUNDQUIST et al. 1999 montrent que c’est l’horizon supérieur qui est le plus sensible à la 

sécheresse. Ceci peut être expliqué par le fait que la décomposition de la matière organique est 

dépendante de l’humidité du sol (KALBITZ et al. 2000). La réponse du COD à la sécheresse 

dépend donc des conditions initiales d’humidité du sol, et ce sont les horizons supérieurs qui sont 

les plus touchés par la variation d’humidité. 

ZSOLNAY et GÖRLITZ (1994) remarquent que la concentration en COD après 

réhumidification est plus élevée dans les sols qui ont été exposés à une grande sécheresse. 

Cependant, les travaux de FRÖBERG  n’ont pas permis de montrer que l’humidité ne semble 

pas avoir d’impact sur l’horizon O. L’horizon B quant à lui, a une teneur en COD plus élevée en 

période humide.  

 

La caractérisation de la matière organique hydrosoluble des horizons profonds des sols n’est 

pas simple. De nombreux paramètres entrent en jeu dans la détermination qualitative et quantitative 

que ce soit le type de sol, la méthode d’extraction, le mode d’occupation ou bien tous les paramètres 

détaillés dans la partie IV de ce chapitre. Il est donc nécessaire d’avoir comme point d’appui des 

références sur la composition de la matière organique hydrosoluble dans les horizons profonds, 

difficilement trouvables dans le domaine des sols au vu des faibles concentrations en COD dans les 

horizons profonds.  
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C’est pourquoi le domaine des eaux offre un point de comparaison non négligeable. En effet, 

la matière organique des eaux de surface est connue pour provenir du lessivage de l’horizon de 

surface des sols, des débris végétaux et animaux. On pourrait donc supposer que la matière 

organique retrouvée dans les eaux souterraines pourrait provenir de la percolation de l’eau dans les 

horizons profonds, et donc être de nature comparable. 

Il est donc nécessaire de montrer quelques résultats de la caractérisation de la matière 

organique des eaux souterraines parmi la multitude de travaux existants. 

 

V. Origine et quantité de la MO dans les eaux souterraines 

 

 Peu de travaux existent sur l’origine et la quantité de matière organique soluble des sols dans 

les horizons profonds (> 105 cm). La plupart des études portent sur l’horizon labourable (0-30 cm) 

beaucoup plus riche en carbone soluble permettant une plus grande facilité d’extraction et 

d’analyse. Il est donc difficile d’avoir des points de repère afin de comparer les résultats obtenus à 

des résultats déjà publiés. C’est pourquoi, il semble judicieux de comparer le carbone soluble des 

horizons profonds des sols à celui des eaux souterraines qui semble avoir des quantités et des 

qualités en carbone assez similaire. 

 La matière organique des eaux souterraines fait l’objet d’une multitude de travaux. Parmi 

ces travaux, on peut tout d’abord citer l’étude réalisée par KHAN et al. en 2007 sur la 

caractérisation et la dynamique de la matière organique fluorescente d’eaux souterraines, de rivières 

et de lacs. Les eaux collectées ont fait l’objet d’analyses en carbone et en spectrofluorescence 3D 

permettant de déterminer la matrice d’excitation- émission (EEM). Quelques résultats obtenus sont 

regroupés dans le tableau 1.10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   36 
 

Tableau 1.10 : Résultats COD et fluorescence obtenus par KHAN et al. en 2007 sur quelques 

sites (rivières, eaux souterraines et lacs). 

Echantillons 

(Japon) 
pH COD (µM C) 

Pic C 

(Ex/Em = 

nm) 

Pic M 

(Ex/Em = 

nm) 

Pic A 

(Ex/Em = 

nm) 

Pic T 

(Ex/Em = 

nm) 

Aotsuchi 

(rivière) 
8,0 51 330/429 nd 260/458 nd 

Shikawa 

(rivière) 
7,6 113 340/432 nd 240/413 280/369 

Kito (eau 

souterraine) 
7,0 50 330/431 nd 260/438 280/370 

Endo (eau 

souterraine) 
7,0 98 305/424 nd 260/427 nd 

Lac Biwa 

(2,5 m) 
7,7 94 350/445 305/429 250/433 285/357 

Lac Biwa 

(40 m) 
7,7 92 355/446 305/429 255/435 280/348 

 

 Les concentrations en COD obtenues par KHAN et al. (2007) sont distribuées de manière 

irrégulière dans les eaux souterraines et varient de façon importante entre les sites 

d’échantillonnages. Cependant, ils remarquent une augmentation de la concentration en COD 

d’amont en aval, en particulier pour l’eau souterraine. 

 En fluorescence, l’acide fulvique (pic C) des eaux souterraines et de rivières est différent de 

celui observé dans l’eau du lac qui subit d’importantes radiations solaire modifiant le pic C en pic 

M de forte intensité et un pic C de plus faible intensité. Ce pic M se situant dans les faibles 

longueurs d’ondes (décalage vers le bleu) et le pic C vers les plus hautes longueurs d’ondes 

(décalage vers le rouge). La longueur d’onde d’émission du pic T attribuable aux protéines, semble 

montrer un décalage vers le bleu dans les eaux de rivière par rapport  aux eaux souterraines. 

 KHAN et al. (2007) montrent également qu’il existe une relation linéaire entre les 

concentrations en COD et l’intensité de fluorescence des pics C, A et T dans les eaux souterraines et 

de rivière, ce qui suggère que la matière organique dissoute fluorescente représente une part 

importante de la matière organique dissoute. 

 Enfin, le pic de fluorescence de type C dans l’eau de rivière a une intensité deux fois plus 

importante que dans celle de l’eau souterraine et trois fois par rapport a celle du lac. Ce fluorophore 
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C des eaux souterraines semble plus sensible à la dégradation chimique et au processus microbien 

par rapport au fluorophore A. 

  

 D’autres travaux sur les eaux souterraines peuvent être cités, en particulier ceux de GONI et 

GARDNER en 2003 qui étudient l’impact des saisons sur la concentration en carbone organique 

dissous dans des aquifères côtiers recouverts de forêt. Dans le cadre de cette étude GONI et 

GARDNER ont échantillonné les eaux souterraines ainsi que les eaux de surface sur deux années 

(1998 et 1999). Des analyses en COD ont été effectuées. Les résultats obtenus montrent une faible 

salinité aux alentours de 2 ppt pour les eaux souterraines. Cette salinité varie en fonction de la zone 

géographique et de la saison (en automne 2-10 ppt et en été 1-2 ppt). Les concentrations en COD 

des eaux souterraines sont faibles, elles varient de 6 à plus de 120 mg/L. Les concentrations les plus 

élevées (> 50mg/L) sont rencontrées dans les régions recouvertes par des forêts et les concentrations 

les plus faibles (< 10mg/L) dans les régions recouvertes par les marais. Ces concentrations 

diminuent de manière progressive et significative quand on s’éloigne des zones forestières pour 

aller vers les zones marécageuses. 

De nombreux auteurs mettent les concentrations en COD en relation avec la salinité des eaux 

souterraines et des eaux de surface. Selon BOYLE et al. (1974), la salinité pourrait être un bon 

indicateur des concentrations en COD dans les aquifères. En effet, GONI et GARDNER montrent 

une forte diminution du COD avec les faibles salinités. La figure 1.12 montre la relation mise en 

avant par GONI et GARDNER entre le COD et la salinité. 

 

 
Figure 1.12 : Relation entre le COD et la salinité de différents échantillons 

(eaux de surface et eaux souterraines) (GONI et GARDNER, 2003) 
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 Enfin, parmi tous les travaux sur la matière organique des eaux souterraines, on peut citer les 

travaux d’ARTINGER et al. en 2000 sur la caractérisation des substances humiques des eaux 

souterraines. Plusieurs paramètres ont été mesurés sur ses échantillons : le pH, la conductivité, les 

différents ions présents, les concentrations en COD, en acides humiques et fulviques (tableau 1.11). 

En plus de tous ces paramètres, des mesures en fluorescence (Ex = 340 nm) et en carbone 14 ont été 

effectuées. 

 

Tableau 1.11 : Paramètres des échantillons étudiés par ARTINGER et al. 2000 

Echantillons 
Profondeur 

(m) 

Température 

(°C) 
pH 

Conductivité 

(mS/cm) 

COD 

(mgC/L) 

AH 

(mgC/L) 

AF 

(mgC/L) 

Gorleben 15-18 9,6 6,4 0,13 0,5 0,009 0,14 

Gorleben 21-24 8,9 8,4 0,20 1,4 0,11 0,46 

Munich 0,5-23 9,3 7,2 0,63 0,6 - 0,12 

Munich 2-7 9,0 7,3 0,67 0,7 - 0,12 

Fuhrberg 1,3 9,4 4,3 0,24 6,1 - 1,3 

Fuhrberg 14 10,0 6,0 0,51 9,8  1,8 

 

Outre l’aquifère de Gorleben, dans la plupart des autres aquifères le COD est composés de 10 

à 40 % d’acide fulvique, le reste étant constitué de composés hydrophiles. Les concentrations 

élevées en COD dans l’aquifère du Fuhrberg sont attribuées à des différences dans le sol et aux 

conditions de végétation y compris les activités agricoles. 

Les acides humiques et fulviques des différents aquifères montrent des propriétés et des 

caractéristiques différentes. Ces différences selon ARTINGER et al. (2000) semblent dépendre de la 

source des acides humiques et fulviques ainsi que des caractéristiques physico-chimiques et des 

conditions géologiques des eaux souterraines. 

 

Au vue des travaux présentés ci-dessus (KHAN et al. 2007 ; GONI et GARDNER en 2003 ; 

ARTINGER et al. 2000), la composition et la quantité de la matière organique soluble dans les eaux 

souterraines dépendent d’une multitude de paramètres : la saison, la géologie des sols (argile), la 

couverture des sols (forêt, prairie, désert). Ces conclusions peuvent être appliquées au sol si l’on 

considère les eaux souterraines comparables aux carbones solubles des horizons profonds. 
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VI. Caractérisation directe ou après purification de la MO soluble 

 

VI-1. Résonance magnétique nucléaire (RMN 13C) 

 

La RMN du 13C permet d’avoir des informations qualitatives sur la structure du carbone 

organique. Les spectres de RMN du 13C du solide sont composés de bandes caractéristiques 

répertoriées dans le tableau 1.12 (WILSON et al. 1987). 

 

Tableau 1.12 : Principales bandes en RMN 13C (WILSON et al. 1987) 

Groupements 

chimiques 
Types de composés Déplacement chimique (ppm) 

C-H Carbone aliphatique 0-55 

C-N Amines, amides, protéines 40-55 

O-CH3 
Groupes méthoxy des lignines et 

tanin 
55-60 

C-O Alcools aliphatiques, éthers, esters 60-90 

O-C-O 
Carbone anomérique des sucres, 

lactols 
90-110 

φ Carbone aromatique 95-165 

Φ-O Esters aromatiques, éthers, phénols 135-165 

O=C-O ; O=C-N 
Acides carboxyliques, esters, 

amides 
160-190 

O=C-C=C Flavones, quinones 170-200 

O=C-C 
Cétones aliphatiques et 

aromatiques 
190-220 

 

Plusieurs travaux utilisent la technique de RMN du 13C pour la caractérisation de la matière 

organique des sols. 

On peut citer les travaux de FROBERG et al. (2003) qui étudient les sous-horizons Oi, Oe et 

Oa d’un sol forestier. L’objectif était de comprendre le rôle de la matière organique présent dans les 

trois sous-horizons dans la lixiviation de la matière organique dissoute de l’horizon O. Cette 

compréhension passe par une étude sur des solutions récupérées au niveau de plaques lysimétriques, 

de solutions de sol extraites à l’eau et du sol. Les résultats obtenus son regroupés dans le tableau 

1.13. 
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Tableau 1.13 : Intensité relative en % obtenus en RMN 13C  sur les trois solutions (FROBERG 

et al. 2003) 

Groupements 
Sol 

Oi 

Sol 

Oe 

Sol 

Oa 
Ext Oi Ext Oa Ext Oe Lys Oe Lys Oa 

Carbonyle (160-220 ppm) 7,7 10,0 13,2 13,5 12,6 11,1 14,8 15,1 

Aromatique (110-160 ppm) 18,5 19,7 23,0 15,6 11,3 9,1 16,4 16,0 

O-Alkyle (45-110 ppm) 52,8 47,2 40,6 47,4 54,6 56,2 43,3 44,4 

Alkyle (10-45 ppm) 21,0 23,0 23,1 23,5 21,5 23,5 25,4 24,4 
 

 

Les résultats montrent la présence de pic majoritaire des O-alkyl entre 50 et 90 ppm 

notamment vers 73 ppm caractéristique d’hydrates de carbone. De plus, avec l’augmentation de la 

profondeur des horizons, l’intensité de la bande O-alkyl diminue, indiquant une augmentation du 

degré d’aromaticité de la matière organique en profondeur. A l’inverse, une augmentation est 

observée avec la profondeur pour les groupements carboxyles vers 160-185 ppm et pour les 

groupements aldéhydes et cétones vers 185-220 ppm. Cependant, et contrairement aux échantillons 

de sol, l’intensité des O-alkyl augmente et l’aromaticité diminue avec la profondeur dans les 

échantillons obtenus par extraction à l’eau. 

 

Les travaux de NIEROP et BUURMAN, (1999) ont également utilisé la RMN 13C sur des 

échantillons obtenus par trois extractions : une fraction hydrosoluble, une fraction sodique et une 

fraction humine. Les attributions des pics dans ces travaux sont basés sur les données de NIMZ, 

1981; HATCHER 1987; KOGEL et al. 1988; WILSON et HATCHER 1988; KOGEL-KNABNER, 

1997 et PRESTON, 1992. Les spectres obtenus montrent que le pic caractéristique du carbone O-

alkyl domine le spectre de la fraction hydrosoluble. La fraction hydrosoluble est composée de 

nombreux pics (72, 74, 80 et 83 ppm) attribuables aux carbones C2, C3, C4 et C5 des unités sucres, 

mais aussi d’un pic à 106 ppm pouvant être du aux tannins (WILSON et HATCHER, 1988).  

Les spectres des fractions sodiques et humine ont également ces pics mais de façon moins 

abondante. La fraction sodique est composée en majorité des pics aromatiques (115, 130, 148 et 152 

ppm) avec des groupements OH et O-méthyl (148 ppm) mais aussi méthoxy (152 ppm). Les autres 

pics : aldéhydes et cétones (197 ppm), acides carboxyliques et amides (173 ppm) sont plus intenses 

que dans les fractions hydrosolubles et humine. La fraction humine possède le signal le plus 

important aux alentours des 30 ppm correspondant au C-alkyl et attribué aux groupements 

méthylène. 
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Enfin, on peut noter les travaux de GONZALEZ PEREZ et al. (2004) qui étudient les acides 

humiques d’un sol tropical soumis à différents modes d’occupation par RMN 13C. Les résultats 

obtenus sont regroupés dans le tableau 1.14. 

 

Tableau 1.14 : Distribution du carbone dans les différents modes d’occupation ainsi que le 

degré d’aromaticité (GONZALEZ PEREZ et al. 2004) (CT : labourage conventionnel ; 

NT : non labouré et NC : non cultivé) 

 
Répartition  (%) en RMN 13C des différentes régions 

indiquées 
  

Echantillons 
0-45 

(ppm) 

45-

65 

65-

90 

90-

110 

110-

143 

143-

160 

160-

188 

188-

230 

Aliphatique 

(%) 

Aromatique 

(%) 

CT1 21 16 14 7 19 7 11 6 70 30 

CT2 22 16 14 7 17 8 11 6 70 30 

NT1 21 16 14 7 19 7 10 6 70 30 

NT2 21 16 14 7 18 7 11 6 70 30 

NT3 21 17 14 7 18 7 10 6 71 29 

NC 26 16 15 7 14 6 11 5 76 24 
 

 

Pour tous les modes d’occupation, l’intensité relative associée au carbone aliphatique (0-110 

ppm) est plus élevée que celle déterminée dans la région 110-160 ppm correspondant au carbone 

aromatique, indiquant un plus grand caractère aliphatique des échantillons. Le signal des C-

méthoxyl apparait vers 56 ppm et chevauche celui des N-alkyl compris dans la région entre 46 et 67 

ppm (KNICKER, 2000). Le degré d’aromaticité des échantillons est similaire pour pratiquement 

tous les échantillons (30%) malgré une légère diminution dans l’horizon non cultivé (pas de 

labourage). 

  

VI-2. Pyrolyse-MS (Spectrométrie de Masse) 

 

 D’autres travaux utilisent la pyrolyse-GC/MS afin de caractériser les extraits de matière 

organique. On peut notamment présenter les travaux de SCHULTEN (1987) qui caractérise un 

échantillon d’acide humique extrait d’un horizon de surface. SCHULTEN (1987) montre que les 

pics m/z 60, 82, 96, 110 et 126 correspondent aux polysaccharides et que le pic m/z 92 est dû au 

toluène. Les composés azotés sont représentés par les pics m/z 79 correspondant à la pyridine, 92 

correspondant au méthyle pyridine et 117 correspondant à l’indole. La présence de lignine dans 
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l’acide humique est indiquée par les pics m/z 212 correspondant à un monomère de la lignine et les 

pics m/z 302 et 344 à un dimère de la lignine. Les pics m/z 310 et 386 correspondent 

respectivement au methoxyphénol et à l’alkyl-phénol. 

 

Les travaux de NIEROP et BUURMAN, (1999) ont également utilisé des analyses en 

pyrolyse GC/MS pour compléter les analyses en RMN 13C afin d’étudier l’influence de la 

végétation sur la matière organique soluble présente dans le sol. L’horizon considéré est l’horizon 

H. Les spectres des fractions hydrosolubles, sodiques et l’humine sont présentés dans la figure 1.13. 

Les résultats montrent une augmentation de l’abondance relative des polysaccharides de la fraction 

humine en passant par la fraction sodique et la fraction hydrosoluble. La figure 1.14 zoom sur la 

partie phénolique du spectre. 

 

 
Figure 1.13 : Spectres partiels de pyrolyse-MS des trois fractions extraites du profil B 

(NIEROP et al. 1999). PS : polysaccharides ; P : alkylphenol ; G : guaiacol ; ■ : 

methylcétone ; ♦ : acides gras ; ▼ : alcènes/alcanes ; ● : alcools. 

 

 

 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   43 
 

 
Figure 1.14 : Spectres partiels de pyrolyse-MS des trois fractions extraites du profil B 

(Zoom sur la partie alkylphénol) (NIEROP et al. 1999). (a) : fraction hydrosoluble ; 

(b) : fraction NaOH soluble ; (c) : fraction humine 

 

Le phénol et les trois isomères du méthylphénol ortho, méta et para sont les composés les plus 

importants dans la fraction hydrosoluble. Les éthyl-, diméthyl- et vinyl- phénols sont beaucoup 

moins abondants et les carbones substitués sur le phénol sont très rares. Ces composés sont 

également présents dans la fraction sodique. La fraction Humine montre une distribution différente, 

les phénols C2 et C3 sont très abondants particulièrement l’éthylphénols et le vinylphénols. Les 

alkylphénols peuvent avoir plusieurs origines comme la lignine et les tannins (VAN DER 

HEIJDEN, 1994; TEGELAAR et al. 1995). Le spectre partiel des méthoxyphénols est représenté 

figure 1.15 pour les trois fractions. 
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Figure 1.15 : Spectres partiels de pyrolyse-MS des trois fractions extraites du profil B (Zoom 

sur la partie méthoxyphénols) (NIEROP et al. 1999) 

 

Dans les trois pyro-chromatogrammes, on voit apparaitre des produits de la lignine. Dans la 

fraction soluble hydrosoluble, les pics prédominants sont : guaiacol (1) ; 4-methylguaiacol (2) ; 4-

vinylguaiacol (4) ; 4-acetylguaiacol (11) ; 4-propan-2-oneguaiacol (12) ; acid vanillique (14) et 4-

propan-1-oneguaiacol (15). Les composés mineurs présents sont : 4-ethylguaiacol (3) ; eugenol (6) ; 

4-propylguaiacol (7) ; vanilline (8) ; cis (9) et trans isoeugenol (10) et des petites traces de syringol 

(5).  

La fraction sodique contient plus de 4-vinylguaiacol ; 4-ethylguaiacol ; eugenol ; cis et trans 

isoeugenol et 4-propan-2-oneguaiacol que la fraction hydrosoluble mais moins de vanilline, d’acide 

vanillique, et de 4-acetylguaiacol.  

Enfin, pour la fraction humine, tous les dérivés oxydés de guaiacol sont moins abondants que 

dans la fraction sodique, tandis que les composés 5 et 13 sont plus abondants. Par rapport aux 

alkylphénols, les méthoxyphénols sont plus abondants dans la fraction hydrosoluble puis dans la 

fraction sodique et enfin dans la fraction humine. 

La biodégradation de la lignine conduit à l’oxydation et à la rupture des groupements 

propanoïdes, notamment des carbones α et β (SAIZ-JIMENEZ et DE LEEUW, 1984). Si on observe 

le 4-acetylguaiacol, l’acide vanillique et le 4-propan-1-oneguaiacol, on peut suggérer que la fraction 

hydrosoluble a un degré d’humification plus élevé.  
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Les composés aliphatiques tels que les acides gras, les alcènes et les alcanes sont présents 

dans la fraction hydrosoluble dans des proportions très faibles. Dans la fraction sodique, 

l’abondance des composés aliphatiques est encore plus faible.  

 

VI-3. Spectrofluorimétrie 

 

Une large fraction des MO fluoresce : les matières humiques mais également les acides 

aminés aromatiques. Différents types de fluorophores peuvent être mis en évidence par la technique 

de fluorescence « synchrone », consistant à balayer simultané les longueurs d’excitation et 

d’émission. 

L’absorption d’un photon par une molécule entraîne une transition électronique de l’état 

fondamental à une énergie plus élevée (état excité). Cette transition s’accompagne de l’émission 

d’un photon moins énergétique. L’intensité du rayonnement fluoresçant est proportionnelle à la 

concentration en molécules dans l’échantillon (MAUCHIEN et al. 1990). Le spectre d’émission de 

fluorescence varie suivant la nature de la matière organique. En effet, une augmentation de la masse 

moléculaire entraîne un déplacement du maximum d’intensité vers des longueurs d’ondes élevées 

(vers le rouge). Ainsi les acides humiques à structure aromatique de haute masse moléculaire 

fluorescent plutôt dans les fortes longueurs d’onde alors que les acides hydrophiles à caractère 

aliphatique marqué fluorescent vers le bleu.  

  

Plusieurs travaux caractérisent la matière organique par des techniques fluorimétriques. On 

peut relever les travaux de OHNO et al. (2004) qui déterminent l’indice d’humification (HIX) par 

analyse spectrofluorimétrique sur des échantillons de sol extraits à l’eau ultra pure. Cet indice 

d’humification (HIX)  correspond au rapport de la somme des intensités de fluorescence entre 435 

et 480 nm sur les intensités de fluorescence entre 300 et 345 nm. OHNO et al. (2004) obtiennent des 

valeurs de HIX variant entre 5 et 7. Une augmentation du degré d’humification montre un 

changement de la matière organique, avec une augmentation des groupements carboxyles et des 

fonctions contenant de l’azote. 

 

Ensuite des études ont été menées par CORVASCE et al. (2006) sur la matière organique des 

horizons profonds et de surfaces extraits par CaCl2. L’indice d’humification et l’indice 

d’aromaticité diminuent en profondeur alors que le rapport 406/413 nm augmente. Ce résultat 

montre une diminution progressive de la taille des molécules et une augmentation de la complexité 

structurale en profondeur.  Sur le spectre 3D de fluorescence, trois fluorophores sont visibles : (1) 

250ex/260-410em ; (2) 300-320ex/340-410em ; (3) 270ex/300em. Le (1) représente des composés 
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simples dérivés du matériau des protéines (BAKER et GENTY, 1999). Le (2) correspond à des 

structures simples du type phénolique, dérivés d’acide cinnamique, alcaloïdes comme 

l’hydroxyquinoline (SENESI et al. 1991). Enfin, le (3) est typique des amino-acides aromatiques 

(BLASER et al. 1999) 

 

MICHEL et LUDWIG, (2005) ont proposé une étude sur la matière organique soluble de 

l’horizon Oa dans des sols forestiers situés. L’indice d’humification (HIXsyn) est calculé en divisant 

l’intensité de la plus grande longueur d’onde par celle de la plus courte longueur d’onde (KALBITZ 

et al. 1999). Puis, un indice d’humification d’émission est calculé (HIXem) en divisant la zone de 

crête entre 435 et 480 nm et la zone entre 300 et 345 nm (ZSOLNAY et al. 1999). Les résultats 

obtenus pour les différents types de sols sont regroupés dans la figure 1.16. 

 

 
Figure 1.16 : Indices d’humification synchrone (HIXsyn) et d’émission (HIXem) 

obtenus sur les différents sites (MICHEL et LUDWIG, 2005). 

 

Tous les échantillons ont montré le même modèle de fluorescence que ce soit avec le spectre 

synchrone ou d’émission. Les indices d’humification synchrone et d’émission s’étendent 

respectivement entre 0.48 et 1.28 et entre 7.7 et 13.9. L’indice d’humification synchrone 

contrairement à celui d’émission, a tendance a augmenter avec la présence de carbone aromatique. 
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Ensuite on peut noter les travaux de BANAITIS et al. (2006) sur un sol forestier qui étudient 

par spectrofluorimétrie, la composition chimique de la matière organique ainsi que les adsorptions 

préférentielles des molécules de haute masse moléculaire issues de la matière organique sur les 

surfaces minérales. La matière organique des sols forestiers joue un rôle important dans la 

biodisponibilité des nutriments du sol ainsi que dans la solubilisation des métaux. JARDINE et al. 

(1989) ; WANG et al. (1995) ; CHOROVER et AMISTADI, (2001) ; HUR et SCHLAUTMAN, 

(2004) ont montré que les composés à haute masse moléculaire des substances humiques, de la 

matière organique naturelle et de la matière organique dissoute s’adsorbaient de préférence sur les 

oxy-hydroxydes métalliques. L’adsorption de la matière organique dissoute sur des surfaces 

minérales est un facteur important de la séquestration du carbone du sol. Le phénomène 

d’adsorption implique des interactions entre la surface des groupements métalliques et les fonctions 

acides de la matière organique dissoute. Cela suggère que l’adsorption est sensible aux propriétés 

chimiques de la matière organique dissoute ainsi qu’aux propriétés de la surface minérale (KAISER 

et GUGGENBERGER, 2000). 

La matière organique soluble est extraite de l’horizon O, le profil étudié est recouvert de 

sapins, de pins et de chênes. L’étude du mécanisme d’adsorption de la matière organique 

hydrosoluble sur les minéraux est réalisée en présence de goethite et de gibbsite. Le pH de cette 

solution initiale est ajusté à 5.5. La concentration en carbone soluble est déterminée par mesure 

avec un analyseur de carbone et la quantité adsorbée est mesurée par différence.  

L’indice d’humification est obtenu en divisant l’intensité de fluorescence entre 435-480 nm 

avec l’intensité entre 300-345 nm à une longueur d’onde d’excitation de 254 nm. Cet indice permet 

de déterminer le stade d’humification et l’aromaticité de la matière organique dissoute. Les résultats 

obtenus sont regroupés dans le tableau 1.15. 
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Tableau 1.15 : Poids moléculaire (MW) et indice d’humification (HIX) de la matière 

organique dissoute (BANAITIS et al. 2006). O-Hardwood : horizon O avec du bois 

durs (Chênes) ; O-Softwood : horizon O avec dur bois tendres (sapins et pins). 

Traitements/Matériels MW (g/mol) HIX 

 Pré-sorption  

O-Hardwood 397 4,04 

O-Softwood 421 3,69 

Chêne 123 0,66 

Pin 131 0,44 

Sapin 72 0,48 

 Post-goethite  

O-Hardwood 156 0,80 

O-Softwood 146 0,74 

Chêne 108 0,29 

Pin 100 0,24 

Sapin 60 0,43 

 Post-gibbsite  

O-Hardwood 118 0,74 

O-Softwood 115 0,73 

Chêne 97 0,31 

Pin 81 0,28 

Sapin 46 0,44 
 

 

Le poids moléculaire moyen trouvé pour l’horizon O est de 410g/mol, la valeur moyenne de 

l’indice d’humification pour l’horizon O est de 3,8. Cette valeur est similaire à celle obtenue dans 

un sol minéral. Les valeurs obtenues pour l’horizon O ainsi que pour les différents tissus végétaux 

non étudiés ici, montrent bien que la matière organique des sols est issue des tissus végétaux car elle 

est beaucoup plus humifiée que celle contenue dans les feuilles des arbres. 

Le tableau 1.15 et la figure 1.17 montrent le phénomène d’adsorption de la matière organique 

dissoute sur la goethite et la gibbsite pour l’horizon O. Le phénomène de sorption dépend de la 

nature de la matière organique dissoute. En effet, pour la matière organique de l’horizon qui 

présente un poids moléculaire et un HIX plus élevés, la sorption est beaucoup plus importante que 

pour la matière organique issue des feuilles de sapins, de pins et de chênes. Les deux minéraux, 
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goethite et gibbsite ont une préférence d’adsorption pour les molécules ayant un poids moléculaire 

plus élevé. 

 

 
Figure 1.17 : Matière organique adsorbé sur la goethite 

et la gibbsite pour l’horizon O (Hardwood = chênes et 

softwood = pins et sapins) (BANAITIS et al. 2006). 

 

Enfin, on peut citer les travaux de GONZALEZ PEREZ et al. (2004) qui complètent ces 

analyses en RMN 13C (V-1) par une étude en spectrofluorimétrie pour observer la corrélation entre 

l’aromaticité déterminée par RMN 13C et la réponse en fluorimétrie. Les analyses s’effectuent sur 

des solutions de concentration 200 mg/L en acides humiques. Les conditions d’utilisation sont les 

suivantes : longueur d’onde d’excitation 436 nm, région spectrale entre 450-650 nm, le degré 

d’humification est mesuré en calculant la surface totale sous le spectre centré à 520 nm (MILORI et 

al. 2002). Les résultats obtenus sont regroupés dans la figure 1.18. 
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Figure 1.18 : Comparaison du degré 

d’aromaticité avec l’indice d’humification 

(GONZALES PEREZ et al. 2004). 

 

Tous les spectres de fluorescence étaient semblables présentant une large bande entre 480 et 

600 nm, les résultats obtenus montrent une corrélation importante entre le degré d’aromaticité et 

l’indice d’humification. 

 

VI-4. Chromatographie d’exclusion haute performance (SEC) 

 

Cette technique analytique est très peu utilisée dans le domaine des sols. Cependant pour 

caractériser la fraction hydrosoluble de la matière organique des sols, elle sera d’une aide précieuse. 

Une analogie avec les eaux naturelles sera donc faite pour caractériser le COD des horizons 

profonds. 

Dans le domaine des eaux, les matières organiques dissoutes englobent des structures qui 

entrent dans une gamme de masses moléculaires très étendue. La chromatographie d’exclusion de 

taille (HPSEC pour High Performance Size Exclusion Chromatography) est une méthode de 

fractionnement basée sur la taille des molécules. Le principe est simple, plus les molécules sont 

grosses plus elles sont exclues de la porosité du gel, plus leur temps de rétention est faible. Les 

travaux de HUBER et FRIMMEL (1991) ont conduit au développement d’un système analytique 

couplant à la technique de séparation HPSEC deux détecteurs en série : un photomètre UV et un 
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analyseur de carbone (couplage HPSEC/UV/COD). Comparativement à la méthode plus 

classiquement employée et utilisant un seul détecteur UV (CHIN et al. 1994), cette approche permet 

une analyse plus globale de la matrice organique puisque certaines structures n’incorporent pas de 

chromophores qui absorbent les rayonnements UV (i.e., polysaccharides, acides aminés non 

aromatiques, acides aliphatiques). 

 

FRIMMEL et ABBT-BRAUN (1999) distinguent jusqu'à 6 fractions dans un 

chromatogramme d’eau naturelle (Figure 1.19). Ces fractions correspondent (i) aux substances 

humiques (molécules hydrophobes à caractère aromatique) qui représentent la fraction majoritaire 

des MON (fraction 1), (ii) aux acides organiques aliphatiques associés aux matières humiques 

(fraction 2), (iii) aux acides organiques aliphatiques de faibles masses moléculaires (fraction 3), (iv) 

aux composés neutres présentant une forte affinité avec la phase stationnaire de la colonne, soit des 

acides aminés, des sucres aminés et des protéines de faibles masses moléculaires (fraction 4), (v) 

aux composés de hautes masses moléculaires (faible temps de rétention) à fort caractère aliphatique 

(pas de réponse en UV), essentiellement des polysaccharides et des résidus de parois bactériennes 

(polymères de sucres aminés et protéines) (fraction 5), (vi) aux espèces inorganiques ne présentant 

aucune affinité avec le gel de la colonne, telles que des silicates ou des hydroxydes (fraction 6). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.19 : Chromatogramme d’exclusion de taille  

(D’après FRIMMEL et ABBT-BRAUN, 1999) 

On peut également citer les travaux de ALBERTS et TAKACS en 2004 sur la 

caractérisation d’acides fulviques, humiques de sols et de matière organique naturelle de la rivière 

Suwannee à partir de la chromatographie d’exclusion de taille. Les échantillons étudiés sont des 

standards en acide fulviques et humiques isolé d’un sol de l’Illinois aux USA. Les analyses en 
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chromatographie d’exclusion de taille ont été effectuées avec une détection UV à 254 nm. Les 

résultats obtenus sont présentés figure 1.20. 

 

 
Figure 1.20 : Chromatogrammes HPSEC obtenus sur des 

échantillons d’acides fulviques et humiques de sol et de la 

rivière Suwannee (ALBERTS et TAKACS en 2004) 

 

Les résultats en HPSEC obtenus par ALBERTS et TAKACS (2004) montrent que les 

échantillons d’acide fulvique (SOILFA) et  de rivière (SUWNOM) sont de plus petite taille 

moléculaire que l’échantillon d’acide humique (SOILHA). De plus, l’échantillon SOILHA semble 

avoir une absorbance UV dans le domaine des molécules de haut poids moléculaire. 

Des analyses complémentaires en fluorescence montrent que les échantillons SOILFA et 

SUWNOM possèdent des spectres 3D de fluorescence similaires avec deux fluorophores distincts 

(226/431 et 335/447 nm, et 224/432 et 335/443 nm) alors que l’échantillon SOILHA en possède 

trois (278/464, 278/505 et 459/513 nm) 

 

VI-5. Spectrophotométrie (IR) 

  

Dans le domaine des eaux, la spectrophotométire infrarouge est utilisée pour identifier les 

groupes fonctionnels oxygénés et azotés de la matière organique naturelle (MON) (THURMAN 

1985). Elle permet aussi la détection des espèces minérales et ainsi de contrôler la pureté des 

fractions de MON (CROUE et al. 1997). L’IR permet de montrer le caractère oxygéné des fractions 

transphiliques (XAD-4) et hydrophiles (bandes COOH, C-O) par rapport aux fractions hydrophobes 

(XAD-8). Ces dernières sont caractérisées par les bandes des groupements CH2 et CH3 
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respectivement 2940 et 2960 cm-1. Les protéines peuvent également être identifiées par des bandes 

spécifiques des amides 1 et 2 à 1550 à 1660 cm-1. La présence de sucre peut être visible grâce aux 

bandes des liaisons C-O (1000-1100 cm-1) et OH (3300-3400 cm-1). Les espèces inorganiques sont 

aussi repérables notamment les bicarbonates, les sulfates et les nitrates (1288, 1176 et 617 cm-1) 

(CROUE et al. 1997). Cependant le spectre IR ne donne pas beaucoup d’information sur la structure 

chimique du noyau des substances humiques. 

 

Ensuite, il semble intéressant de remarquer les travaux de HURRASS et SCHAUMANN 

(2005), sur un horizon de surface (10-20 cm). Pour caractériser la structure de la matière organique 

des sols, des spectres IR ont été enregistrés. Les résultats obtenus montrent des bandes situées entre 

2800 et 3030 cm-1 attribuées aux vibrations symétriques et asymétriques des liaisons aliphatiques C-

H des groupements méthyles. Egalement des bandes correspondantes aux fonctions C=O des 

groupements carboxyliques (1600-1640 cm-1) et des groupements carboxyles (1710 et 1740 cm-1).  

 

En plus, des analyses RMN et spectrofluorimétrique, GONZALES PEREZ et al. (2004) 

réalisent une analyse spectrophotométrique sur les mêmes échantillons. La figure 1.21 présente les 

spectres obtenus. 

 

 
Figure 1.21 : Spectres IR d’acides humiques de 

trois échantillons isolés d’un sol tropical 

(GONZALES PEREZ et al, 2004). 

 

L’interprétation des bandes d’absorption est basée sur les données de différents auteurs 

(BARANCIKOVA et al. 1997). La bande la plus importante, est celle située vers 3400 cm-1 

associée aux groupements OH. La bande à 2933 cm-1 est due aux C-H aliphatiques, l’épaulement à 

1716 cm-1 est du à l’étirement de la liaison C=O des groupements COOH et cétones. Le pic  à 
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1650cm-1 est associé aux vibrations des liaisons C=C aromatiques, et à l’étirement antisymétrique 

du groupement COO-. Enfin la bande à 1230 cm-1 est due à l’étirement de la liaison C-O et à la 

fonction OH du groupement COOH. Les spectres des échantillons de sols avec et sans labourage 

conventionnel sont similaires. Pour l’échantillon non cultivé (NC), un pic pointu vers 1035 cm-1 est 

observable, attribuable aux vibrations de Si-O provenant des argiles. On remarque aussi la présence 

de petits pics vers 3697, 3662 et 3621 cm-1, caractéristiques de la Kaolinite. 

 

VI-6. Pyrolyse MSSV (Micro Scale Sealed Vessel) 

 

La technique de pyrolyse MSSV est une méthode assez peut utilisée pour la caractérisation de 

la matière organique. Il existe cependant quelques études portant sur le sujet. On peut citer les 

travaux de BERWICK et al. en 2007 sur la libération thermique de l’azote organique de matière 

organique naturelle par pyrolyse MSSV. 

Les échantillons étudiés sont constitués de différentes fractions de matière organique issue de 

plusieurs rivières (Gartempe, St Julien, Brittany), ainsi que quelques molécules modèles tels des 

peptides, des amino-sucres, des amino-acides et une bactérie (Frateuria aurantia). 

Les fractions des rivières sont obtenues par percolation sur résine XAD et on obtient deux 

fractions principales HPO (hydrophobe) et TPH (transphillique) (CROUE et al. 1999). Pour la 

Gartempe la fraction HPO représente 53% du COD  et la fraction TPH 16%. 

Les résultats obtenus montrent que la pyrolyse MSSV de fractions de matières organiques 

naturelles donne une distribution complexe et variée de produit de pyrolyse qui comprend 

notamment des composés azotés organiques tels que les pyrroles, pyridines, pyrazines, indoles et 

carbazoles. 

L’azote organique a été trouvé en plus grande proportion dans les fractions TPH  et colloïdales 

de matières organiques naturelles. De plus la technique de pyrolyse MMSV a permis d’obtenir une 

plus grande abondance de composés organiques azotés par rapport à une pyrolyse flash. 

 

On peut également citer des travaux de GREENWOOD et al. en 2006 qui étudient la 

libération de bio-marqueurs bactériens de matières organiques dissoutes par pyrolyse MSSV. 

Ces travaux portent sur l’étude de fractions de matières organiques dissoutes issues de trois 

sources (lac, sol et rivière). Les résultats obtenus par GREENWOOD et al. en 2006, ont permis de 

mettre en évidence une bonne reproductibilité en pyrolyse MSSV avec des produits présentant une 

distribution similaire mais des qualités différentes ont été observées pour chacun des 

chromatogrammes. Les principaux produits observés sont des alkyl aromatiques de faible masse 
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moléculaire incluant les benzènes, des phénols, des naphtalènes et des phénanthrènes. Mais de 

nombreux autres produits sont mal résolus et restent difficiles à identifier. 

 

VI-7. Analyse en C14 et δ C13 

 

La datation au carbone 14 de la matière organique dans les sols a été utilisée pour étudier la 

chronologie de développement des sols (GOH et al. 1977 ; HAMMOND et al. 1991). Cependant, 

cette datation pose quelques problèmes car la matière organique des sols fait partie d’un processus 

en perpétuelle évolution (PERRIN et al. 1964 ; HAMMOND et al. 1991). En effet, l’âge apparent 

du pool de carbone organique des sols déduit par carbone 14 a été reconnu trop jeune en raison de la 

contamination apportée par l’introduction récente de carbone. De nombreux travaux existent sur la 

datation au carbone 14 de la matière organique des sols. Parmi ces travaux, on peut citer ceux de 

WANG et al. en 1995. 

WANG et al. (1995) ont étudiés trois sols de différentes zones climatiques afin de révéler 

l’effet du climat sur la dynamique du carbone et sur l’âge au carbone 14 de la matière organique. 

Quelques propriétés de ces sols sont résumées dans le tableau 1.16. 

 

Tableau 1.16 : Caractéristiques des sols étudiés par WANG et al. en 1995 

 

Ecosystème 

du sol 

Type de 

sol 
Localisation Végétation 

Moyenne des 

températures 

annuelles (°C) 

Moyenne des 

précipitations 

annuelles (°C) 

Matériel parent Age estimé 

Forêt Ultisol 
Sierra Nevada, 

Californie 

Conifères et 

forêt de feuillus 
8,9 102,0 Granodiorite  

Prairie Mollisol 
Tama County 

Iowa 
graminée 8,3 86,0 labouré 10000 ans 

Désert Aridisol 
Barstow, 

Californie 
 19,4 12,7 Alluvion 

Fin 

Pléistocene 

 

Le tableau 1.17 montre les concentrations en carbone organique ainsi que les valeurs en 

carbone 14 obtenues par WANG et al. en 1995 sur différents horizons de leurs trois sols. 
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Tableau 1.17 : Concentrations en carbone organique et âge en 14C des sols étudiés par WANG 

et al. en 1995 

Type de sol Localisation Profondeur (cm) 

C organique 

(10-4 

moles/cm3) 

14C (pMC) 

Constante 

de stabilité 

k (10-4 an-1) 

Forêt 
Sierra Nevada, 

Californie 

0-7,6 1,76 8,4 0,1148 

7,6-35,6 1,28 7,2 0,0963 

Prairie 
Tama County 

Iowa 

0-16,5 37,08 87,5 8,7547 

16,5-27,9 21,92 82,1 5,6920 

27,9-41,9 19,25 65,3 2,3391 

41,9-50,8 10,50 60,8 1,9323 

50,8-63,5 8,33 51,2 1,3054 

63,5-73,7 5,00 45,8 1,0501 

Désert 
Barstow, 

Californie 

0-23 14,67 95,3 25,0593 

23-51 6,42 88,7 9,7990 

51-69 5,08 76,1 3,9704 

 

A partir des données du tableau 1.17 et des relations de STUIVER et POLACH en 1977, il a 

été possible pour WANG et al. de calculer l’âge de la matière organique des trois sols dans 

différents horizons, comme le montre la figure 1.24. Ces résultats montrent que (1) le pourcentage 

de carbone moderne diminue avec la profondeur, (2) l’âge de la matière organique du sol est 

toujours plus jeune que l’âge réel de la terre en raison d’un apport continu de matière organique 

fraîche, (3) l’état de stabilité qui est défini comme le temps minimum requis pour un horizon pour 

atteindre l’état d’équilibre augmente avec la profondeur. Une fois que l’horizon d’un sol est à l’état 

stable, l’âge du carbone 14 de la matière organique est constant et ne peut donc donner aucune 

indication de l’âge de la terre. L’âge de la matière organique varie beaucoup avec le climat, de 

moins de 5000 ans dans un milieu tempéré de la Californie à plus de 300000 ans dans un milieu 

aride du désert mais aussi avec la profondeur (figure 1.22). Le facteur le plus important sur la 

mesure de l’âge au carbone 14 de la matière organique des sols est le cycle de carbone organique 

dans les sols. Ce cycle est affecté par un nombre important de variables incluant le climat, les 

facteurs biologiques, des facteurs physiques et chimiques. Ces différents facteurs varient en 

fonction de la profondeur, de l’âge du sol et entre les différents écosystèmes (prairie, désert, forêt). 
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Figure 1.22 : Evolution de l’âge du carbone 

14 de la matière organique des sols pour un 

sol forestier (a), une prairie (b) et un sol 

désertique (c). 

  

VI-8. Analyse des monosaccharides 

 

Les sucres  représentent 50 % de la litière entrant dans le système sol (KOGEL-KNABNER, 

2002). Ils sont des composés labiles qui sont généralement  rapidement métabolisés par la biomasse 

microbienne des sols. Le dosage des sucres dans le sol  s’effectue par hydrolyse acide suivi d’une 

dérivatisation des monosaccharides qui sont ensuite analysés par chromatographie en phase 

gazeuse. 

L’hydrolyse des sucres non-cellulosiques dans les sols  a été développée par SOWDEN et 

IVARSON, en 1962. A l’époque, ils utilisaient H2SO4 à froid. Plus récemment, l'hydrolyse des 

sucres non-cellulosiques a été proposée par de l’acide trifluoroacétique (TFA) à chaud (FENGEL et 

WEGENER, 1979). Les avantages du TFA sont que le rendement de ce procédé est supérieur à 

l’utilisation de H2SO4 et qu’il peut être évaporé directement (AMELUNG et al. 1996). 
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Les résultats obtenus en chromatographie en phase gazeuse permettent de déterminer l’origine 

des sucres présents dans l’échantillon. En effet, des travaux ont permis de mettre en place différents 

ratios, le ratio C6/C5 (mannose + galactose)/(xylose + arabinose) et le ratio déoxy/C5 (rhamnose + 

fucose)/(xylose + arabinose) (MURAYAMA, 1984 ; OADES, 1984). Des ratios inférieurs à 0,5 

indiquent des hydrates de carbones dérivés de plantes alors que des ratios supérieurs à 2,0 indiquent 

une origine microbienne (GUGGENBERGER et ZECH, 1994). 

  

Des travaux existent sur la détermination de l’origine des sucres dans les sols mais ils ne 

concernent que des sols forestiers du fait de leur importante concentration en carbone facilitant la 

recherche des sucres. Aucune donnée sur des sols agricoles pauvres en carbone n’est référencée. 

Parmi ces travaux sur les sols forestiers, on peut citer RUMPEL et DIGNAC en 2006 qui ont 

appliqué cette méthode de discrimination des sucres sur un sol forestier recouvert de feuillus. 

L’objectif de ces travaux est d’évaluer la méthode d’analyse sur des échantillons de sols contenant 

différentes concentrations en carbone, et de déterminer l’origine des sucres dans un sol de forêt. Le 

profil étudié est un cambisol dystrique composé de la litière (L et Of) de l’horizon humifié Oh et de 

plusieurs horizons minérales (Ah 0-5 cm ; Bv 5-24 cm ; SdBv1 24-50 cm ; SdBv2 50-80 cm et 

IIICv 85-115 cm). Les propriétés du sol étudiées sont répertoriées dans le tableau 1.18. 

 

Tableau 1.18 : Caractéristiques des sols étudiés par RUMPEL et DIGNAC en 2006 

 

Horizons pH C (g.kg-1) N (g.kg-1) 
Argile 

(g.kg-1) 

Oxydes de 

fer totaux 

(g.kg-1) 

L 4,7 444,5 18,1   

Of 4,5 412,1 27,6   

Oh 3,4 229,5 11,6   

Ah 3,2 82,6 4,4 140 1,6 

Bv 3,7 9,8 5,4 120 2,9 

SdBv1 4,0 3,0 2,3 110 1,6 

SdBv2 4,0 1,4 0,1 100 1,2 

IIICv 4,01 1,1 0,2 70 0,8 

 

La plus forte concentration en sucre  obtenue se situe autour de 110 g de sucre-C.kg-1 C et a 

été trouvée dans la litière constituée de matériels végétales intacts. Cette concentration diminue 
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dans l’horizon humifié Oh. En accord avec la littérature (CHESHIRE, 1979 ; LARRE-LARROUY 

et FELLER, 1997 ; LARRE-LARROUY  et al. 2004) le monomère le plus abondant est le glucose. 

Dans la litière, on remarque une augmentation du ratio C6/C5 de L vers Oh indiquant la 

présence plus élevée dans l’horizon Oh de dérivés d’hydrates de carbone d’origine microbienne. 

Des résultats similaires ont été signalés par NIEROP et al. en 2001. 

Dans les horizons du sol forestier, les concentrations en sucre variaient entre 58 et 102 g de 

sucre par kg de carbone. Cette concentration a augmenté avec un maximum pour l’horizon SdBv2. 

Des ratios plus élevés ont été trouvés dans le sol minéral par rapport à la couche de la litière. Or, 

plusieurs études ont montré que les dérivés des sucres d’origine microbienne pouvaient être 

stabilisés par les minéraux des sols (LARRE-LARROUY et al. 2003). Cette observation soutenue 

par les résultats de RUMPEL et DIGNAC (2006) indiquent une augmentation de la contribution 

microbienne dans l’origine des sucres dans un sol à horizon minérale, où le carbone organique a un 

long temps de séjour (RUMPEL et al. 2002). Le ratio C6/C5 diminue dans les horizons SdBv et 

IIICv par rapport à la surface indiquant l’augmentation de la contribution des plantes en profondeur, 

probablement du à des sucres dérivés des racines dans les horizons profonds. 

Les sucres des sols forestiers peuvent donc par chromatographie en phase gaz, être 

correctement déterminés. De plus, l’origine des sucres par l’étude des différents ratios indique que 

la contribution microbienne sur les dérivés de sucre, augmente par rapport aux dérivés de plantes 

dans les sols minéraux avec un maximum dans l’horizon Bv. 
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES 

 

I. Contexte général et cadre du travail  

 

L’étude discutée dans ce manuscrit a été réalisée dans le cadre de l’ORE - ACBB 

(Observatoire de Recherche Environnementale – Agroécosystème Cycle Biogéochimique et 

Biodiversité). Il s’agit d’un dispositif installé pour le long terme (>20 ans) afin de pouvoir capter les 

évolutions du système sol-végétation mais aussi les différentes rétro-actions qui les gouvernent. 

Deux sites expérimentaux ont été mis en place en 2005, à l’INRA de Lusignan et à l’INRA de 

Theix. Un troisième site est en cours d’installation à l’INRA de Mons en Chaussée. Cet ensemble, 

géré en réseau, permet d’analyser une gamme étendue de modes d’occupation des sols, depuis les 

prairies permanentes de semi altitude à Theix, jusqu’aux systèmes de cultures annuelles intensives 

du bassin parisien à Mons en Chaussée, en passant par les systèmes mixtes d’alternance prairies-

cultures à Lusignan. L’objectif principal est centré sur la dynamique des matières organiques du sol 

(MOS) qui détermine l’évolution globale du système en tant que source principale d’énergie. Cette 

composante est caractérisée par une grande inertie, ce qui justifie d’autant les études sur le long 

terme. Il s’agit donc :  

 

- De quantifier l’accumulation du carbone et sa séquestration dans le sol en fonction de différents 

modes de gestion. 

- D’analyser la transformation, la translocation (le déplacement), et le temps de résidence des 

éléments dans les différentes composantes des MOS. 

- De quantifier les flux internes de C et N entre les différents compartiments du système, MOS, 

plantes, microbes, faune du sol et leur couplage. 

- De quantifier et modéliser les flux externes de C, N,… vers l’atmosphère et vers l’hydrosphère. 

- D’évaluer la résilience du système sol-végétation en fonction de forçages appliqués sur le long 

terme.  

L’originalité de cet ORE réside donc dans son cahier des charges  qui permet de fournir à 

l’échelle de l’écosystème un nombre important de variables, couvrant ainsi les processus à cours 

terme et à long terme. Cela permet également d’adopter une démarche intégrative combinant 

l’observation, l’expérimentation et la modélisation. Le caractère innovant de cet ORE au niveau 

national et international permettra de simuler l’évolution à long terme du système en interaction 

avec les scénarios de changement climatiques tels qu’ils peuvent être appréhendés aujourd’hui.  
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Les variables permettant de décrire les trajectoires d’évolution du système et d’aider à 

comprendre la dynamique des MOS implantées sur l’infrastructure de l’ORE ACBB sont :  

 

- L’état hydrique du sol et la température qui conditionnent la dynamique des processus. 

- L’état et les bilans minéraux du sol P, K, Ca, Mg…. 

- Les flux vers l’atmosphère (CO2, H2O, N2O…), et vers l’hydrosphère (Nitrate, Carbone et 

Azote Organique Dissous, P, K, Ca, Mg et pesticides). 

- La diversité floristique, microbienne et faunistique. 

- La productivité primaire aérienne et souterraine. 

 

Au total plus de 100 variables sont mesurées à des intervalles de temps allant de la minute 

au jour et de la saison à l’année.  

Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse ont été réalisés sur le site de l’INRA de 

Lusignan situé au Sud-Ouest du département de la Vienne. Les prélèvements d’échantillons in situ 

et le suivi analytique ont été complétés par des expérimentations au laboratoire (Laboratoire de 

chimie et microbiologie de l’eau (LCME)).  

 

I-1. Les Traitements expérimentaux du site de Lusignan   

 

Pour faire évoluer de manière divergente les variables d’état du système, différentes 

modalités expérimentales ont été appliquées à partir du printemps 2005 sur des entités spatiales bien 

déterminées (parcelles expérimentales). Leur historique cultural a été suffisamment homogène et on 

a pu vérifier au cours de l’année 2003-2004 la variabilité spatiale initiale et sa structuration sur un 

certain nombre de variables du sol, de la végétation et de la microfaune. Les forçages anthropiques 

ont consisté à faire varier (Tableau 2.1):  
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Tableau  2.1 : Mode d’occupation des parcelles du site de l’ORE (rga : ray-grass) 

Séquence cultures:  maïs – blé – orgec1 c2 c3

Dispositif  petites parcelles

1 2 3 … Séquence prairies:  fétuque élevée + dactyle + rga + (trèfle blanc)

1,   2,   3,  4,   5,  6 …                                      20...

T1 culture c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1
T2 P 3ans N+ fauche c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1
T3 P 6ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T4 P 6ans N- fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T5 P 20ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

années

Séquence cultures:  maïs – blé – orgec1 c2 c3

Dispositif  petites parcelles

1 2 3 … Séquence prairies:  fétuque élevée + dactyle + rga + (trèfle blanc)

1,   2,   3,  4,   5,  6 …                                      20...

T1 culture c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1
T2 P 3ans N+ fauche c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1
T3 P 6ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T4 P 6ans N- fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T5 P 20ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

années

 

 

(i) La durée de la séquence « prairie » par rapport à la séquence « culture annuelle » (3, 6 ou 

>20 ans) afin d’étudier la dynamique d’accumulation de C et N dans les sols notamment 

lors des phases de changement d’occupation du sol : dynamique d’installation d’une 

prairie sur un sol cultivé, et dynamique lors du retournement de la prairie et la remise en 

culture. 

(ii) Le niveau d’intensification de la production de la prairie en appliquant deux régimes de 

fertilisation azotée engendrant des différences dans le couplage C et N. 

(iii) Les modes d’exploitation de la prairie : pâturage vs fauche, pour engendrer des niveaux 

d’apport C et N et des niveaux d’exportation et de recyclage contrastés d’éléments 

minéraux.  

Ces différents traitements sont disposés (i) dans des parcelles de 4000 m2 avec 4 répétitions 

et (ii) pour certains d’entre eux les traitements sont répétés sur des grandes parcelles de 3 ha afin 

de mettre en œuvre les dispositifs de mesure des flux gazeux qui nécessitent de grandes surfaces 

homogènes (Figure 2.1). Les travaux de cette thèse ont été centrés principalement sur le rôle de 

la prairie vs culture, sur la dynamique du carbone hydrosoluble et concernent plus 

particulièrement les blocs 1 et 2 du dispositif expérimental (voir figure 2.1) 
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Figure 2.1 : Plan et localisation des traitements sur le dispositif expérimental du site 

 

I-2. Instrumentation du site 

Le site de Lusignan a été instrumenté de manière à suivre sur le long terme les trajectoires 

des variables d’état du système, en fonction de forçages appliqués et pour répondre aux questions 

posées. En complément d’infrastructures d’analyse des flux vers l’atmosphère, le dispositif est 

également équipé d’infrastructures dédiées à l’analyse des flux vers l’hydrosphère. L’analyse des 

flux vers l’hydrosphère sur le site de Lusignan est capitale du fait de la coexistence spatiale et de la 

succession temporelle de systèmes de cultures annuelles et de prairies, qui déterminent fortement la 

composition de la solution du sol. Pour évaluer la composition de la solution du sol qui percole en 

dessous de la zone d’enracinement (1m de profondeur), deux systèmes complémentaires ont été mis 

en place durant l’année 2004 : 

I. Un système de 40 plaques lysimétriques (soit 8 plaques par traitement expérimental) 

permettant de récolter l’eau gravitaire qui sort du système en dessous de la zone 

d’enracinement : profondeur 105 cm. 

Les traitements expérimentaux 
 
Dispositif en blocs    (20 parcelles de 
4000m²) 
 
T1 : culture 
T2 : séquence prairie de 3 ans, N+, fauche 
T3 : séquence prairie de 6 ans, N+, fauche 
T4 : séquence prairie de 6 ans, N-, fauche 
T5 : prairie 20 ans, N+, fauche 
 
Dispositif en grandes parcelles   
(4 parcelles de 3 ha) 
 
T3 : séquence prairie de 6 ans, N+, fauche 
T6 : séquence prairie de 6 ans, 
légumineuse, pâture 
T5 : prairie 20 ans, N+, fauche 
T7 : prairie 20 ans, N+, légumineuse, 
pâture 
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II. Un système de 60 bougies poreuses (soit 15 bougies par traitement) dont 12 sont  dédiées 

pour suivre le devenir des pesticides dans le sol. Ces bougies sont insérées également à une 

profondeur de 105 cm. 

Les informations sur la composition de l’eau obtenues par ces deux systèmes, seront 

complémentaires car elles ne concernent pas exactement les mêmes compartiments. Les bougies 

poreuses permettent d’avoir accès à la solution du sol en dehors des périodes de drainage. Les 

prélèvements d’eau seront effectués toutes les deux semaines, en routine, pendant les périodes de 

drainage. Ce dispositif extrêmement lourd a été implanté à l’aide d’un système de tranchées 

permettant l’installation des capteurs dans le sol non perturbé. Ils ont ainsi été reliés aux dispositifs 

de mesure, d’enregistrement et d’acquisition de données dans 5 fosses bétonnées étanches 

permettant alors d’avoir un accès permanent. Le dispositif est maintenant fonctionnel et il enregistre 

depuis Janvier 2005 les différentes variables qui ont constituées le point zéro du système avant la 

mise en place des traitements expérimentaux (mars 2005). En plus des plaques lysimétriques et des 

bougies poreuses, le site de l’ORE a été équipé de huit sondes TDR CS616 et de six  sondes de 

température PT100 afin de suivre en continu l’état hydrique du sol. 

 

I-3.Caractéristiques générales du sol étudié 

Le sol étudié est un Brunisol saturé avec les horizons Lp, S, Sfe, et C. Leur texture est de 

type limon moyen dans l’horizon Lp, limon argileux et argile dans l’horizon Sfe et argile lourd dans 

l’horizon C. En surface (0-60 cm), le processus de brunification est actif. En profondeur ces sols 

sont caractérisés par des tâches et concrétions ferro-manganiques (Tableau  2.2). Ces propriétés ont 

été acquises lors de leur pédogenèse pendant le Tertiaire, car il s’agit ici de paléosols qui se sont 

développés sous un climat tropical. La capacité d’échange est relativement faible (présence des 

argiles de type kaolinite), et le rapport C/N des MO diminue en fonction de la profondeur (MO plus 

humifiée). Certains horizons sont caractérisés par des hétérogénéités à petite échelle (Chabbi et al. 

2009), indiquant une présence d’invaginations probablement dues à des zones d’écoulement 

préférentiel. Deux zones contrastées au plan morphologique et au plan de la distribution des MOS 

peuvent être observées avec l’hypothèse d’un fonctionnement différencié de ces zones au plan de la 

dynamique des MO :  

- Matrice microporeuse où on soupçonne que les MO sont en majorité anciennes et l’activité 

microbienne est faible. 
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- Invagination avec des MOS jeunes et probablement labiles (présence des racines) favorisant  

une activité microbienne intense ou intermédiaire. Les teneurs en carbone relativement importantes 

par rapport à la matrice illustrent bien cette observation. 

 

Tableau  2.2 : Caractéristiques et photographie des différents horizons du sol de Lusignan 

Horizons Lp Lp2 S SFe C(I) C (II) 

-20
-30

-60

-100

-140

-200

LpLp
LpLp22

SS

SFeSFe

CvCv

-20
-30

-60

-100

-140

-200

LpLp
LpLp22

SS

SFeSFe

CvCv

  

Profondeur 

(cm) 

0-

20 

20-

30 

30-

60 

60-

100 

100-

140 

140-

200 

pH (H2O) 6,4 6,5 6,6 6,9 6,3 5,1 

Sable (%) 11 13 9 13 12 28 

Limon (%) 72 68 65 54 52 22 

Argile (%) 17 19 26 34 36 50 

CEC 

(mol/kg) 
6,2 6,3 8,6 9,6 9,9 8,0 

C total 

(g/kg) 
10,3 8,9 3,7 2,8 2,0 1,0 

N total 

(g/kg) 
1,1 1,0 0,5 0,5 0,4 0,1 

C/N 9,2 9,0 7,1 6,0 5,6 7,6 

 

I-4. Les monolithes 

 

En complément des systèmes de collecte par plaques lysimétriques et bougies poreuses mis 

en place sur les différentes parcelles, le site de l’ORE a été équipé en 2007 de trois monolithes 

installés sur le site. Chacun des trois monolithes est composé de onze sondes TDR CS616 câblées 

sur 30 m, de onze  sondes de température Thermistance 107 câblées sur 30 m et de huit bougies 

poreuses Sdec 2100 HCH x 2 tubes x 30 m (480 m de tube). L’enregistrement des données se fait 

sur CR1000 et une liaison filaire vers un PC (bureau) est mise en place. La figure 2.2 présente 

quelques photos de l’installation ainsi qu’un schéma du dispositif final. 
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Figure 2.2 : Dispositif des monolithes sur le site de l’ORE 

 

II. Suivi de la qualité des eaux collectées par plaques lysimétriques (PL) et bougies poreuses 

(BP)  

 

II-1. Suivi temporel des eaux collectées à 105 cm au niveau des parcelles 

 

L’étude de la qualité des eaux profondes est un travail qui s’est étalé sur 3 ans, impliquant 

10 parcelles et 5 traitements. Le travail a consisté en la collecte et l’analyse des eaux au niveau des 

différentes parcelles par deux modes de prélèvement : les plaques lysimétriques et les bougies 

poreuses. Cette collecte est bien évidement fonction de la pluviosité, et de manière générale seuls 

les premiers mois des années 2007, 2008 et 2009 ont permis de collecter des échantillons. 

Les eaux sont récupérées au niveau d’un poste de prélèvement équipé de pompes et de 

flacons de récupération situés en contre bas à une profondeur de 205 cm. Les échantillons sont 

récupérés en continu dans des flacons de grande capacité, en fonction des conditions climatiques 

(pluviométrie) et du taux de saturation en eau du sol.  
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Les plaques lysimétriques sont inclinées d’une pente de 5° pour avoir un drainage naturel et 

des échantillons moyens 24 heures sont collectés. Les bougies poreuses sont mises sous dépression 

de 0,6 bar (pompe aspirante) et des échantillons moyens 48 heures sont préparés à partir des 

solutions collectées.  

 

 Une fois les échantillons prélevés dans des flacons d’un litre, en plastique, ils ont été stocké 

dans une chambre froide à  4°C après acidification avec HCl. Une étude préliminaire (Figure 2.3) a 

montré que le stockage en chambre froide n’engendre pas de modification de la concentration en 

COD des échantillons pendant une période de 4 mois.  

  

0
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C
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Figure 2.3 : Influence du stockage en chambre 

froide sur les concentrations en COD et Nt 

 

Le suivi analytique mis en place sur les échantillons collectés comprend : 

 

- Le Carbone Organique Total ou COT et l’azote total ou NT 

- L’absorbance UV et l‘émission de fluorescence (spectre EEM) 

- La chromatographie d’exclusion stérique (SEC pour Size Exclusion Chromatography)  

couplée le plus généralement à la détection UV et pour certains échantillons couplée à la 

mesure du COD. 

 

 En parallèle de la collecte des échantillons en fonction des conditions climatiques, un suivi 

de la pluviométrie et de la température du sol à 50 cm et à 1 m au niveau des plaques et des bougies 

a été effectué. 
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II-2. Prélèvements au niveau des monolithes 

 

 La collecte des eaux qui percole dans les trois monolithes a commencé au cours de l’année 

2009 en collaboration avec une étudiante en Master 2 du laboratoire (Laure DRAMAS). 

Contrairement à la collecte des eaux sur les différentes parcelles qui permettait de suivre l’évolution 

de la matière organique soluble au fil des saisons, ce travail beaucoup plus restreint dans le temps et 

par le nombre de points prélevés, a permis de réaliser un suivi de la matière organique soluble en 

fonction de la profondeur. 

 

 Cette collecte a été réalisée à l’aide de bougies poreuses placées deux à deux à 20 cm, 50 

cm, 100cm et 150cm de profondeur et d’un fond de cuve équipé pour fonctionner comme un 

lysimètre, à une profondeur de 200 cm. Le prélèvement des eaux de bougies poreuses se fait par 

vide d’air. La pompe est mise en marche lorsque le sol est saturé en eau et des échantillons moyens 

sur 48 heures sont alors préparés. Le fond de cuve est relié à une tranchée inclinée de 2 % qui 

permet un drainage naturel des échantillons. 

 

III. Etude quantitative et structurale des matières organiques hydrosolubles des sols 

  

III-1. Quantification des matières organiques hydrosolubles : préparation des solutions de sol 

 

Ce travail s’est appuyé sur la mise au point d’un protocole d’extraction de la matière 

organique soluble à l’eau en faisant varier différents paramètres tels que le temps de contact, la 

vitesse de centrifugation, le mode et la puissance de sonication (bain ou sonde à ultrasons).  

 

Pour permettre cette extraction, les échantillons des différents horizons du sol ont été 

prélevés directement sur le terrain dans une fosse à proximité des blocs 1 et 2 de plus de 2 mètres de 

profondeur ouverte à cet effet. Les horizons prélevés ont été séchés à l’air libre avec un brassage 

régulier afin de supprimer toute trace d’humidité, puis tamisés sur un tamis de mailles 2 mm 

(standard international afin de réduire l’hétérogénéité de l’échantillon) avant extraction de la 

solution. 

 

 Des échantillons de sol ont également été prélevés dans une fosse ouverte à proximité des 

monolithes pour conduire des essais portant sur l’impact des phases de séchage et de réhumification 

sur le COD extractible à l’eau. Cette expérience est venue compléter les essais menés sur le terrain 

sur un des monolithes. Pour cela, les prélèvements de chacun des horizons de la fosse située à coté 
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des monolithes ont été divisés en trois. Le premier tiers est conservé dans un sac plastique 

hermétique, en chambre froide à 4°C et les deux derniers tiers sont séchés à l’air et à température 

ambiante afin de rester le plus proche des conditions naturelles.  

La réhumidification d’échantillons préalablement séchés à l’air, a été réalisée sur des masses 

de 20 g de sol par vaporisation de la quantité d’eau équivalente à celle correspondant au taux 

d’humidité initialement mesuré. Des phases successives de séchage réhumidification ont été 

effectuées sur plusieurs jours consécutifs avec une réhumidification journalière. La qualité de ces 

échantillons a été comparée à celle d’échantillons fraichement prélevés et conservés dans le premier 

tiers.  

 

Pour notre projet nous avons choisi de développer un protocole d’extraction à partir d’eau 

pure (eau ultra-pure produite par un système MilliQ). L’efficacité de l’eau pure pour l’extraction de 

la MOS a été comparée avec des approches plus classiques mises en œuvre pour ces milieux (soude 

diluée et solution de chlorure de calcium). 

 

 L’optimisation du protocole a été réalisée à partir d’un rapport massique eau sur sol sec de 

10, soit 10 g de sol pour 100 ml d’eau ou plus généralement 20 g sol pour 200 mL d’eau. 

L’importance de quelques paramètres sur le rendement d’extraction en matière organique a été 

appréciée : 

 

- Le temps d’agitation par retournement 

- La température : ambiante ou 80 °C 

- La mise sous ultrasons : durée, puissance et type d’équipement (sonde ou bain) 

- La vitesse de centrifugation pour la séparation liquide/solide 

 

Ces différents essais ont été développés individuellement ou en combinaison en associant 

plusieurs étapes d’extraction successives. Tous les échantillons ont subi une phase finale de 

filtration sur membrane de porosité 0,45 µm en acétate de cellulose. 

 

L’extraction d’échantillons de sol avec NaOH et CaCl2 a été réalisée en suivant les 

protocoles de USSIRI et JOHNSON (2002) et CORVASCE et al. (2006)/ ZSOLNAY et al. (2003), 

respectivement. Les étapes de ces protocoles sont les suivantes :  
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USSIRI et JOHNSON (2002) : 

 

Ratio sol/NaOH : 1g/20ml ou 1g/10ml (NaOH : 0.1M) 

Agiter pendant 30 minutes 

Suspension laissée au repos pendant 18h puis centrifugée 

Suspension acidifiée à pH 2 avec HCl 1M puis centrifugée 

Filtration du surnageant sur 0,45µm 

 

CORVASCE et al. (2006)/ ZSOLNAY et al. (2003) 

 

Mélanger 0.01 M CaCl2 avec le sol ratio massique sol/CaCl2 : ½ 

Agiter pendant 10 min à température ambiante 

Centrifuger la suspension à 1500g pendant 10 min 

Filtrer sur 0,45µm 

 

III-2. Extraction des matières organiques dissoutes par résines XAD 

 

Les eaux collectées en profondeur tout au long de notre projet nous ont permis de mettre en 

place deux campagnes d’extraction de la matière organique soluble des sols : la première fin 2007 

regroupant l’hiver 2006/2007 et les premiers mois de 2007, la seconde en 2008 regroupant l’hiver 

2007/2008 et les premiers mois de 2008. Les volumes collectés au niveau des différents traitements 

et modes de prélèvement sont regroupés dans le tableau 2.3 ci-dessous. 

 

Tableau 2.3 : Volume (ml) d’eau collecté sur les différents traitements au niveau des PL et des 

BP au cours des années 2007, 2008 et 2009 

Traitements 

(Parcelles) 

Volume collecté (ml) 

hiver 2006/2007 et 

début 2007 

Volume collecté (ml) 

hiver 2007/2008 et 

début 2008 

Volume collecté (ml) 

hiver 2008/2009 et 

début 2009 

PL BP PL BP PL BP 

T1 (1.5 et 2.1) 50000 23735 80010 14485 19065 1810 

T2 (1.3 et 2.2) 58475 24861 86270 10375 15515 1830 

T3 (1.2 et 2.5) 43130 20375 48865 7535 14760 2065 

T4 (1.4 et 2.4) 32150 19185 50860 4110 12580 1505 

T5 (1.1 et 2.3) 39990 24820 53720 6175 14100 2025 
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Au vu des grandes quantités d’eau nécessaires pour la campagne d’extraction, elle a été 

réalisée sur les eaux des PL mais aussi sur des solutions de sol préparées spécifiquement, 

notamment l’horizon de surface 0-30 cm et l’horizon correspondant aux PL 100-140 cm. Les 

échantillons servant pour l’extraction étant conservés pendant plus de 4 mois, ils ont été légèrement 

acidifiés avec de l’acide chlorhydrique pour limiter le développement microbien. 

 

 Afin d’extraire la matière organique soluble, les eaux collectées au niveau des parcelles ont 

été mélangées par traitement puis concentrées par évaporation rotative sous vide. Le concentrât a 

ensuite été percolé sur résine XAD afin d’extraire la matière organique soluble. Le protocole 

détaillé de l’extraction est présenté dans la partie méthode analytique de ce chapitre.  

  

III-2-1. Fractions Hydrophobe (HPO) et Transphilique (TPH) 

 

Le protocole d’isolation des MOD mis en œuvre est sensiblement identique à celui proposé 

par AIKEN et LEENHEER (1993). L’extraction consiste à faire percoler un échantillon 

préalablement filtré sur membrane de porosité 0,45 µm et acidifié à pH = 2, sur deux colonnes en 

série de 250 ml de résine XAD-8 et XAD-4 à un débit de 3 L/h (figure 2.4).  

 

 
Figure 2.4 : Schéma du dispositif permettant 

d’extraire les MOD sur résine XAD 

 

Avant utilisation, les résines XAD-8 (résine acrylique) et XAD-4 (résine styrénique) 

commercialisées par la société ROHM et HASS ont fait l’objet d’une phase de purification détaillée 

par MARTIN (1995) et LABOUYRIE (1997). Cette phase consiste à laver les résines au soxhlet 
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avec divers solvants afin de les débarrasser des impuretés qu’elles peuvent contenir (monomères de 

constitution, agents conservateurs). Une série de rinçages par des solutions d’HCl 0,1 mol/L, de 

soude 0,1 mol/L et d’eau MilliQ (jusqu’à obtention d’une teneur en COD en sortie de colonne 

inférieure à 0,5 mgC/L) parfait leur préparation. 

 

L’étape de filtration terminée, les matières organiques dissoutes HPO et TPH respectivement 

adsorbées sur les résines XAD-8 et XAD-4 sont désorbées par un mélange acétonitrile/eau 

(75%/25% - V/V), après rinçage des résines avec une solution d’acide formique (pH 2) jusqu’à 

obtention d’une conductivité équivalente en entrée en en sortie de colonnes. 

 

Les éluât HPO et TPH sont alors concentrés par évaporation sous vide réduit à 40°C, afin 

d’éliminer l’acide formique et l’acétonitrile. Les échantillons sont finalement lyophilisés et 

conservés a l’abri de la lumière pour des analyses ultérieures. 

 

III-2-2. Fractions Hydrophiles (HPI) 

 

L’extraction et la purification de la fraction HPI (la plus hydrophile) se heurtent aux 

difficultés liées à la séparation des composés organiques et minéraux (sels) contenus dans l’effluent 

de la résine XAD-4. Une partie des sels est éliminée par simple concentration réalisée par 

évaporation sous vide réduit qui engendre par saturation leur précipitation. Les sels résiduels sont 

ensuite séparés de la fraction organique par plusieurs opérations successives : 

La distillation zéotrophique (AIKEN et LEENHEER 1993) consiste à ajouter à l’effluent de 

la résine XAD-4 un volume équivalent d’acide acétique glacial pur (99-100%) puis à évaporer sous 

vide réduit. Les sels peu solubles dans l’acide acétique précipitent, le surnageant contenant les MO 

hydrophiles est alors filtré sur membrane GF/C (Whatman). Plusieurs opérations successives sont 

nécessaires afin d’éliminer les sels présents en majorité des chlorures. 

Les ions sulfate partiellement éliminés par distillation zéotrophique sont séparés des 

composés organiques par centrifugation après les avoir fait précipiter à pH acide sous forme de 

sulfate de baryum en ajoutant du formate de baryum. Cette étape est suivie d’une filtration sur 

résine cationique régénérée sous forme H+ afin d’éliminer les cations (dont l’excédent de baryum). 

Cette étape engendre le fractionnement des substances hydrophiles en composés hydrophiles acides 

et neutres (HPIA+N) et composés hydrophiles basiques (HPIB). Ces derniers sont retenus sur la 

résine et élués avec une solution de NH4OH puis évaporés à sec et lyophilisés. La fraction des 

hydrophiles acides et neutres contenue dans l’effluent de la résine est successivement évaporée en 

présence d’acétonitrile (élimination des acides chlorhydrique, borique et partiellement d’acide 
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nitrique), d’acide formique (élimination du reste des nitrates sous forme de dioxyde d’azote) et 

enfin de méthanol (pour éliminer le résiduel d’acide formique). 

 

Une étape de dialyse contre de l’eau pure effectuée avec une membrane de porosité 100Da 

permet d’éliminer les dernières traces de solvant employé tout au long de la purification. 

Enfin, l’échantillon est lyophilisé (la présence de sel  résiduel est souvent observé malgré 

ces étapes de purification). 

 

 

On obtient ainsi pour chaque traitement 4 fractions : 

 

La fraction hydrophobe HPO (absorbée sur XAD-8). 

 La fraction transphillique TPH (absorbée sur XAD-4). 

 Et deux fractions hydrophiles HPIA+N et HPIB (contenue dans l’effluent de XAD-4). 

 

III-2-3. Fractionnement analytique sur résine XAD 

 

Une variante de protocole d’extraction présenté dans le paragraphe ci-dessus (absence 

d’étapes d’élution par solvant) permet d’établir la distribution des principales fractions du COD 

telle que nous venons de la définir. Les résines sont préparées avec le même protocole détaillé ci-

dessus. Ce fractionnement analytique consiste à filtrer un volume de 100 ml d’échantillon acidifié à 

pH 2 sur deux mini-colonnes disposées en série et contenant chacune 4 ml de résine. En fin de 

filtration les filtrats sont récupérés en sortie des XAD-8 et XAD-4 pour déterminer leur teneur 

respective en COD. 

 

A partir de ces mesures de COD et de celle effectuée sur l’eau initiale (avant filtration), la 

distribution du COD représentée par les pourcentages des différentes fractions HPO, TPH et d’HPI 

de l’échantillon peut être déterminée de la manière suivante :  

 

Substances hydrophobes (HPO) en % = 100*[(CODi - COD(filtrat XAD-8))/CODi] 

 

Substances transphilliques (TPH) en % = 100*[(COD(filtrat XAD-8) - COD(filtrat XAD-4))CODi ] 

 

Substances Hydrophiles (HPI) non absorbées en % = 100*[COD (filtrat XAD-4)/ CODi] 
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IV. Expérimentation sur les monolithes : Cycle séchage-réhumidification 

 

Pour compléter les essais de laboratoire par une expérience sur le terrain, le monolithe 3 a 

été couvert à l’aide d’une bâche transparente placée à 80 cm au dessus de la surface (afin que la 

respiration de la terre ne soit pas affectée). La couverture a été réalisée le 25 Mars 2009.  

 La phase de réhumidification a été conduite sur une durée de 5 jours par un arrosage 

abondant i.e. 300 litres (simulation de fortes pluies d’orage) de la surface du monolithe avec de 

l’eau osmosée à partir du 1er Juillet 2009. Pendant toute la période de couverture (un peu plus de 3 

mois), la température et l’hygrométrie du sol ont été suivies aux différentes profondeurs ; les 

valeurs ont été comparées à celles des deux monolithes 1 et 2 non couverts. Le protocole de 

réhumidification est décrit ci-dessous : 

 

Jour 1 (1er Juillet 2009) : Entre 10h -16h,  

             A raison de 10 L toutes les heures d’eau ultra-pure, versé en 10 minutes  (70 L) 

 

Jour 2 : Entre 10h – 16h 

             Même démarche que le jour 1 (70 L) 

 

Jour 3 : Entre 9h – 12h30  

             A raison de 10 L toutes les 30 min (80 L) 

 

Jour 5 : Réhumidification préventive pour ne pas faire fonctionner les bougies poreuses dans      un 

environnement sec. 

             Entre 9h – 12h30 

             Même démarche que le jour 5 (80 L) 

 

V. Matériel et méthodes analytiques 

 

V-1. Bain/Sonde à ultrasons 

 

Deux dispositifs à ultrasons ont été utilisés au cours de ces travaux pour extraire la matière 

organique soluble des sols, un bain à US Bioblock de type T490DH (H/l/L 240 x 137 x 100 mm) de 

40kHz installé au laboratoire de chimie et microbiologie de l’eau à Poitiers et une sonde à US 

installée au laboratoire BioEMCO de Grignon. Des travaux préliminaires ont permis de montrer une 
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meilleure répétabilité pour le bain à US. C’est donc ce dernier qui sera utilisé lors de la totalité des 

phases d’extraction de la matière organique soluble.  

 

V-2. Dosage du carbone organique dissous (COD) et de l’azote total (Nt) 

 

Les analyses en COD et Nt sont effectuées avec un analyseur de carbone SHIMADZU TOC-

VCSH disposant d’un module TNM-1 et d’un passeur automatique 64 voies ASI-V. La mesure du 

carbone et de l’azote est faite par oxydation thermique (réacteur en quartz : 680°C) avec détection 

infrarouge pour le premier et détection par chimiluminescence pour le second (NO formés 

réagissent avec l’ozone pour donner des NO2 excités, le retour à l’état fondamental permet la 

détection). L’échantillon est introduit par le passeur automatique et acidifié par de l’acide 

chlorhydrique (2 mol/L) pour éliminer les carbonates. Le seuil de détection est de l’ordre de 0,1 mg 

C/L. Avant chaque utilisation de l’analyseur de carbone et d’azote, un échantillon d’eau ultra-pure a 

été injecté afin de rincer l’appareil et un échantillon de référence (5mg C/L) a été analysé afin de 

s’assurer que la réponse de l’analyseur est correcte. Un étalonnage régulier (tout les mois) est 

effectué, pour cela des solutions d’acétanilide (C6H5NH(COCH3)) sont préparées afin de calibrer 

simultanément le carbone et l’azote. 

 

V-3. Analyse UV-visible et détermination du SUVA 

 

 Les mesures d’absorbance UV-visible ont été réalisées à l’aide d’un spectrophotomètre 

SAFAS Monaco 190 double faisceaux. Des cuves de 1 cm ou 5 cm en quartz ont été utilisées avec 

un balayage de longueur d’onde entre 200 et 500 nm. A partir de cette mesure d’absorbance UV et 

de la concentration en COD, le paramètre SUVA (« Specific UV Absorbance ») correspondant au 

rapport de l’absorbance UV à 254 nm sur la teneur en COD a pu être calculé. Il s’exprime en mg-

1.m-1.L. De nombreux travaux ont montré que le paramètre SUVA permet d’apprécier le degré 

d’aromaticité des fractions de matière organique (CROUE et al. 2000). 

 

V-4. Analyse spectrofluorimétrique 

 

 Pour cette analyse, un spectrofluorimètre « Jobin Yvon-Spex FluoroMAx-2 » équipé d’une 

cuve en quartz de 1 cm de trajet optique a été utilisé. L’intensité de fluorescence de nos échantillons 

est mesurée en effectuant un balayage dans la gamme de longueur d’onde d’excitation et d’émission 

respectivement de 200 à 450 nm et 300 à 550 nm par pas de 5 nm. Ce balayage  permet d’obtenir 

une Matrice d’Emission-Excitation de Fluorescence (MEEF). 
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Toutes les matrices ainsi obtenues ont été soustraites à la réponse de l’eau MilliQ (blanc) 

afin d’éliminer les effets des diffusions de Rayleigh et Raman causés par le solvant (MAUCHIEN 

et al. 1990). Les échantillons étudiés ont été ajustés à la même concentration en COD (5 mg C/L) 

pour certains et la même absorbance à 310 nm pour d’autres.  

 

Ces spectres permettent d’identifier les principaux fluorophores présents dans la structure de 

la matrice organique et d’apprécier les abondances relatives. Nous avons décidé par la suite 

d’intégrer le volume sous chaque fluorophores. Pour cela nous avons fais appel à Monsieur Laurent 

Signac maître de conférence au laboratoire d’automatique et d’informatique industrielle (ESIP) qui 

a développé un programme permettant de calculer ce volume. Ce programme tourne sous le logiciel 

MATLAB et fonctionne sur différentes approximations mathématiques assez compliquées 

(méthodes des trapèzes, du prisme approximation par des matrices), non détaillées dans ce 

manuscrit. 

 

V-5. Chromatographie d’exclusion stérique  haute performance  

 

Nous avons également caractérisé la MO soluble par plusieurs méthodes en 

chromatographie d’exclusion stérique. Ces méthodes ont été appliquées sur des eaux naturelles 

collectées au niveau des plaques lysimétriques et des bougies poreuses mais aussi sur des solutions 

de MO à partir d’extraits secs remis en solution, ces solutions ont été préparées à partir d’eau 

MilliQ. 

 

V-5-1. HPSEC/UV(254)/Fluo 

 

Le mode de séparation (tampon acétate) est basé sur la méthode décrite par VARTIAINEN 

et al. (1987). Les analyses ont été menées sur une colonne BioSep SEC-2000 de chez AIT 

(dimension : 7,8 x 300 mm, taille de particule : 5µm) à un débit de 1 ml/min. La phase mobile est 

une solution d’acétate de sodium 10 mmol/L ajustée à pH = 7 avec de l’acide acétique puis filtrée 

sur une membrane de porosité 0,45µm. 

 

La chaîne analytique est constituée d’un passeur MERCK AS-400, d’une pompe Waters 600 

et de deux détecteurs en série :  

 

Un détecteur UV Merck L-400 mesurant l’absorbance à 254 nm. 
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Un détecteur Fluorimétrique Waters 474 mesurant l’intensité de fluorescence à 310 nm pour 

une longueur d’onde d’excitation de 278 nm. 

 

V-5-2. HPSEC/UV(254)/Nt 

 

Les analyses en chromatographie d’exclusion de taille  (même mode de séparation que la 

partie V-5-1) avec détection UV et Azote ont été réalisées avec un matériel classique de 

chromatographie constitué d’un passeur d’échantillons (AS100 Thermo separation products), d’une 

pompe à gradient  (GP40 Dionex). La détection UV utilise un détecteur (486 de chez Waters). Le 

détecteur d’azote utilisé est le détecteur pour HPLC 8060 d’Antek commercialisé par la société 

Alytech. La phase mobile est nébulisée en continu, sous l’action d’un mélange air/hélium dans un 

four tubulaire (1100°C). La combustion des composés azotés (organiques et minéraux) conduit à la 

formation de monoxyde d’azote détecté par chimiluminescence.  

 L’utilisation du détecteur d’azote en ligne nécessite la mise en place d’une dérivation en 

« Peek » en sortie de colonne afin de limiter le débit de phase mobile de 0,2 ml/min dans le 

détecteur d’azote. Le débit a été réglé en jouant sur les longueurs de tuyaux « Peek » (diamètre 

interne de 0,13 mm) connecté après un Té mélangeur vers le détecteur (119 cm) et vers la 

« poubelle » (50 cm). Le volume d’injection est de 500 µL et la limite de détection est de 9 µg N/L 

soit 4,5 ng N. L’acquisition et le traitement des données ont été réalisés à l’aide du logiciel 

Millenium version 3.05.01 (Waters). 

 

 La calibration des temps de rétention a été réalisée par l’injection de composés azotés 

organiques et inorganiques. Les solutions en composés azotés ont été préparées et injectées à une 

concentration de 1 mg N/ L à pH libre. Le tableau 2.4 montre les différents temps de rétention 

obtenus 
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Tableau 2.4 : Temps de rétention et masse moléculaire de quelques composés azotés obtenus 

en HPSEC/Nt 

Composés 
Masse moléculaire 

(g/mol) 

Poids moléculaires 

apparents en Dalton (MM 

g/mol*MMH g/mol) 

Temps de rétention (min) 

BSA (Bovine Serum 

Albumine) 
~ 60000 ~ 60000 5,3 

jIon ammonium 18,0 17,8 14,6 

Nitrite 46,0 45,6 10,4 

Urée 60,0 60,1 13,7 

Nitrate 62,0 61,5 10,9 

Glycine 75,1 74,5 14,3 

Sérine 105,1 104,3 14,3 

Acide aspartique 133,1 132,0 14,3 

Acétanilide 135,2 134,0 18,0 

Tyrosine 181,2 59,6 12,6 

Tryptophane 204,2 203,0 13,0 

Atrazine 215,7 214 15,3 

 

D’après les données du tableau 2.2, pour les faibles masses moléculaires (< 200 Daltons), le 

temps de rétention ne peut être corrélé directement à la taille des molécules. La présence de charges 

positives ou négatives influe sur le comportement des molécules à travers le gel de perméation. 

 L’étalonnage de l’analyseur d’azote Antek a été réalisé avec des solutions de nitrate de 

potassium entre 0,12 et 2mg N/L. Les résultats obtenus figure 2.5 montrent  que la réponse est 

linaire pour la gamme de concentrations utilisées 
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Figure 2.5 : Droite d’étalonnage de l’azote par 

couplage HPSEC/Nt (nitrate de potassium) 
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 Enfin, une droite de calibration a été déterminée afin de référencer les pics 

chromatographiques identifiés par rapport à leur temps de rétention et par rapport à leur masse 

moléculaire. La figure 2.6 présente la droite obtenue à partir de 4 étalons de masses moléculaires 

différentes de 400 à 13000 Daltons, une bonne linéarité a été obtenue. 
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Figure 2.6 : Droite de calibration entre le temps de 

rétention et la masse moléculaire en HPSEC/Nt 

 

V-5-3. HPSEC/UV(254)/COD 

 

Des analyses HPSEC/UV/COD ont pu être réalisées ponctuellement en envoyant des 

échantillons au Centre d’Anjou Recherche à Maisons-Laffitte. Le centre dispose en effet d’un 

système de chromatographie liquide avec détection du carbone organique, développé par DOC-

Labor (Karlsruhe, Allemagne). D’autres analyses en particulier pour les résultats obtenus sur les 

monolithes ont été effectuées directement dans le laboratoire d’analyse ayant crée la méthode 

(DOC-Labor à Karlsruhe, Allemagne). Cette méthode utilise une colonne  TSK-HW50S 

(dimensions: 250 mm x 20 mm, gamme de poids moléculaires : 100 – 80 000 Da, taille des 

particules : 20 -40 µm) et un tampon phosphate (20 mM, pH 6,58). La description détaillée de cette 

méthode est proposée dans les travaux de HUBER et FRIMMEL en 1991. 

 

Cet outil analytique qui existe seulement en quelques exemplaires dans le monde permet 

d’obtenir deux profils chromatographiques, par mesure du COD et de l’UV. La figure 2.7 montre un 

profil chromatographique type obtenu en détection COD et permet de distinguer plusieurs régions 

quantifiables par intégration.  
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Figure 2.7 : Profil chromatographique type obtenu en 

détection COD 

 

V-6. Analyse élémentaire 

 

 L’analyse élémentaire (C, H, N et O) effectuée sur les extraits secs de MO (environ 2 mg) a 

été réalisée au service commun de chimie de l’Université de Poitiers. Elle repose sur une 

combustion (avec apport d’oxygène) et consiste à dégrader l’échantillon en gaz élémentaire porté 

par un gaz vecteur : l’hélium. Cette analyse par combustion met en œuvre successivement deux 

réactions.  

Tout d’abord, une réaction d’oxydation dégrade l’échantillon grâce à une température élevée 

(1020°C) et un apport d’oxygène en excès.  Ensuite, une réaction de réduction remplit le double 

rôle de piège de l’oxygène en excès et de réduction de certains gaz en gaz élémentaire (les oxydes 

d’azote en N2 par exemple). 

 

Généralement l’analyse élémentaire par combustion utilise deux tubes installés en série dans 

une enceinte calorifugée (1er tube réaction d’oxydation, 2ème tube réaction de réduction). 

 Pour s’affranchir des problèmes de fractionnement isotopique, il faut que la combustion soit 

totale. Plusieurs précautions sont donc prises en ce sens, tout d’abord un excès d’oxygène est 

apporté lors de la chute de l’échantillon dans le tube de combustion. Ensuite, l’échantillon est pesé 

avec précision, et conditionné dans une capsule en étain qui a la propriété d’augmenter rapidement 

la température de 300°C (phénomène de combustion flash). Enfin, le tube est rempli de composés 

facilitant la combustion (oxyde de tungstène et des filaments de cuivre) de façon à ce que 

l’échantillon tombe dans la zone la plus chaude du tube. 



Chapitre 2 : Matériel et méthodes 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   82 
 

Les gaz, après réduction, entrent dans une colonne chromatographique remplie, qui sépare 

les différents gaz élémentaires. La détection d’effectue par infrarouge pour le carbone, l’oxygène et 

l’hydrogène et par conductimétrie pour l’azote. 

 

V-7. Analyse en spectroscopie infrarouge 

 

Les analyses infrarouges ont été réalisées au service commun de chimie de l’Université de 

Poitiers. Elles sont effectuées à partir de pastilles de 16 mm confectionnées à l’aide d’une presse 

hydraulique en mélangeant quelques mg d’échantillon de matière organique lyophilisés à du KBr. 

Les spectres sont enregistrés à température ambiante dans la gamme de longueurs 400-4000 cm-1 

avec un spectrophotomètre THERMO NICOLET série Nexus 5700 à transformée de Fourrier avec 

une résolution de 2 cm-1. 

 

 Cette méthode spectrale basée sur la détection de vibrations des molécules (rotations, 

étirements), permet la détection qualitative des groupements fonctionnels oxygénés et azotés des 

matières organiques naturelles. L’interprétation des spectres IR d’extraits lyophilisés de MON est 

rendue difficile à cause de l’abondance des bandes d’absorption. Mais paradoxalement, la 

complexité des MON simplifie l’interprétation de ces spectres puisque les bandes majoritaires 

peuvent être attribuées aux structures chimiques prédominantes des MON. Le tableau 2.5 recense 

les fréquences des bandes IR caractéristiques de molécules organiques complexes présentes dans les 

extraits de MON. 

 

Tableau 2.5 : Fréquence des bandes IR des structures organiques constituant les extraits de 

MON (THURMAN, 1985) 

Structures organiques Fréquences des bandes (cm-1) et structure 

Sucres 3400-3300 (O-H), 1100-1000 (C-O) 

Acides fulviques 3400-3300 (O-H), 2700-2500 (COOH), 1760 (COOR), 1720 

(COOH), 1660-1630 (-C=O), 1280-1150 (-O, COOH) 

Carbones hydrogénés 2960 (CH3), 2940 (CH2), 1460 (CH2), 1380 (CH3) 

Protéines 1660 ( bande amide 1, N-C=O), 1550 (bande amide 2, N-C=O) 
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 Cette technique permet la caractérisation des protéines, plus difficile par RMN 13C et de 

situer la nature hydrophobe ou hydrophile de l’extrait étudié dans la mesure où celui-ci a été purifié 

au préalable, les sels inorganiques étant à l’origine de fortes interférences (THURMAN, 1985). 

 

V-8. Analyse en Résonance Magnétique Nucléaire 13C (RMN 13C) 

 

 Les analyses en résonance magnétique nucléaire (RMN) du 13C sont effectuées en 

collaboration avec le laboratoire « Lehrstuhl für bodenkunde, Technische Universität München. 

Freising» en Allemagne. Les analyses sont réalisées sur quelques mg d’extraits secs des fractions 

HPO et TPH. Les échantillons sont analysés par CP/MAS (Cross polarization/magic angle 

spinning) (SCHAEFER et STEJSKAL, 1976) avec un spectromètre Bruker DSX-200 de fréquence 

6,8 kHz et un temps de contact de 1 ms. Les déplacements chimiques ont été référencés à partir du 

tétraméthysilane. Le signal RMN à été enregistré par FID (Free Induction Decay) et le spectre à été 

obtenu par transformée de Fourier. Un temps de contact de 1 ms a été utilisé et le délai d'impulsions 

était de 400 ms. 

 La RMN 13C conduite sur quelques centaines de mg d’extrait sec lyophilisé est une 

procédure non destructrice de la matrice organique et assure la caractérisation structurale du 

carbone organique très utilisée pour l’analyse des substances humiques et hydrophiles. Elle permet 

de distinguer nettement les extraits isolés de rivière, du milieu marin, ou du sol (MALCOLM, 

1989). Les spectres de RMN 13C du solide des différents extraits de MON se répartissent en 

plusieurs bandes répertoriées dans le tableau 2.6. Il faut noter la superposition de certaines bandes 

rendant la quantification des différentes structures difficile et subjective. 
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Tableau 2.6 : Bandes structurales observées sur les spectres RMN 13C du solide d'extraits de 

MON (MALCOLM, 1989) 

Groupements chimiques Types de composés Bandes (ppm) 

C-H carbone aliphatique 0 - 55 

C-N amines, amides, protéines 40 - 55 

O-CH3 groupes méthoxy des lignines et 

tannins 

55 - 60 

C-O alcools aliphatiques, éthers, esters 60 - 90 

O-C-O carbone anomérique des sucres, 

lactols 

90 - 110 

 carbone aromatique 95 - 165 

-O esters aromatiques, éthers, phénols 135 - 165 

O=C-O ; O=C-N acides carboxyliques, esters, amides 160 - 190 

O=C-C=C flavones, quinones 170 - 200 

O=C-C cétones aliphatiques et aromatiques 190 - 220 

 

V-9. Analyse 14C  

 

Les analyses de l’activité 14C du bulk et des fractions des extraits HPO et TPH ont été 

réalisées au laboratoire «Leibnitz-labor, Universität Kiel, Allemagne en utilisant l’accélérateur de 

spectrométrie de masse (AMS). Pour ces mesures, le CO2 obtenu par la combustion des échantillons 

à 900°C est réduit au graphite avec H2 puis concomitamment analysé par l’AMS (NADEAU et al. 

1998). Le ratio 13C/12C des échantillons a été enregistré simultanément avec le ratio 14C/12C par le 

système AMS. L’activité 14C est corrigée pour le fractionnement des isotopes et donné en 

pourcentage de carbone moderne (PMC). L’âge conventionnel 14C avant 1950 (BP) est calculé 

d’après STUIVER et POLACH, 1977. La précision analytique des mesures AMS est de 0,3% pour 

les échantillons modernes de carbone (i.e, 14C = 3‰). 

 

V-10. Pyrolyse-CG/SM et Thermochemiolyse TMAH 

 

 Plusieurs techniques de pyrolyse sont utilisées de nos jours pour l'étude de la structure et des 

constituants des matières organiques : la pyrolyse GC/MS couplée à la chromatographie gazeuse et 
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à la spectrométrie de masse, mais aussi la thermochemiolyse couplée à la chromatographie gazeuse 

et à la spectrométrie de masse. 

 

V-10-1. Pyrolyse CG/SM 

 

 Par définition, la pyrolyse est une méthode de dégradation thermique à petite échelle ne 

nécessitant ni dégradation préalable, ni fractionnement, ni purification de l'échantillon et permettant 

la caractérisation chimique de matériaux à partir de leurs produits de pyrolyse (SAIZ-JIMENEZ, 

1995). La pyrolyse conduit au clivage et au réarrangement de certaines liaisons tout en laissant par 

ailleurs certains fragments intacts (les fragments aromatiques par exemple), et libère des fragments 

volatiles caractéristiques qui sont séparés sur une colonne de chromatographie gazeuse sous 

gradient de température, et donne une empreinte du matériel organique de départ (BRUCHET et al. 

1990). La détection est réalisée par spectrométrie de masse et l’identification des produits par 

comparaison avec des banques de données et les données de la littérature. 

 Les différents types de biopolymères constitutifs des matières organiques naturelles que sont 

les polysaccharides, les protéines, les aminosucres et les composés polyhydroxyaromatiques, 

produisent des fragments de pyrolyse caractéristiques (BRUCHET et al. 1990 ; GRAY et 

McAULIFFE, 1991 : BIBER et al. 1996). 

 BRUCHET et al. (1990) ont mis au point une méthode de calcul, reconnue et appliquée par 

la communauté scientifique, permettant de quantifier chacune des classes de biopolymères à partir 

de l'aire des fragments de pyrolyse. La proportion variable des fragments caractéristiques en 

fonction de la structure du biopolymère, fait de la pyrolyse une méthode considérée comme semi-

quantitative. 
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 Le tableau 2.7 résume l'origine des biopolymères et la nature des fragments de pyrolyse 

qu'ils engendrent. 

 

Tableau 2.7 : Origine des biopolymères et leurs fragments caractéristiques (GADEL et 

BRUCHET, 1987 ; BRUCHET et al. 1990 ; BIBER et al. 1996) 

Biopolymères Origine 
Fragments de pyrolyse 

caractéristiques 

Polysaccharides 

- de réserve : i.e. amidon 

facilement hydrolysable 

- de structure : i.e. cellulose 

très résistante à la 

biodégradation 

 

- aquagénique : algues et 

bactéries 

 

- pédogénique : résidus de 

plantes 

unités d’hexoses et de pentoses : 

furanne, furfural, lévoglucosénone 

Protéines 

 

 

- aquagénique : algues et 

phytoplancton 

pyridines, pyrroles, indoles, nitriles 

 

Tyrosine : phénol, p crésol (quantité 

égale) 

Phénylalanine : toluène, styrène, 

phényl-acétonitrile 

Tryptophane : indole 

Aminosucres 
- paroi des cellules 

bactériennes et fongiques 
acétamide 

Polyhydroxyaromatiques 

(PHA) 

- plante : lignine 

- aquatique : algues, 

diatomées, animaux 

composés phénoliques dont 

méthoxy-phenols (caractéristiques 

de la lignine) 

 

Le matériel utilisé pour ces travaux est constitué d’un chromatographe à phase gaz HP 

G1800A GCD System équipé d’un pyrolyseur Pyroprobe 2000 (Chemical Data Systems) couplé à 

un spectromètre de masse. La séparation est assurée par une colonne capillaire polaire BD-WAX de 

dimension 30 m x 0,25 mm et un débit de gaz vecteur, hélium 6 Messer, de 1 ml/min. 

 L’échantillon présenté dans un tube en quartz, est inséré dans le pyrolyseur  chauffé à 650°C 

avec une rampe de température de 20°C/ms et un palier final de 20s. Pendant l’analyse, un gradient 

de température est appliqué au niveau de la colonne, variant de 50 à 250°C à une vitesse de 4°C/min 
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suivi d’un palier à 250°C pendant 2 minutes. La détection à ionisation de flamme détecte les masses 

appartenant à une gamme allant de 40 à 425 m/z. 

 Les pyrochromatogrammes issus de l’analyse des MOD sont retraités ultérieurement avec le 

classement des fragments de pyrolyse par groupements fonctionnels. Chaque chromatogramme est 

traité séparément avec le logiciel HPCHEM qui permet d’intégrer  chaque pic. Chaque pic est 

ensuite regroupé par groupements fonctionnels, l’ensemble représentant la totalité du spectre. Puis 

la distribution de chacun des groupements fonctionnels est calculée à partir de la formule suivante : 

 

   ( cs c ) 100(%) i
i

Aire pi lasseClasse
Aire pics totaux

 



 

 

V-10-2. Thermochimiolyse CG/SM 

 

La pyrolyse conventionnelle ayant montré quelques limites notamment avec les composés 

de type carboxyliques et dans la détection des composés polaires, de nouvelles approches 

pyrolytiques en utilisant des agents alkylés ont été développées au cours des quinze dernières 

années. Parmi ces techniques, la thermochimiolyse TMAH (Hydroxyde de 

TétraMéthylAmmonium) permet d’améliorer ces limites. La plupart des résultats publiés avec cette 

technique se réfèrent à des substances humiques. La thermochimiolyse des MON aquatiques permet 

d’isoler des phénols, des alkylphénols, des acides carboxyliques, des esters (LEHTONEN et al. 

2000) permettant de fournir des informations sur les marqueurs de la lignine. Il est important de 

souligner qu’il y a un inconvénient à la thermochimiolyse TMAH, elle ne permet pas la 

différenciation des esters méthyliques naturels et ceux formés par le TMAH. L’utilisation de 

l’Hydroxyde de TétraMéthylAmmonium permet de résoudre ce problème. D’une façon générale, la 

thermochimiolyse TMAH donne des informations complémentaires sur la structure de la matière 

organique par rapport à la pyrolyse CG/SM. 

 

 Cette méthode nécessite une étape au préalable qui permet de méthyler les groupements 

carboxyles et consiste à faire réagir 100µl d’Hydroxyde de TétraMéthylAmmonium (TMAH), 

solution  50% massique préparée dans du méthanol avec 2-3 mg de matière organique pendant une 

nuit à 70°C (LEHTONEN et al. 2000 ; FILLEY et al. 1999). L’échantillon est ensuite introduit dans 

le tube en quartz et pyrolysé. Le matériel utilisé pour la thermochimiolyse est constitué du même 

système chromatographique, pyrolyseur et spectromètre que la pyrolyse conventionnelle. La 

séparation est réalisée sur une colonne apolaire DB-5 MS de 30 mètres. La programmation de 

température utilisée est légèrement différente qu’en pyrolyse conventionnelle, le pyrolyseur est 



Chapitre 2 : Matériel et méthodes 
---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

   88 
 

chauffé à 450°C avec une rampe de 20°C/ms et un palier final de 20s. Pendant l’analyse, un 

gradient de température est appliqué au niveau de la colonne variant de 60 à 300°C avec une rampe 

de 5°C/min.  

 

V-11. Pyrolyse MSSV (Micro Scale Sealed Vessel) 

 

La pyrolyse MSSV est effectuée en collaboration avec un laboratoire situé à l’Université de 

Curtin (Curtin Water Quality Research Center) à Perth – Australie. Cette technique consiste à 

chauffer de petites quantités (0,1 - 1 mg) d’extrait (HPO et TPH) dans des petits tubes en verre 

scellés (5 cm de long x 5 mm). Des perles de verre sont ajoutées au-dessus et dessous de 

l’échantillon pour combler le volume mort. Les tubes sont ensuite chauffés à 300°C dans une étuve 

pendant 72 heures. Ils sont ensuite insérés dans l’injecteur à une température de 300 à 540°C avec 

une rampe de 40°C/min. Un piège à azote liquide au début de la colonne a été utilisé pour piéger les 

composés volatiles libérés. L’analyse CG/SM est réalisée par un chromatographe Hewlett Packard 

(HP) 5890 Series II et un spectromètre de masse Autospec UltimaQ. La séparation utilise une 

colonne capillaire DB5 (25mx0,32mmx0,52µm) et un débit de gaz vecteur, helium (55kPa) de 2,0 

mL/min. La figure 2.8 montre la configuration du dispositif de  pyrolyse MSSV utilisé.  

 

 
Figure 2.8 : Schéma du pyrolyseur MSSV 
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La pyrolyse MSSV offre un potentiel important pour la caractérisation moléculaire de la 

matière organique dissoute des milieux aquatiques mais aussi des sols. En effet, contrairement à la 

fragmentation généralisée associée à des méthodes de pyrolyse flash, les énergies thermiques plus 

faibles de la pyrolyse MSSV peuvent fournir un contrôle sur le processus de fragmentation. Cela 

permet de faciliter la libération pyrolytique douce de produits d'hydrocarbures permettant alors la 

préservation des informations structurelles des précurseurs  
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CHAPITRE 3 : EXTRACTION ET FRACTIONNEMENT ANALYTIQUE DE LA MO 
SOLUBLE A L’EAU 

 

I. Introduction  

 

Une étude préliminaire consistant à extraire la matière organique soluble des différents 

horizons par 3 extractions successives ou Protocole 1 (eau froide - température ambiante) ; 

eau chaude - 80 °C et ultrasons) a été réalisée. Après chaque étape, les phases liquide et solide 

ont été séparées par centrifugation (11000g). La phase liquide a été filtrée sur une membrane 

de porosité 0,45 µm et la phase solide a été récupérée pour subir la phase d’extraction 

suivante. En parallèle et sur des extraits de sol de même provenance une simple extraction par 

ultrasons ou Protocole 2 a été mise en œuvre suivie des mêmes opérations décrites ci-dessus 

(e.g. de séparation liquide/solide).   

 Les deux protocoles mis en place dans ce manuscrit sont présentés ci-dessous dans la 

figure 3.1 et 3.2. Ils ont fait l’objet d’une optimisation sur des paramètres tels que le temps et 

la puissance de sonication, la vitesse de centrifugation et l’agitation. 
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1ère extraction : Eau ultra pure froide
Peser 10 g de sol

Mélanger avec 100 ml d’eau ultra pure
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

2ème extraction : Eau ultra pure chaude
Récupérer le sol après centrifugation (1ère extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 100 ml d’eau ultra pure

Chauffer le mélange pendant 1 h à 80°C
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

3ème extraction : Eau ultra pure froide + ultrasons
Récupérer le sol après centrifugation (2ème extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 200ml d’eau ultra pure

Extraction sous ultrasons pendant 1 h
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

1ère extraction : Eau ultra pure froide
Peser 10 g de sol

Mélanger avec 100 ml d’eau ultra pure
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

1ère extraction : Eau ultra pure froide
Peser 10 g de sol

Mélanger avec 100 ml d’eau ultra pure
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

2ème extraction : Eau ultra pure chaude
Récupérer le sol après centrifugation (1ère extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 100 ml d’eau ultra pure

Chauffer le mélange pendant 1 h à 80°C
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

2ème extraction : Eau ultra pure chaude
Récupérer le sol après centrifugation (1ère extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 100 ml d’eau ultra pure

Chauffer le mélange pendant 1 h à 80°C
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

3ème extraction : Eau ultra pure froide + ultrasons
Récupérer le sol après centrifugation (2ème extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 200ml d’eau ultra pure

Extraction sous ultrasons pendant 1 h
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

3ème extraction : Eau ultra pure froide + ultrasons
Récupérer le sol après centrifugation (2ème extraction)
Mélanger le sol récupéré avec 200ml d’eau ultra pure

Extraction sous ultrasons pendant 1 h
Agiter pendant 24 h

Centrifuger à 42000g pendant 10 min  
Filtrer le centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m  

Figure 3.1 : Protocole n°1 extraction multi-étape de la 

matière organique soluble 

 

Extraction Simple
Mélange de  20 g de sol avec 200 ml d’eau ultra pure

Extraction sous ultrasons (durée comprise entre 10 et 60 min)
Mise sous agitation pendant 24 h

Centrifugation à 42000g pendant 10 min
Filtration du centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

Extraction Simple
Mélange de  20 g de sol avec 200 ml d’eau ultra pure

Extraction sous ultrasons (durée comprise entre 10 et 60 min)
Mise sous agitation pendant 24 h

Centrifugation à 42000g pendant 10 min
Filtration du centrifugat sur filtre de porosité 0,45 m

 
Figure 3.2 : Protocole n°2 extraction simple de la matière 

organique soluble 
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II. Extraction de la MO soluble aux ultrasons (US) 

 

II-1. Extraction multi-étape versus extraction simple 

 

Les figures 3.3 et 3.4 comparent les résultats obtenus par ces deux approches 

expérimentales. 

On relèvera dans un premier temps, quelle que soit la méthode utilisée, que la teneur 

en MO soluble du sol décroît avec la profondeur des horizons. Elle est 10 à 20 fois plus 

importante dans les horizons de surface (0 – 30 cm) comparativement aux horizons profonds 

(100 – 200 cm).  Les résultats de la figure 1 montrent que chaque phase d’extraction, et ceci 

quel que soit l’horizon, permet d’isoler des teneurs comparables en COD. La dernière phase 

aux ultrasons contribue proportionnellement un peu plus au bilan global d’extraction 

comparativement aux deux autres.  On notera enfin que le Protocole 2 qui consiste en une 

phase unique de mise sous ultrasons, permet d’atteindre des rendements d’extraction 

semblables au rendement global du Protocole 1.  Les travaux développés par la suite ont alors 

consisté à rechercher les meilleures conditions expérimentales à mettre en œuvre pour 

optimiser l’extraction des MOS solubles à partir d’un simple contact aux ultrasons. 

 

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0

0-20 cm

20-30 cm

30-60 cm

60-100 cm

100-140 cm

140-200 cm

Horizons

[COD] en mg.L-1

Eau température ambiante (20-25°C)

Eau chaude (80°C)

Eau température ambiante + US

37,5

28,9

9,1

3,3

2,8

1,8

35,9

7,2

1,4

2,1

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0

0-20 cm

32-62 cm

62-110 cm

110-141 cm

Horizons

[COD] en mg.L-1

 Simple extraction (Eau température
ambiante + US) (20-25°C)

Figure 3.3 : Extraction séquentielle du 

carbone organique dissous (11000g, Bain à 

US, 100%) 

Figure  3.4 : Extraction simple du carbone 

organique dissous (11000g, Bain à US, 

100%) 
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II-2. Optimisation des conditions d’extraction sous ultrasons 

 

II-2-1. Importance de la phase de séparation par centrifugation 

 

Après tamisage (< 2 mm) et séchage à l’air libre, les différents horizons de sols 

présentent une texture très fine (microparticules). Leur mise en contact avec l’eau permet 

l’obtention d’une suspension homogène. La phase d’extraction en est probablement favorisée, 

toutefois, cette suspension de microparticules particulièrement stable ne permet pas d’opérer 

une séparation liquide/solide par simple décantation. Des essais de filtration directe sur  

membrane de porosité 1 µm ou 0,45 µm ont montré les limites de cette méthode liées aux 

phénomènes de colmatage presque immédiat.  La centrifugation a donc été retenue.  

Les solutions de sols des différents horizons préparées par extraction aux ultrasons 

(bain ultrasons, puissance acoustique 100 %, agitation 24 heures après ultrasons) ont été 

soumises à une phase de centrifugation (10 minutes) suivie par une filtration sur membrane de 

porosité 0,45 µm. La figure 3.5 donne les teneurs en COD des différentes solutions préparées 

en fonction de la vitesse de centrifugation utilisée. La vitesse maximale possible avec les 

équipements disponibles n’a pas excédé 42000g. 

 

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0 120.0

0-20 cm 

20-30 cm 

30-60 cm 

60-100 cm 

100-140 cm 

140-200 cm 

Horizons

[COD] en mg.L-1

1500g

11000g

42000g
 

Figure 3.5 : Influence de la vitesse de 

centrifugation sur l’extraction de la MOS soluble des 

horizons (Bain à US, 100%, 20 g de sol/200 ml d’eau 

ultra pure) 

  

La vitesse de centrifugation joue un rôle important sur la concentration en COD des 

solutions préparées. On relève une diminution très importante des teneurs en COD avec 
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l’augmentation de la vitesse de centrifugation pour les horizons allant jusqu’à une profondeur 

de 100 cm. L’impact semble plus modéré pour les horizons les plus profonds (> 100 cm). Ce 

phénomène étant beaucoup plus marqué en surface il peut s’expliquer par une perte de 

matière organique adsorbée sur les colloïdes.  

 

Les culots de centrifugation récupérés pour les essais conduits à 42000g on fait l’objet 

d’une analyse par infrarouge et de la mesure de la teneur en carbone organique. Les teneurs en 

carbone des dépôts récupérés pour les horizons profonds 62-110 cm et 110-140 cm sont 

respectivement de 5,6 mg C/g et 5,1 mg C/g. Pour l’horizon de surface elle est beaucoup plus 

importante comme attendu soit 76,3 mg C/g. Ces teneurs sont plus importantes que celles 

relevées pour les horizons de sol correspondants démontrant que les microparticules extraites 

du sol sont des sites d’adsorption préférentiels pour la MOS. Les spectres infrarouges sont 

présentés sur la figure 3.6. Ces spectres présentent des pics majoritaires attribuables à de la 

silice (pics aux voisinages de 1000 cm-1 et 470 cm-1) démontrant que ces microparticules 

récupérées au niveau des culots de centrifugation sont des complexes de type argilo-organique 

pour ne pas dire argilo-humiques. Les substances humiques étant plutôt présentes au niveau 

des horizons de surface.  

400140024003400
Wavelength (cm-1)

Horizon 62-110 cm

Horizon 110-140 cm

 
Figure 3.6 : Spectres Infrarouge des culots de  

centrifugation après 42000 g 
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II-2-2. Importance du mode et de la durée de mise sous ultrasons 

 

Deux types de générateurs d’ultrasons ont été testés. Le premier est un bain à 

ultrasons de type Bioblock 86480 (Hautes fréquences 40 kHz) et le second une sonde à 

ultrasons (Branson B30, sonde de 12,5 mm de diamètre). Pour ces essais le temps de contact a 

été fixé à 10 minutes. Le bain à ultrasons a été utilisé au maximum de sa puissance, deux 

puissances (30 % et 100 %) ont été choisies pour la sonde à ultrasons. Les différents résultats 

obtenus sont regroupés dans la figure 3.7.  

  

0,0 5,0 10,0 15,0

0-20 cm

32-62 cm

62-110 cm

110-141 cm

Horizons

[COD] en mg.L-1

30% Sonde à US
100% Sonde à US
100% Bain à US  

Figure 3.7 : Influence du matériel utilisé sur 

l’extraction de la MOS soluble des horizons 

(Temps de contact 10 min, 42000g) 

 

Ces résultats montrent que lorsqu’ils sont utilisés à leur puissance maximale, les deux  

matériels utilisés (sonde ou bain à US) permettent d’atteindre des rendements d’extraction 

comparables en MOS solubles pour les différents horizons. Concernant la puissance de 

travail, les essais réalisés avec la sonde pour deux horizons montrent qu’elle est sans impact 

vis-à-vis de l’extraction des MO de l’horizon le plus profond (110-140 cm), et présente un 

effet notable mais peu important pour l’horizon de surface (0-20 cm). 

Plusieurs extractions (bain ultrasons, 100 % de la puissance) des différents horizons de 

sol ont été effectuées afin de déterminer le temps optimal de contact aux ultrasons pour 

l’extraction des MO solubles. Les résultats sont regroupés sur la figure 3.8. 
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2,0

4,0

6,0

8,0
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12,0

14,0
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Temps de sonication (min)

[COD] en 
mg.L-1

0-20 cm 32-62 cm
62-110 cm 110-141 cm

 
Figure 3.8 : Influence du temps de sonication sur 

l’extraction de la MOS soluble de différents horizons (Bain 

à US, 100%, 42000g, 20 g de sol/200 ml d’eau ultra pure) 

 

 La quantité de COD extractible pour les quatre horizons semble indépendante du 

temps de contact (au-delà de 10 minutes, durée minimale retenue pour nos essais). On 

relèvera toutefois une très légère augmentation de la teneur en COD de la solution de sol de 

l’horizon 0-20 cm avec l’augmentation de la durée de mise sous ultrasons. Notons que 

l’horizon 0-20 cm est celui qui est le plus riche en matières organiques et qui possède le plus 

de colloïdes, ces colloïdes permettant l’adsorption d’une certaine quantité de matière 

organique. Un temps de contact plus long aux ultrasons permet donc d’attaquer les molécules 

réfractaires d’où la légère augmentation pour l’horizon 0-20 cm. 

 

II-2-3. Agitation post-US 

 

Quelques essais complémentaires ont eu pour objectif de vérifier la nécessité ou non 

de compléter l’extraction aux ultrasons par une mise sous agitation prolongée (24 heures) de 

l’échantillon par retournement. Les résultats obtenus pour l’horizon 0-20 cm et l’horizon 62-

110 cm (figure 3.9) montrent qu’une agitation de 24 heures est sans incidence notable sur la 

quantité de MO solubles extraites. C’est pourquoi, dans le domaine des sols, il est courant 

d’utiliser des billes de verre pour casser les agrégats. Des résultats comparables ont été 

obtenus avec les autres horizons de sol. Cette agitation ne semble donc pas avoir d’intérêt au 

niveau du protocole expérimental.  
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Horizon 0-20 cm

0,0
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8,0
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Avec agitation
Sans agitation

Horizon 62-110 cm

0,0

0,5
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1,5

2,0

2,5
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Temps de sonication (min)

[COD] en 
mg.L-1
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Sans agitation

Figure 3.9 : Influence de l’agitation post-Ultrasons sur  l’extraction des MOS solubles 

(Bain à US, 42000g, 100%, 20 g de sol/200 ml d’eau ultra pure) 

 

II-2-4. Bilan 

 

La figure 3.10 fait le bilan des quelques séries d’extractions réalisées sur les différents 

horizons de sol à partir de la même procédure expérimentale (20 g sol/200 mL d’eau MilliQ ; 

Bain ultrasons puissance 100 % ; centrifugation 42000 g). Les barres d’erreur montrent que le 

protocole d’extraction est reproductible. Ces résultats confirment la très forte diminution des 

MOS solubles avec la profondeur. Elle est environ 10 fois plus faible à 1 mètre de profondeur 

comparativement aux premiers centimètres. La figure 3.11 donne les valeurs d’azote total 

pour les différents horizons. Les teneurs en azote diminuent également avec la profondeur. La 

présence de nitrates à l’état de trace a été détectée pour tous les horizons. La détermination 

des teneurs  en azote organique par différence reste toutefois trop entachée d’erreur pour être 

tentée. Peu de travaux existent concernant l’extraction de la matière organique soluble à l’eau. 

Si l’on compare ces résultats à quelques résultats existants dans la littérature (DELPRAT et al. 

1997 ; MICHALZIK et MATZNER, 1999), on remarque que la diminution de la matière 

organique soluble avec la profondeur des horizons observée dans nos résultats est en accord 

avec celle observée dans la littérature. 
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Figure 3.10 : Concentration 

moyenne en COD extrait par ultrasons 

(42000 g, bain à US, 100%, 20 g/200 ml) 

Figure 3.11 : Concentration 

moyenne en NT extrait par ultrasons 

(42000 g, bain à US, 100%, 20 g/200 ml) 

 

 

A l’appui des teneurs en carbone organique total des différents horizons déterminées 

par analyse élémentaire (INRA), le tableau 3.1 donne les pourcentages en carbone organique 

soluble des différents horizons du sol étudié. Les données obtenues montrent que la fraction 

de MOS solubles à l’eau pure représente environ 1 % du carbone organique total des 

différents horizons.  

 

Tableau 3.1 : Pourcentage du carbone représenté par le COD extrait 

Horizons 
Carbone organique 

total en mg/g de sol 

Carbone organique 

soluble en mg/g de sol 

Carbone organique 

soluble en % 

0-20 cm 9,62 0,124 1,3 

32-62 cm 3,48 0,035 1,0 

62-110 cm 2,74 0,013 0,5 

110-141 cm 1,83 0,018 1,0 

 

II-2-5. Comparaison des concentrations en carbone obtenues par extraction eau + US 

versus méthodes traditionnelles (NaOH et CaCl2) 

 

L’efficacité du protocole optimisé a été comparée à celle de protocoles d’extraction 

plus traditionnellement utilisés dans l’étude des sols : l’extraction à la soude (USSIRI et 
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JOHNSON, 2002) et l’extraction au chlorure de sodium (CORVASCE et al. 2006, 

ZSOLNAY, 2003) 

 

Les résultats des analyses COD et SUVA (SUVA=Absorbance UV254 nm/COD pour 

un trajet optique de 1 mètre) des différentes solutions sont regroupés dans les figures 3.12 et 

3.13.  

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0

0-20 cm

32-62 cm

62-110 cm

110-141 cm

Horizons

[COD] en mg.L-1

NaOH

CaCl2

Eau température
ambiante

0 2 4 6 8 10

0-20 cm

32-62 cm

62-110 cm

110-141 cm

Horizons

SUVA

NaOH

Eau température
ambiante

Figure 3.12 : Concentration en carbone des 

différents horizons obtenus pour les 3 

extractions 

Figure 3.13 : SUVA (L.mg-1.m-1) des 

différents horizons pour les extractions 

NaOH et à l’eau 

 

Comparativement à l’eau pure (pH voisin de la neutralité) et comme attendu, les 

techniques d’extraction avec NaOH et CaCl2 permettent d’extraire des quantités de MO plus 

importantes (et comparables) quel que soit l’horizon retenu. Dans l’horizon de surface, la 

fraction de MO solubles dans l’eau pure représente environ la moitié (44%) du carbone 

organique extractible à la soude, cette contribution chute à 10-20 % pour les horizons 

profonds. La quantité de MO soluble décroît avec la profondeur du profil. Cette MO soluble 

présente un caractère aromatique moins marqué que celle isolée en milieu sodique comme 

l’atteste les plus faibles valeurs de SUVA. 

Le protocole d’extraction utilisé joue donc un rôle important dans la quantité de 

matière organique soluble extraite. La soude permet d’extraire plus de COD que l’eau à 

température ambiante, ces résultats sont confirmés par les travaux de USSIRI et JOHNSON 

en 2002. Cependant, l’utilisation de la soude peut être risquée et altérer la structure chimique 

du COD. 
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III. Caractérisation des solutions de sol 

 

III-1. Fractionnement analytique sur résines XAD 

 

Le fractionnement analytique du COD des échantillons issus des plaques lysimétriques 

et des bougies poreuses a été réalisé par filtrations successives sur résines XAD-8/XAD-4. 

Les figures 3.14 et 3.15 donnent les proportions relatives des différentes fractions HPO, TPH 

et HPI. 

41%

33%

26%

HPO

TPH

HPI

 

14%

37%

49%

HPO

TPH

HPI

 
Figure 3.14 : fractionnement sur résines 

XAD d’eau collectée au niveau de plaques 

lysimétriques situé à une profondeur de 105 

cm (2.0 mg.L-1 COD) 

Figure 3.15 : fractionnement sur résines 

XAD d’eau collectée au niveau de bougies 

poreuses situé à une profondeur de 105 cm 

(2.2 mg.L-1 COD) 

 

Les distributions du COD établies pour les eaux des plaques lysimétriques et pour les 

bougies poreuses sont relativement comparables et similaires à celles retrouvées pour les eaux 

naturelles (CROUE, 2004). La bonne répétabilité de la méthode (pour les plaques HPO : 48% 

et 41 % ; TPH : 22 et 26 % ; HPI : 30 et 33 %) nous permet de considérer que les eaux des 

plaques sont proportionnellement un peu plus riches en substances non humiques (i.e. 

fractions TPH + HPI).  Ces résultats démontrent une prédominance de la fraction HPO (40 à 

50 %) pour  les deux types d’eau. Les fractions plus hydrophiles sont représentées par une 

prédominance de la fraction HPI, caractéristiques retrouvées pour les eaux souterraines 

comparativement aux eaux de surface qui vérifient une teneur plus importante en fraction 

TPH généralement (MALCOLM et MACCARTHY, 1992).  
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Le même fractionnement a été opéré sur une solution de l’horizon de sol 110-141 cm 

extraite aux ultrasons (figure 3.16). Cette solution a été concentrée par évaporation rotative 

sous pression réduite avant centrifugation afin de minimiser le temps de cette opération 

compte tenu du volume important préparé. Cette phase de concentration s’est accompagnée 

d’une perte en COD importante par co-précipitation avec les microparticules de sol. Cette 

perte en COD est probablement à l’origine de la distribution obtenue qui montre une large 

prédominance de la fraction HPI (adsorption et perte préférentielle de substances les plus 

hydrophobes).  

36%
52%

12%

HPO

TPH

HPI

 
Figure 3.16 : Fractionnement sur résines XAD de la 

solution de sol extraite par ultrasons (horizon 110-

141 cm, 42000g, bain à US, 20 g/200 ml) 

 

III-2. Analyse en chromatographie d’exclusion stérique 

 

La chromatographie d’exclusion haute performance (HPSEC) est une méthode de plus 

en plus utilisée pour caractériser les eaux naturelles et les eaux en cours de traitement. Le 

couplage avec une détection COD permet d’obtenir une empreinte chromatographique de la 

matrice organique qui tient compte de la distribution de taille des molécules constitutives. La 

double détection UV/COD permet de préciser le caractère aromatique de certaines fractions 

du profil chromatographique. On rappellera qu’avec la HPSEC les molécules de grosses 

tailles (hautes masses moléculaires) sont chromatographiées en premier car exclues de la 

porosité du gel. Le temps de rétention est inversement proportionnel à la taille moléculaire.  
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III-2-1. Matières organiques solubles isolées des horizons de sols par ultrasons 

 

La figure 3.17 compare les profils HPSEC/COD des solutions de sols (extraction par 

ultrasons) des différents horizons. Des chromatogrammes similaires ont été obtenus avec une 

détection UV, seule l’intensité des bandes chromatographiques a varié. Pour une meilleure 

comparaison et compte tenu des écarts importants des teneurs en COD des différentes 

solutions de, les chromatogrammes sol ont été normalisés sur le pic voisin de 40 minutes 

(quelques milliers de daltons). Cette bande large centrée au voisinage de 40 minutes 

correspond aux substances humiques, fraction qui semblent présenter une masse moléculaire 

moyenne légèrement plus importante (domaine de temps de rétention plus faibles) pour les 

horizons 0-20 cm et 20-30 cm que pour les horizons plus profonds.  

 

 Quelle que soit la solution analysée on remarquera que le profil chromatographique 

s’étale sur le même domaine de temps de rétentions i.e. même domaine de masse moléculaire. 

Le résultat le plus marquant est l’augmentation proportionnelle des molécules de plus petites 

tailles moléculaires avec la profondeur de l’horizon considéré. Comparativement aux horizons 

supérieurs riches en substances humiques les horizons profonds 60-100 cm et surtout 100-140 

cm se caractérisent par une proportion importante de molécules de plus petites tailles i.e. 

masses moléculaires. Selon HUBER et FRIMMEL (1991) les pics centrés sur 50 minutes et 

au-delà pourraient correspondre à des structures polaires de types diacides.  On notera que le 

pic voisin de 30 minutes de temps de rétention (plusieurs dizaines de milliers de daltons) est 

présent quel que soit l’horizon, pic attribué au mélange de structures de types polysaccharides 

et protéines.  
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Figure 3.17 : Chromatogrammes HPSEC/COD des solutions de sols obtenues par 

extraction aux ultrasons (20 g de sol, 200 ml d’eau MilliQ, bain ultrasons puissance 100 

%, séparation liquide/solide par centrifugation 42000g, filtration finale sur membrane 

0,45 µm) 

 

III-2-2. Comparaison avec les matières organiques solubles isolées des plaques 

lysimétriques et des bougies poreuses 

 

Les chromatogrammes HPSEC/COD des eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques et bougies poreuses à une profondeur de 105 cm sont présentés figure 3.18. Ces 

chromatogrammes montrent des profils relativement similaires avec une bande prédominante 

centrée vers les 50 minutes correspondant à des structures de faibles masses moléculaires 

(<400-500 g/mol). Les MO solubles des bougies semblent proportionnellement plus riches en 

structures à caractères humiques (masses moléculaires intermédiaires), résultats pouvant 

provenir d’un mode de collecte par succion favorisant l’entraînement de structures de MM 

plus élevées. 
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Figure 3.18 : Chromatogramme HPSEC/COD 

des eaux provenant des plaques lysimétriques 

et bougies poreuses du site ORE de Lusignan 

Figure 3.19 : Chromatogramme HPSEC/COD des 

eaux provenant des plaques lysimétriques, 

de la solution de sol horizon 100-140 cm (extraction 

ultrasons) et de la Seine (amont de Paris) 

 

La figure 3.19 compare les profils HPSEC/COD des eaux de plaques lysimétriques 

(profondeur 105 cm) avec celle de la solution de sol de l’horizon 100-140 (extraction 

ultrasons) et la Seine prélevée en amont de Paris. Les eaux des plaques ont été concentrées par 

évaporation rotative sous vide réduit de manière à augmenter artificiellement la teneur en 

COD de la solution pour une meilleure comparaison.  

 

Le profil enregistré pour les eaux de plaques est similaire à celui obtenu pour la 

solution de sol horizon 100 -140 cm avec toutefois une proportion un peu plus importante de 

structures de moyennes et hautes masses moléculaires. Le profil de la Seine (exemple d’eau 

de surface) montre la présence des structures de type substances humiques absentes des 

profils des eaux issues d’horizons profonds de sol. Encore une fois, il est aussi important de 

noter pour toutes ces eaux, la présence de protéines et polysaccharides de hautes masses 

moléculaires dont l’origine, pour les eaux de surface, est attribuée à une activité microbienne 

(résidus microbiens). La disparition des structures de type humique de plus haute masse 

moléculaire dans les horizons profonds peut s’expliquer par des phénomènes d’adsorption des 

substances humiques sur la phase minérale/argiles (KALBITZ et al. 2005) située dans les 

horizons intermédiaires ou par des phénomènes de dégradation préférentielle des substances 

humiques par les microorganismes. On peut notamment citer les travaux de GRINHUT et al. 

2007 sur l’étude de la dégradation des substances humiques par les champignons, qui montre 

que les couches supérieures sont composées d’une plus grande proportion de champignons 
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capables de dégrader les substances réfractaires dont font parti entre autre, les substances 

humiques (MACCARTHY, 2001) des horizons de surface. 

 

IV. Conclusion 

 

 Les résultats présentés dans ce chapitre ont permis dans un premier temps d’élaborer 

un protocole d’extraction à l’eau de la MO. Ce protocole joue un rôle important dans la 

quantité de MO extraite. En effet, la comparaison des concentrations obtenues à l’eau avec 

celles obtenues par des méthodes d’extraction classique (NaOH et CaCl2) montre  que ces 

méthodes permettent d’extraire environ 50 % de carbone en plus en surface et de l’ordre en 10 

à 20 % en profondeur par rapport à l’eau. Cette fraction soluble dans l’eau (COD) représente 

une proportion très faible du carbone total des sols (environ 1%). 

 Dans un second temps, la caractérisation de la matière organique extraite à l’eau 

montre une distribution proche de celle observée dans les eaux naturelles (CROUE, 2004). 

Les horizons profonds sont cependant proportionnellement un peu plus riches en substances 

non humiques (i.e. fractions TPH + HPI).  La MO des horizons profonds possède également 

un caractère aromatique plus faible (SUVA faible) et une proportion de composés de faibles 

masses moléculaires plus importante. 
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CHAPITRE 4 : DYNAMIQUE DE LA MATIERE ORGANIQUE SOLUBLE DANS 

LES HORIZONS PROFONDS  

 

I. Introduction 

 

L’élément central est la matière organique (MO) du sol qui, au travers de sa 

dynamique détermine notamment les flux de carbone et d’azote. Le but de ces travaux est 

d’étudier l’impact des modes de gestion des surfaces prairiales sur les matières organiques des 

sols en particulier sur les flux de carbone et d’azote dans les horizons profonds. A ce jour, les 

matières organiques hydrosolubles n’ont que rarement été prises en considération, or elles 

représentent une proportion non négligeable de carbone tout au long du profil compte tenu de 

l’épaisseur des différents horizons. 

 

Les parcelles étudiées sont équipées de plaques lysimétriques et de bougies poreuses 

permettant de prélever les eaux à une profondeur de 105 cm. En parallèle, des mesures de 

températures et d’humidité du sol sont réalisées. Le site est également équipé des trois 

monolithes proches des parcelles sur lesquels nous avons faits quelques prélèvements d’eau à 

différentes profondeurs. Les travaux ont porté majoritairement sur le suivi des teneurs en 

matières organiques dissoutes (COD) au niveau des eaux collectées par bougies poreuses et 

plaques lysimétriques à 1 mètre de profondeur. L’objectif étant d’apprécier un éventuel 

impact des saisons, des modes de gestion sur les teneurs en COD mais aussi d’étudier 

l’évolution du COD en fonction de la profondeur grâce aux monolithes.  

 

En complément quelques analyses directes (spectrofluorimétrie, spectrophotométrie et 

chromatographique d’exclusion de taille) ont été réalisées sur des échantillons particuliers 

pour tenter d’apporter également une réponse structurale à ce suivi quantitatif. 

 

Dans un premier  temps, nous aborderons le suivi quantitatif et qualitatif des eaux au 

niveau des parcelles. Nous étudierons pour cela la quantité du COD, de l’azote total et 

l’impact des conditions climatiques, du mode de gestion ainsi que du mode de prélèvement. 

Puis, dans un second temps nous parlerons de la caractérisation des eaux collectées à 

différentes profondeurs au niveau des monolithes. Enfin nous étudierons l’impact de la 

sécheresse sur la quantité et la qualité de la matière organique soluble. 
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II. Les matières organiques des eaux du sol : approche quantitative 

 

II-1. Suivi du COD en fonction de la profondeur 

 

Les monolithes ont permis de suivre la dynamique du COD en fonction de la 

profondeur. Sur les trois monolithes mis en place sur le terrain dans le courant de l’année 

2008 (opérationnels début 2009), de l’eau est collectée aux différentes profondeurs par 

l’intermédiaire des bougies poreuses. Cette collecte dépend des conditions d’humidité du sol 

et ne peut être faite qu’à saturation en eau du sol. D’où le peu de données récoltées au cours 

de l’année 2009. Les résultats moyens en COD obtenus sur ces échantillons sont présentés 

dans la figure 4.1. 
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Figure 4.1 : Evolution moyenne du carbone 

organique dissous entre novembre 2008 et juin 

2009 des eaux collectées aux différentes 

profondeurs sur les trois monolithes. 

 

Le COD diminue considérablement avec la profondeur pour les trois monolithes. Dans 

les horizons supérieurs (0-30 cm), il varie entre 3,5 et 5mg/L et diminue jusqu’à atteindre des 

valeurs comprises entre 0,5 et 1,2 mg/L. Les eaux des plaques situées à 2 mètres de 

profondeur présentent un COD moyen de 0,6 mg/L (moyenne faite sur 4 mois : entre 

13/11/2008 et le 13/03/2009). 

Ces résultats sont en accord avec les quelques données de la littérature (TRAVERSA 

et al. 2008 ; DELPRAT et al. 1997 ; EMBACHER et al. 2007) et avec celles présentées dans 

le chapitre précédent relatif au carbone organique extractible à l’eau pour les différents 
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horizons du sol (chapitre 3) correspondant à une diminution du carbone organique soluble 

avec la profondeur. Cette observation est également en accord avec la diminution progressive 

des teneurs en carbone organique avec la profondeur. 

 

II-2. Suivi du COD et de l’azote total (NT) des eaux collectées au niveau des horizons 

profonds  

 

L’essentiel des résultats présentés dans ce paragraphe proviennent des échantillons 

collectés au niveau des parcelles cultures/prairies par plaques lysimétriques (PL) et bougies 

poreuses (BP) placées à 105 cm de profondeur. Quelques analyses réalisées sur une période 

beaucoup plus courte sur les eaux collectées à 2 mètres de profondeur au niveau des 

monolithes viennent compléter le suivi sur les parcelles. 

 

D’un point de vu général, nous avons décidé de nous focaliser principalement sur les 

valeurs de COD, l’azote total englobant une large proportion d’azote minéral. De plus, nous 

avons choisi de nous arrêter pour l’essentiel sur les résultats obtenus à partir des échantillons 

collectés par les plaques lysimétriques et ceci pour différentes raisons. Tout d’abord, la 

collecte d’échantillons par les plaques s’opère dans des conditions d’écoulement naturel, 

contrairement aux bougies poreuses qui nécessitent une succion pouvant exacerber 

l’entrainement du carbone organique en solution. Enfin les plaques lysimétriques nous 

apportent un plus grand nombre de données analytiques que les bougies poreuses, dont la 

mise en service est  limitée par leur mode de fonctionnement qui nécessite un taux de 

saturation en eau du sol suffisant.  

 

 Toutefois, nous présentons une comparaison des résultats plaques/bougies pour la 

parcelle T1. Les autres résultats présentés par la suite concernent les parcelles T2, T3 avec 

apport d’azote et T4 sans apport d’azote.  

 

L’ensemble des résultats obtenus sur les échantillons prélevés en 2007 et 2008 ainsi 

que l’évolution de la température du sol à 1m de profondeur à proximité des points de collecte 

est présenté dans les figures 4.2, 4.4, 4.5 et 4.6. Les données de la température à 1m  ont été 

remplacées par le suivi de la pluviométrie cumulée dans la figure 4.3. Ces résultats 

correspondent à la moyenne des données obtenues pour les bougies et les plaques 

échantillonnées sur la même parcelle avec 3 analyses effectuées par échantillon.  
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Figure 4.2 : Dynamique du carbone dans les eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques du traitement T1 (avec azote) 
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Figure 4.3 : Dynamique du carbone dans les eaux collectées au niveau des bougies 

poreuses du traitement T1 (avec azote) (Parcelles 1.5 et 2.1) 
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Figure 4.4 : Dynamique du carbone dans les eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques du traitement T2 (avec azote) 
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Figure 4.5 : Dynamique du carbone dans les eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques du traitement T3 (avec azote) 
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Figure 4.6 : Dynamique du carbone dans les eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques du traitement T4 (sans azote) 

 

II-2-1. Influence des conditions climatiques : température, pluviométrie 

  

L’observation des figures 4.1 à 4.6 permet de mettre en évidence une augmentation de 

la concentration en COD en période estivale puis une diminution en période hivernale. Cette 

évolution est observée au cours des trois années d’expérimentation.  

 

Si on regarde plus en détail, on note pendant la période qui va de janvier 2007 à avril 

2007 une augmentation de la teneur en COD, quelles que soit les parcelles, de 1 à 2.5 mg/L de 

COD entre l’hiver et le milieu du printemps, le COD a pratiquement doublé.  En ce qui 

concerne le point particulier (juin, juillet ou août en fonction des parcelles), après plusieurs 

mois d’absence d’échantillons, on observe une augmentation très importante du COD jusqu’à 

3-4 mg/L de COD. Puis, l’automne 2007 n’ayant pas permis d’échantillonner, les dernières 

valeurs observées en 2007 ont été obtenues au cours du mois de décembre. Elle montre une 

diminution de la concentration en carbone organique dissous et un retour aux valeurs 

initialement observées au début de l’année 2007. 

 

Les mêmes observations ont été mises en avant au cours de l’année 2008 avec une 

augmentation du COD dans les premiers mois puis une diminution en fin d’année 2008 pour 

revenir à nouveau aux concentrations initiales. 
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Les observations faites pendant les années 2007 et 2008 ont donc mis en évidence un 

schéma probable de la dynamique temporelle du COD, avec dans un premier temps en début 

d’année, une augmentation de la concentration en COD puis dans un second temps une 

diminution de cette concentration en fin d’année.  

Les prélèvements réalisés à 2 mètres de profondeurs par le lysimètre situé à la base des 

monolithes, confirment sur une période allant de Novembre 2008 et Mai 2009, l’augmentation 

progressive du COD avec l’élévation de la température du sol (figures 4.7 et 4.8). Les trois 

monolithes ont montré les mêmes tendances.   
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Figure 4.7 : Suivi du COD à 2 m de profondeur en 

fonction du temps des trois monolithes (M1, M2 et M3) 
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Figure 4.8 : Suivi de la température sur le monolithe 1 
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En début de période hivernale, le COD semble constant, proche de 0,5 mg/L en 

moyenne puis augmente légèrement approchant 0,8 mg/L à la fin du mois de Janvier 2009. Au 

mois de Mars, on observe une augmentation significative de la quantité de matière organique 

dissoute. De la même manière que pour les eaux collectées à 105 cm, si l’on regarde le profil 

de température des monolithes (figure 4.8), on remarque que cette augmentation est 

accompagnée d’une élévation de température.  

 

Le réchauffement du sol entraîne vraisemblablement une augmentation de l’activité 

biologique qui pourrait donc induire une élévation de la teneur en COD des eaux profondes. 

Une température plus élevée pourrait également favoriser la mise en solution des matières 

organiques. 

 

L’allure générale de cette évolution du COD en profondeur en fonction du temps, 

quelle que soit la parcelle étudiée, est à rapprocher de celle de la température du sol. Celle-ci 

présente une amplitude de variation significative entre l’été et l’hiver puisqu’elle passe de 8 à 

18 °C. L’impact de la pluviosité est moins démonstratif, toutefois il est à noté une 

augmentation du COD dans les eaux qui s’écoulent au niveau des horizons profonds lors 

d’évènement pluvieux. Ce phénomène faisant suite à des périodes de sécheresse ou faible 

pluviosité prolongées (printemps-été) ou de pluies modérées (période automnale) (figure 4.3). 

L’abondance de pluie devant être suffisante pour assurer un écoulement en profondeur.  

La forte corrélation observée entre température du sol et teneur en COD dans les eaux 

collectées en profondeur est associée : 

 

A une augmentation probable de l’activité microbiologique dans le sol favorisant la 

libération du carbone soluble (exsudats et lyses cellulaires, processus de transformation, de 

dégradation enzymatique). Plusieurs travaux appuient cette hypothèse, on peut citer les 

travaux menés par FREEMAN et al. (2001) qui ont montré que l’étape cinétiquement 

limitante de la décomposition de la matière organique est l’hydrolyse enzymatique des 

composés organiques de hautes masses moléculaires en plus petites molécules utilisables par 

les microorganismes. Cette décomposition est due à des enzymes, (la phénoloxydase par 

exemple), qui sont sensibles aux conditions climatiques. Plus la température est élevée, plus 

l’enzyme est stimulée. Mais également ceux de MATLOU et al. (2006) qui suggèrent que 

l’effet de la température affecte la production de COD indirectement, c'est-à-dire que plus la 
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température est haute, plus la saison de croissance est longue et donc plus il y aura de déchets 

biologiques qui est la première source de COD.  

 

A une augmentation de la solubilité des matières organiques du sol. Quelques travaux  

appuient cette hypothèse. On peut citer, TIPPING et al. (1999), en Angleterre qui avait équipé 

ses trois sites d’étude de lysimètres placés à 28 cm de profondeur. Sur l’un des trois sites, il 

avait étudié l’influence de la température en chauffant un lysimètre. A une profondeur de 0,8 

cm, la température du sol était plus élevée de 2,8 °C que les autres lysimètres du même site. Il 

a remarqué une augmentation de la solubilité donc de la concentration du COD dans les 

premiers temps mais l’augmentation est restée transitoire avec un retour aux valeurs initiales. 

Les travaux de TIPPING et al. (1999) montrent comme dans ce manuscrit, une dynamique 

cyclique du COD avec une augmentation puis une diminution.   Les travaux de EVANS et al. 

(2005) ont montré une augmentation de 0,75°C entre la période 1988-2002. Cette 

augmentation s’est accompagnée d’une augmentation moyenne de COD de 91% relative à la 

période 1988- 1993 dans les onze lacs et onze rivières qui constituent le site d’étude. 

Cependant des travaux sont en opposition avec cette observation par exemple WILSON et 

WILLIAMS (2006) qui ont chauffé le sol grâce à des conduites chauffantes insérées dans le 

sol. Ils n’ont pas relevé d’influence de la température sur la concentration en COD. 

 

II-2-2. Comparaison plaques/bougies 

 

On remarque dans un second temps une évolution des teneurs en COD similaire pour 

les plaques lysimétriques et les bougies poreuses, montrant ainsi que le mode de collecte des 

eaux n’intervient pas dans la dynamique du carbone organique dissous. Les autres traitements 

étudiés confirment cette évolution. Cependant, même si le mode de prélèvement ne semble 

pas influencer la dynamique temporelle du COD, il est quand même bon de noter que les 

concentrations en COD observées sont plus importantes pour les bougies poreuses. Ceci peut 

s’expliquer par le mode de collecte par succion des bougies qui doit entraîner plus de 

composés carbonés que lors d’un drainage naturel avec les plaques lysimétriques.  
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II-2-3. Impact du mode d’occupation : cultures/prairies 

 

L’impact du mode d’occupation des différentes parcelles a aussi pu être étudié. 

L’observation des résultats présentés dans les figures 4.1 à 4.5 permet de mettre en évidence 

que l’alternance culture/prairie ne semble pas avoir d’influence significative sur la dynamique 

temporelle du COD. En effet, la même évolution est observée pour les différents traitements 

avec une augmentation en période estivale puis une diminution en hiver. Cette tendance est 

plus ou moins marquée suivant les traitements, cependant elle ne peut être expliquée par la 

simple alternance culture/prairie mais plus par l’hétérogénéité des sols. 

 

II-2-4. Influence de l’apport d’azote sur les parcelles 

 

La dynamique de l’azote total dans le sol a aussi été étudiée. La figure 4.9 présente les 

résultats obtenus pour deux parcelles : une parcelle avec apport d’azote, l’autre sans apport. 

La première observation est la grande différence de concentration entre les traitements T2 et 

T4, différence logique à cause de l’apport d’engrais azoté.  

De plus, il est à noter que l’azote organique ne représente qu’une faible proportion de 

la matière organique, de l’ordre de 2 à 5 % en moyenne. Compte tenu des teneurs en carbone 

relevées, nous nous attendions à avoir des teneurs en azote organique de l’ordre de 0,1 – 0,2 

mg NOD/L (2 mg/L COD), ce qui n’est pas le cas ni dans la parcelle avec apport d’azote ni 

dans celle sans apport (concentrations supérieures observées). Il est donc difficile de 

distinguer l’évolution de l’azote organique dans l’azote total. 

Enfin, on observe  que l’augmentation en Nt se produit plutôt en hiver, alors que 

l’augmentation de MO est observée en été. L’augmentation observée en hiver pour les 

parcelles non traitées par ajout d’engrais azotés est surement associée à de l’azote minéral 

provenant d’amendement plus ancien (Longue persistance de l’azote inorganique dans les sols 

i.e. nitrates).  

 L’observation de ces résultats n’a pas permis d’aboutir à des conclusions très 

originales. En effet, la dynamique temporelle de l’azote ne semble pas suivre une logique 

particulière en fonction de la température ou de la pluviométrie comme le carbone. De plus 

les résultats obtenus pour les deux parcelles qui ont subi un apport d’engrais azoté sont assez 

différents, phénomène que l’on droit probablement attribuer à l’hétérogénéité des sols.  
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Figure 4.9 : Dynamique de l’azote dans les traitements T2 (avec azote) et T4 (sans azote) 

 

II-3. Bilan sur le flux de COD à 1 m de profondeur 

 

La concentration moyenne du COD des eaux collectées au niveau des plaques 

lysimétriques au cours de l’année 2008 est de 1,5 mgC/L. A partir de cette donnée ainsi que 

du volume total d’eau collectée au niveau des plaques présentées dans le chapitre 2, il est 

possible d’estimer le flux de carbone en COD à 1 mètre de profondeur. Sur chacune des 

plaques, percolent environ 4 litres d’eau ce qui correspond à un apport de carbone de 1,5 x 4 = 

6,0 mgC par plaque. La dimension d’une plaque est de 40 cm x 30 cm soit une superficie de 

1200 cm2. Pour recouvrir un hectare il faudrait 83334 plaques lysimétriques. On peut ainsi 

estimer le flux de COD par hectare. Le flux de COD obtenu est de 6,0 x 83334 = 500000 

mgC/ha soit 0,5 kgC/ha à un mètre de profondeur. Cette valeur n’est qu’une estimation car 

dans un premier temps le volume d’eau collectée au niveau des plaques, varie de manière 

importante d’une parcelle à l’autre. Dans un second temps, les phénomènes à proximité des 

plaques du à l’introduction de ce dispositif dans le sol ne sont pas connus. Enfin 

l’hétérogénéité des sols peut faire varier ce flux COD de manière importante entre les 

parcelles. 

 

On peut également estimer la concentration en carbone introduit dans le sol par l’eau 

de pluie. La pluviométrie totale au cours de l’année 2008 est de l’ordre de 860 mm ce qui 

correspond à 860 L/m2 soit 8600000 L/ha. La concentration moyenne du COD de l’eau de 

pluie qui tombe sur le site de l’ORE est de l’ordre de 1,9 mgC/L au cours de l’année 2008, ce 

[Nt] en mg/L 
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qui correspond à un apport de carbone de 8600000 x 1,9 = 16,4 kgC/ha. L’eau de pluie 

apporte au sol 16,4 kgC/ha. 

 

Si l’on fait le bilan du COD entre l’eau qui rentre dans le sol (eau de pluie - 16,4 

kgC/ha) et l’eau collectée à 1m de profondeur (0,5 kgC/ha), on constate une perte importante 

d’environ 16 kgC/ha. Cette perte de COD pourrait être due à des phénomènes d’adsorption au 

travers des différents horizons traversés par l’eau qui percole dans le sol. 

 

III. Analyse qualitative directe des matières organiques solubles des horizons profonds 

 

Le suivi quantitatif effectué lors de la première année d’étude a conclu à une 

augmentation significative du COD en période chaude au niveau des eaux collectées en 

profondeur. Cette observation nous a incités à compléter les analyses en COD par une 

approche qualitative afin de mieux apprécier cette variation. Cela a ainsi permis de déterminer 

si l’augmentation du COD observée en période estivale s’accompagnait d’un changement de 

la qualité de cette matière organique. Nous avons abordé cette question en utilisant des outils 

d’analyse directe : spectrofluorimétrie, spectrophotométrie UV. Mais aussi chromatographie 

d’exclusion de taille sur certains prélèvements effectués au cours de l’année 2008 au niveau 

des différentes parcelles, ainsi que sur quelques données supplémentaires obtenues par les 

monolithes au cours de l’année 2009. 

 

II-1. Analyses spectrophotométriques UV 

 

L’analyse spectrophotométrique UV-Visible d’échantillons d’eaux naturelles conduit à 

l’obtention de profils montrant une décroissance monotone (absence de bandes spécifiques 

d’absorbance) de l’intensité du signal des hautes longueurs d’onde vers les fortes longueurs 

d’onde. Les eaux collectées en profondeur du sol étudié ne dérogent pas à ce constat (figure 

4.10). L’absence de couleur dans ces eaux limite par ailleurs l’intérêt de ces outils aux 

domaines des faibles longueurs d’onde (domaine UV). 
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Figure 4.10 : Spectre UV-visible des échantillons 

d’horizon profonds 

 

Les travaux conduits dans ce domaine ont montré que l’absorbance UV à 254 nm 

d’une eau naturelle filtrée sur membrane de 0,45 µm rapportée à l’unité de COD, 

correspondant au paramètre SUVA (Absorbance UV spécifique), permet d’apprécier le degré 

d’aromaticité de la matrice organique soluble. En général, les eaux présentant un SUVA > 5 

sont considérées comme des eaux à caractère humique, les eaux de SUVA< 2-2,5 sont dites à 

caractère non humique (EDZWALD, 1993). La figure 4.11 montre l’évolution du SUVA au 

cours de l’année 2008 pour les échantillons T1 et T3 des plaques et des bougies, les autres 

étant présentés. 
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Figure 4.11 : Evolution du paramètre SUVA au cours de l’année 2008 pour quelques 

échantillons collectés au niveau des plaques lysimétriques et des bougies poreuses pour les 

traitements T1 et T3 

 

Les résultats obtenus mettent en évidence une augmentation progressive du SUVA  au 

cours de l’année 2008 quels que soit les traitements mis en place. Les valeurs obtenues 

pendant les premiers mois de l’année sont comprises entre 1 et 1,5 L.mgC-1.m-1, valeurs qui 

soulignent le caractère non humique de la matière organique en solution.  Les eaux collectées 

en période estivale montrent une augmentation significative de ce paramètre i.e. SUVA = 3-4 

L.mgC-1.m-1, ce qui démontre un changement important du caractère de la matrice organique 

avec une augmentation significative de son degré d’aromaticité. L’augmentation de la 

concentration en COD des eaux profondes s’accompagne d’un enrichissement en structures à 

caractère humique. 
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II-2. Analyse fluorimétrique 

 

L’analyse spectrofluorimétrique permet de compléter l’information apportée par la 

spectrophotométrie UV. La représentation graphique des matrices excitation-émission de 

fluorescence (EEM : excitation-emission matrix) sous forme de spectres en trois dimensions 

met en évidence la présence des deux principaux fluorophores (Fluorophores A - Ex = 260 

nm ; Em = 380-460 nm et Fluorophore C - Ex = 320 nm ; Em = 420-480 nm) décrit par 

COBLE, 1996 ; KLINKHAMMER et al. 1997 ; HUGUET et al. 2009 généralement identifiés 

dans les eaux naturelles. Selon CHEN et al. (2003) le chromophore A serait situé dans la zone 

des acides fulviques et le chromophore C dans la zone des acides humiques. D’autre auteurs 

(COBLE, 1996) considèrent des zones différentes en attribuant le chromophore A à la zone 

des acides humiques récents et le C à la zone des acides humiques. Leur intensité respective 

est plus forte dans l’échantillon d’été que dans celui d’hiver (figures 4.12 et 4.13), résultat 

attendu compte tenu de sa plus forte absorbance UV.  

 

  
Figure 4.12 : Spectre 3D de fluorescence 

d’un échantillon d’hiver (11/02/08) de 

plaques lysimétriques du traitement T1 

Figure 4.13 : Spectre 3D de fluorescence 

d’un échantillon d’été (26/06/08) de 

plaques lysimétriques du traitement T1 

 

Le tableau 4.1 présente la localisation et le rapport des intensités des fluorophores A et 

C obtenus sur nos échantillons et par les travaux de COBLE en 1996 sur des eaux de surface. 
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Tableau 4.1 : Localisation et rapport A/C des fluorophores d’échantillons de sol et d’eau 

de surface 

Echantillons 

Localisation du 

fluorophore A 

(Ex/Em nm) 

Localisation du 

fluorophore C 

(Ex/Em nm) 

Rapport A/C 

des intensités 

des 

fluorophores 

 

Echantillon 

(11/02/08) 
215/475 260/470 0,86 

Nos travaux 
Echantillon 

(26/06/08) 
220/475 265/470 0,54 

Echantillon d’eau de 

surface (Gartempe) 
265/455 330/450 1,10 

Echantillon d’eau de 

surface-Mississippi 
262/442 345/439 1,05 

COBLE. 1996 
Echantillon d’eau de 

surface-Columbia 
265/445 337/442 1,12 

Echantillon d’eau de 

surface-Amazone 
270/460 330/452 1,08 

 

 Que se soit dans les échantillons de sols ou les eaux de surface, on obtient des spectres 

similaires avec la présence des deux fluorophores A et C. Cependant, des différences 

apparaissent d ans leur localisation ainsi que dans le ratio de leur intensité (A/C). Tout 

d’abord, on remarque un décalage vers les plus faibles longueurs d’ondes pour les 

fluorophores A et C dans les échantillons d’eau obtenus sur les horizons profonds par rapport 

a ceux d’eau de surface montrant la présence de composés de plus faible masse moléculaire 

dans les horizons profonds. Enfin, le ratio A/C des intensités est plus petit dans les eaux des 

horizons profonds indiquant une proportion plus importante de fluorophore C caractéristique 

selon CHEN et al. 2003 mais aussi COBLE (1996) de la zone des acides humiques. 

 

Si la fluorescence EEM permet une représentation complète des chromophores 

présents, la représentation en deux dimensions offre un outil de comparaison plus facile à 

utiliser. Les données de la bibliographie ont montré que les spectres d’émission (balayage de 

l’émission pour une longueur d’onde d’excitation fixe) constituaient un outil de 

caractérisation intéressant. La figure 4.14 présente les spectres d’émission normalisés en 
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intensité pour une longueur d’onde d’excitation de 275 nm pour les échantillons collectés au 

niveau de la parcelle T5. 
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Figure 4.14 : Spectre d’émission de fluorescence 

normalisé du suivi des échantillons du traitement T5 

collectés par plaques lysimétriques (Excitation = 275 

nm) 

 

Tous les spectres montrent une bande large d’émission, toutefois la position de cette 

bande varie selon l’échantillon analysé. Pour une meilleure comparaison de la position de la 

bande d’émission, nous avons choisi de déterminer à partir de la figure 4.14, la longueur 

d’onde d’émission correspondant à 50 % d’intensité relative (em50 %) à la longueur d’onde 

d’excitation utilisée. Nous avons retenu arbitrairement les valeurs obtenues pour la partie 

décroissante de la bande d’émission. La figure 4.15 donne les em50 % obtenues pour les 

échantillons collectés au niveau des plaques lysimétriques  et des bougies poreuses pendant 

l’année 2008 pour les traitements T1 et T3.  

  

50% 
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Figure 4.15 : Longueurs d’ondes d’émission à mi-hauteur (excitation 275 nm) de quelques 

échantillons collectés au niveau des plaques lysimétriques et des bougies poreuses pour les 

traitements T1 et T3 

 

 Les graphes mettent en évidence un déplacement significatif de em50 % vers les plus 

fortes longueurs d’onde entre Janvier et Juin 2008, les valeurs obtenues pour l’hiver 2009 

(échantillons décembre 08 et janvier 2009) étant comparables à celles de l’hiver 2008.  Le 

déplacement progressif des spectres vers des longueurs d’ondes d’émission plus fortes (i.e. 

red shift) lors du premier semestre de l’année, traduit un changement notable de la nature des 

chromophores et/ou de l’environnement structural dans lequel se situent ces chromophores. 

Les travaux menés par BELIN et al. (1993) et EWALD et al. (1983) montrent que les 

matières organiques naturelles solubles présentent un spectre d’émission de fluorescence qui 

est d’autant plus décalé vers le rouge (fortes longueurs d’onde) qu’elles incorporent des 

structures de hautes masses moléculaires à caractère humiques. BELIN et al. (1993) montrent  
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également pour des fractions de MON isolées d’eaux de surface, que la position du spectre est 

d’autant plus décalée vers les fortes longueurs d’onde que leur SUVA est élevé. Un caractère 

humique plus marqué se traduit par un décalage du spectre vers le rouge (figure 4.16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.16 : Spectres normalisés des fractions 

de MON d’une eau de surface (Ribou) 

 

Les quelques résultats obtenus sur des eaux collectées à différentes profondeurs 

(prélèvements par bougies poreuses au niveau des monolithes) supportent parfaitement ces 

remarques.  La figure 4.17 montre en effet que les spectres d’émission sont d’autant plus 

décalés vers les fortes longueurs d’ondes que l’eau collectée est issue d’horizons peu 

profonds. L’enrichissement plus marqué en substances humiques solubles dans les horizons 

superficiels et intermédiaires a été clairement mis en évidence dans le chapitre 3. 
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Figure 4.17 : spectre d’émission de solutions de 

bougies du monolithes 2 (Excitation 275 nm) 

 

0

0.1
0.2

0.3
0.4

0.5

0.6
0.7

0.8
0.9

1

400 450 500 550 600
Wavelengths (nm)

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

HPO

HPIB

HPIA

TPI

Colloids

In
te

ns
ité

no
rm

al
is

ée

Longueurs d’ondes (nm)

TPH

Colloïdes

0

0.1
0.2

0.3
0.4

0.5

0.6
0.7

0.8
0.9

1

400 450 500 550 600
Wavelengths (nm)

N
or

m
al

iz
ed

 In
te

ns
ity

HPO

HPIB

HPIA

TPI

Colloids

In
te

ns
ité

no
rm

al
is

ée

Longueurs d’ondes (nm)

TPH

Colloïdes



Chapitre 4 : Dynamique de la matière organique soluble dans les horizons profonds 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 126

Les résultats de fluorescence et d’absorbance UV sont cohérents et confirment que la 

fraction soluble des MOS des eaux collectées en profondeur (pour un sol arable) se caractérise 

par un enrichissement en structures à caractère humique avec le réchauffement du sol. 

 

III-3. Chromatographie d’exclusion stérique haute pression 

 

III-3-1. Profils HPSEC-UV-DOC 

 

La chromatographie d’exclusion stérique associée à une détection COD (HPSEC-DOC 

pour « High Pressure Size Exclusion Chromatography- Dissolved Organic carbon ou LC-

OCD pour « Liquid Chromatography- Organic Carbon Detector) est un outil relativement 

récent dont seuls quelques laboratoires dans le monde sont équipés aujourd’hui.  Son intérêt 

pour la caractérisation des eaux de surface et les eaux traitées a été démontré dans la 

bibliographie (HER et al. 2002). Le couplage avec la détection COD est toujours associé à 

une détection UV. 

 

Quelques analyses ont pu être réalisées au laboratoire d’Anjou Recherche-Véolia 

Environnement à Maisons-Laffitte sur les échantillons collectés au niveau des plaques 

lysimétriques et les bougies poreuses à 105 cm. Ce suivi n’a pas pu être effectué 

régulièrement avec la détection COD à cause du manque de disponibilité de la chaîne 

chromatographique et surtout à cause du coût élevé de l’analyse, limitant les résultats obtenus 

à trois échantillons : un échantillon de PL et de BP et un échantillon d’eau de surface « la 

Seine » pour comparaison. Pour une meilleure comparaison, l’eau de plaque a été concentrée 

par évaporation sous vide réduit pour présenter un COD équivalent à celui de l’eau de Seine.  

Les figures 4.18 et 4.19 montrent les trois profils obtenus. 
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Figure 4.18 : Chromatogrammes HPSEC-

UV-COD des eaux provenant des plaques 

lysimétriques et de la Seine (amont de Paris) 

Figure 4.19 : Chromatogramme HPSEC-

COD des eaux provenant des plaques 

lysimétriques et bougies poreuses du site 

ORE de Lusignan  

 

Les concentrations en COD de l’eau collectée au niveau de la bougie, de la seine et de 

la plaque concentrée sont respectivement de 2,2 mgC/L, 2,5 mgC/L et 4,5 mgC/L. 

La figure 4.18 compare les profils HPSEC/COD d’un échantillon d’eau collectée à 

partir de la bougie poreuse (profondeur 105 cm) de la parcelle T5 avec celui de la Seine 

prélevé en amont de Paris.  

Le profil de la Seine est caractéristique du profil observé pour les eaux de surface. Il 

met clairement en évidence les quatre bandes caractéristiques, 1) les biopolymères de hautes 

masses moléculaires, 2) les substances humiques, 3) les structures de types humiques de 

faibles masses moléculaires (« building blocks ») et 4) les structures de plus faibles masses 

moléculaires acides. Les substances humiques constituent les structures prédominantes, 
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caractéristique reconnue pour les eaux de surface (THURMAN, 1985) dont le COD provient 

principalement du lessivage des sols. La superposition des profils COD et UV met clairement 

en évidence la bande des substances humiques.  

Contrairement aux eaux de surface et en accord avec les profils discutés dans le 

chapitre 3, les eaux de plaque ou bougie se caractérisent par une bande des substances 

humiques quasiment absentes, les « building blocks » et les structures de faibles masses 

moléculaires acides constituent l’essentiel du COD. La matrice organique soluble apparaît 

comme plus complexe avec 5) des structures de faibles masses moléculaires à caractère neutre 

voire des structures présentant des interactions avec le gel. Cette 5ème zone est peut être liée à 

la concentration en COD, en effet elle est très peu visible dans l’échantillon de plaque avant 

pré-concentration. La pré-concentration pourrait engendrer une modification des molécules 

présentes en molécules neutres pouvant avoir une interaction avec le gel de la colonne et ainsi 

être exclue plus tardivement. 

Encore une fois, il est aussi important de noter pour toutes ces eaux la présence de 

protéines et polysaccharides de hautes masses moléculaires dont l’origine, pour les eaux de 

surface, est attribuée à une activité microbienne (résidus microbiens).  

Les profils chromatographiques des eaux de plaque et bougie sont relativement 

similaires avec une bande prédominante centrée vers les 50 minutes, correspondant aux  

structures de faibles masses moléculaires (<400-500 g/mol) à caractère acide. Les MO 

solubles des bougies semblent proportionnellement plus riches en structures à caractère 

humique (masses moléculaires intermédiaires), résultats pouvant provenir d’un mode de 

collecte par succion favorisant l’entraînement de structures de MM plus élevées. 

 

III-3-2. HPSEC/UV(254 nm) 

 

L’analyse HPSEC/UV nécessite un appareillage beaucoup plus commun et disponible 

au LCME. Les figures 4.20a et 4.20b montrent les résultats obtenus pour plusieurs 

échantillons d’eau collectés à partir des bougies et plaques installées au niveau des parcelles 

T1 (culture) et T3 (prairie) au cours de l’année 2008.  
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Figure 4.20a : Evolution du profil de chromatographie d’exclusion stérique avec détection 

UV normalisé des échantillons d’eau collectés au cours de l’année 2008 au niveau des 

bougies poreuses pour les traitements T1 et T3 
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Figure 4.20b : Evolution du profil de chromatographie d’exclusion stérique avec détection 

UV normalisé des échantillons d’eau collectés au cours de l’année 2008 au niveau des 

plaques lysimétriques pour les traitements T1 et T3 

 

On constate tout d’abord, une différence entre les profils obtenus sur le traitement T1 

et le traitement T3, avec la présence de structures de plus hautes masses moléculaires dans T1. 

Il semblerait donc qu’il y ait une proportion plus importante de substance humique dans la 

culture par rapport aux prairies. Ces résultats sont confirmés dans une moindre mesure par les 

analyses en COD, UV et fluorescence. Une autre différence intéressante entre les parcelles T1 

et T3 est visible, elle concerne le pic aux environs des 10 minutes qui est beaucoup plus 

important dans le profil T1 que dans les autres traitements. Ce pic autour des 10 minutes est 
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attribué généralement  dans le domaine des eaux aux nitrates. Les traitements T1 et T3 ont 

subi un amendement régulier d’engrais azoté au cours des trois années de cette étude. La 

différence entre les deux profils n’est donc pas du à un apport extérieur différent. La seule 

différence entre le traitement T1 et les autres traitements (ici T3) est le mode de gestion, T1 

est une culture et T3 une prairie. Les nitrates se retrouveraient donc plus facilement dans les 

horizons profonds pour la culture (T1) que pour les prairies (T2, T3, T4 et T5), le 

retournement du sol favoriserait donc la migration de l’azote dans les horizons profonds. 

De plus, on remarque une augmentation des structures de haute masse moléculaire 

dans les échantillons du mois de juin correspondant à l’augmentation des concentrations en 

COD, en SUVA et du décalage en fluorescence vers les plus fortes longueurs d’ondes. Les 

échantillons de la période estivale possédant des concentrations en COD plus élevées seraient 

donc constitués de molécules de plus hautes masses moléculaires. 

 

De nombreuses hypothèses peuvent être mises en avant pour expliquer cette 

augmentation de concentration et cette évolution de distribution de taille. Ces changements 

pourraient être dû soit : 

 

- A une augmentation de la respiration des sols donc de l’activité microbienne du fait 

de la hausse de température en période estivale (VANHALA et al. 2008). 

- A une accumulation de la matière organique due à l’absence de précipitation 

(WILSON et al. 2008) 

- Soit indirectement une augmentation de l’activité enzymatique (phénoloxydase par 

exemple) sensible aux conditions climatiques donc à la température qui entraine la 

décomposition des structures complexes en structures plus simples, utilisables par les 

microorganismes, donc plus solubles (FREEMAN et al. 2001). 

 

Cette dernière hypothèse à l’air moins évidente au vu des résultats en chromatographie 

d’exclusion qui montre une augmentation de la masse moléculaire des composés et non une 

simplification de molécules complexes. Cependant la MO des sols est très complexe, il se 

peut qu’elle se dégrade en fraction soluble de plus haute masse moléculaire par rapport à la 

matière organique soluble déjà présente.  
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IV.  Importance des conditions climatiques : dynamique attendue du COD en période 

estivale  

 

 Les analyses en COD, UV, fluorescence et HPSEC ont montrés des différences entre 

l’hiver et l’été avec une augmentation des substances humiques et des structures de hautes 

masses moléculaires dans les eaux collectées dans les horizons profonds. Le phénomène de 

changement climatique avec le réchauffement des sols peut être à l’origine de ces 

modifications de structure. Pour appuyer ces résultats, des analyses complémentaires ont été 

mises sur le terrain. A l’approche de l’été, le monolithe a été couvert par une bâche 

positionnée au dessus du sol afin de sécher progressivement le sol (éviter l’écoulement des 

pluies dans le sol) tout en permettant une aération naturelle de la surface du sol). L’humidité 

du sol a été suivi continuellement (monolithe équipé de sonde TDR) et à la période choisie, le 

sol a été soumis à un arrosage intense dans le but de simuler une pluie d’orage.  

 

IV-1. Séchage du monolithe 

 

La couverture du monolithe n°3 a duré un peu plus de deux mois et a commencé en 

avril 2009. Les horizons profonds, les plus difficiles à sécher ont commencé à perdre leur 

humidité très lentement. La figure 4.21 représente l’évolution de l’humidité volumique du 

monolithe n°3.  
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Figure 4.21 : Humidité volumique à différentes profondeurs du monolithe n°3 
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Les données relevées montrent une diminution significative de l’humidité en 

particulier dans les horizons supérieurs. Les horizons les plus profonds (< 150 cm) n’ont pas 

montré de modification significative de leur humidité relative. L’assèchement du monolithe 

n°3 a été, comme attendu, nettement plus marqué que celui relevé sur les deux monolithes 1 et 

2. Pour exemple, à la profondeur de 30 cm, l’humidité volumique du monolithe n°3 au 31 Mai 

2009 est de 16% alors que celle du monolithe n°2 est de 22 %. La deuxième étape du cycle est 

l’arrosage abondant du sol qui a été réalisé du 29 Juin au 3 Juillet 2009 avec de l’eau 

osmosée. 

 

IV-2. Arrosage du monolithe n°3 

 

L’eau de pluie est une eau très faiblement minéralisée, c’est pourquoi nous avons 

choisi de simuler  la réhumidification du monolithe n°3 par un arrosage à l’eau osmosée.  

Au 01/07/2009, la phase d’arrosage a été lancée ; elle a duré 5 jours. Les prélèvements 

ont été réalisés aux différentes profondeurs pour permettre un bilan quantitatif et qualitatif sur 

les eaux écoulées (cf protocole n°3, décrit dans le chapitre 2 « matériel et méthodes »). La 

vitesse d’arrosage a été assez lente au départ afin de laisser la terre se réhumidifier et  se 

gonfler petit à petit. Les trois premiers arrosages se font en arrosant uniquement le centre du 

monolithe sans arroser la couronne extérieure du monolithe afin de laisser gonfler la terre et 

ne pas former d’écoulement préférentiel sur les parois du monolithe. Au troisième jour, le 

débit a été doublé : la terre était déjà humectée, il n’y plus de risques de former de chemins 

préférentiels. 

 

Les premières eaux ont été collectées au troisième jour, après le versement de 220 

litres d’eau osmosée. Au quatrième jour,  seulement 2 litres ont été collectés en fond de cuve. 

Un nouvel arrosage du monolithe a été effectué afin d’éviter de mettre en fonctionnement les 

bougies poreuses dans un environnement potentiellement sec. C’est pourquoi 80 litres d’eau 

osmosée supplémentaires ont été versés. En totalité, le monolithe n°3 a reçu 300 litres d’eau 

osmosée. Pendant les deux premiers jours, il est tombé 56 mm d’eau osmosée en 6 heures et 

lors des troisième et cinquième jours, 64 mm en 3h30. Ces valeurs se rapprochent de celles 

enregistrées lors de pluie d’orage en été selon le site de Météo France. Un orage déverse 

fréquemment plus de 50 à 100 litres d'eau par mètre carré, soit 50 à 100 mm, en quelques 

heures.  
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IV-3. Caractérisation des eaux collectées aux différentes profondeurs  

 

Tout d’abord rappelons que chaque monolithe est équipé de deux bougies poreuses par 

profondeur. Ces bougies sont situées à 20 cm, 50 cm, 100 cm et 150 cm. Les bougies poreuses 

ont été mises sous vide le 03/07/2009 (le cinquième jour du processus de réhumidification). 

La collecte des échantillons s’est faite 48h plus tard, le 06/07/2009. Le tableau 4.2 présente 

les volumes d’eau récupérés.  

 

Tableau 4.2 : Volumes d’eau collectés par les bougies après réhumidification aux 

différentes profondeurs  

Bougie (profondeur) Volume collecté (ml) 

B1 (20 cm) 280 

B2 (20 cm) 600 

B3 (50 cm) 480 

B4 (50 cm) 600 

B5 (100 cm) 20 

B6 (100 cm) 180 

B7 (150 cm) 50 

B8 (150 cm) 100 

 

 Immédiatement après leur collecte, les échantillons prélevés ont été placés en chambre 

froide (4°C) sans pré-conditionnement.  

 

Une centaine de ml des prélèvements issus des bougies B1, B3, B6, B7 (48 heures) 

ainsi que l’eau prélevée à 2 mètres le 01/07/2009 à 14h (premier jus) ont été filtrés sur une 

membrane de porosité de 0,45 µm et envoyés au laboratoire DOC-Labor (Allemagne) afin de 

réaliser des analyses en chromatographie d’exclusion stérique détection COD et UV. Deux 

analyses ont été effectuées sur ces échantillons, sur deux colonnes chromatographiques 

identiques sur un intervalle de deux jours (Envoi 1-1 et Envoi 1-2). 

 

Un second envoi (Envoi 2) a suivi dix jours plus tard avec des échantillons des bougies 

B2, B3, B6, B8 et du premier jus. Rappelons que ces échantillons ont été conservés non filtrés 

à 4°C, et ont été filtrés à 0,45 µm avant envoi. 
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Les figures 4.22 et 4.23 donnent les chromatogrammes LC-UV-OCD des séries 

d’analyses Envoi 1-1 et Envoi 2 effectuées par le laboratoire DOC-Labor avec son mode 

d’intégration. A noter que l’atténuation du signal a été réajustée pour chaque 

chromatogramme afin de permettre une meilleure comparaison visuelle de la distribution des 

grandes classes de  matières organiques dissoutes. Les chromatogrammes obtenus pour les 

différentes profondeurs présentent des profils extrêmement différents. Des différences 

importantes sont aussi relevées entre l’envoi 1 et l’envoi 2. Les profils se sont avérés tout à 

fait similaires pour les séries Envoi 1-1 et Envoi 1-2. 
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Figure 4.22 : Chromatogrammes LC-UV-OCD de la troisième série d’analyses 

(envoi 1) effectuée par DOC-LABOR (*LMW : Low Molecular Weight (Molécules de 

petites tailles moléculaires) 
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Figure 4.23 : Chromatogrammes LC-UV-OCD de la troisième série d’analyses (envoi 2) 

effectuée par DOC-LABOR (*LMW : Low Molecular Weight (Molécules de petites 

tailles moléculaires) 

 

L’ensemble des résultats pour les trois campagnes d’analyse sont répertoriés dans le 

tableau 4.3. Ce tableau regroupe les teneurs en COD des échantillons (analyse obtenue sur 

une fraction de l’échantillon by-passée en entrée de la colonne chromatographique) ainsi que 

les pourcentages relatifs en COD des différentes fractions chromatographiées. Le SUVA des 

échantillons a également été calculé. 
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Tableau 4.3 : Concentration en COD, HOC (hydrophobic organic carbone), répartition du COD 

et SUVA des eaux des différents horizons après réhumidification du monolithe n°3 (Envoi 1 ; 1 = 

Envoi 1 ; Essai 1) 
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Rappelons que tous les échantillons ont été stockés en chambre froide, non filtrés. Ce 

n’est qu’au moment de chaque envoi que la filtration a eu lieu.  Les microorganismes présents 

ont pu, même à 4°C, rester actifs pendant la période de stockage (10 jours pour le deuxième 

envoi). 

 Dans un premier temps, on remarque que les deux séries d’analyses du premier envoi, 

réalisées à deux jours d’intervalle possèdent des profils chromatographiques peu communs. 

Le COD reste du même ordre de grandeur ou diminue  légèrement mais on constate surtout 

une diminution de la concentration avec la profondeur. Ces échantillons présentent également 

une proportion en structures de petites masses molaires hydrophiles importantes, surtout des 

structures neutres notamment dans l’horizon de surface (20 cm). Les résultats montrent aussi 

une présence importante de biopolymères dans l’horizon à 2 mètres pour les deux séries 

d’analyses du premier envoi, résultats surprenants et difficiles à expliquer. Enfin, les 

substances humiques semblent être plus importantes dans l’horizon profond pour les deux 

séries d’analyses du premier envoi qui sont aussi caractérisées par un SUVA plus élevé que 

dans l’horizon de surface. Le lessivage du sol après une période de sécheresse semble être à 

l’origine de ces propriétés.  

Dans un second temps, les analyses du second envoi (dix jours plus tard) montrent que 

la quantité de matière organique diminue considérablement (plus de 75% d’abattement) pour 

les eaux prélevées par bougie poreuse. En effet, au bout de dix jours de stockage, le pic des 

composés neutres a totalement disparu (21 mg/L de COD éliminés 18 mg/L de LMW 

neutres). Or, on sait que le lessivage des sols dans de telles conditions climatiques apporte 

dans les cours d’eau des composés hydrophiles très biodégradables qui sont rapidement 

assimilés par les microorganismes aquatiques (en quelques heures seulement). Même à faible 

température (stockage à 4°C), on peut penser que dix jours peuvent suffire pour consommer 

ces fractions de matières organiques biodégradables. Au bout de dix jours de stockage, les 

substances humiques deviennent prédominantes dans l’échantillon. 

Puis, il est à noter que le profil de l’horizon de surface est comparable à celui obtenu 

pour des eaux de surface à l’exception du premier envoi qui contient des proportions plus 

importantes de structures neutres qui doivent provenir des végétaux en décomposition sous 

l’effet de la sécheresse. 

Enfin, on note que la concentration des eaux des plaques à deux mètres reste quant à 

elle constante, égale à 3,6-4 mg/L. Cette absence d’abattement peut être expliquée de deux 

façons : la première  vient du fait que l’activité microbienne à deux mètres est nettement 

moins importante qu’aux horizons supérieurs, ce qui limiterait la production du COD ; la 
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deuxième pourrait s’expliquer par l’utilisation de la fraction biodégradable dans les horizons 

supérieurs. 

 

IV-4. Evolution de la qualité des eaux collectées à 2 Mètres de profondeur en fonction du 

temps  

 

L’eau a commencé à couler à 2 Mètres de profondeur (drainage naturel grâce à une 

tranchée présentant une pente de 2 %) après avoir versé 220 Litres d’eau osmosée sur le 

monolithe n°3. Le tableau 4.4 donne les volumes d’eau collectés, la concentration en COD et 

le SUVA en fonction du temps. Il est complété par les données obtenues sur les prélèvements 

à deux mètres pendant la période allant du 13/11/08 au 14/04/09 (données discutées dans la 

partie). 

 

Tableau 4.4 : COD et SUVA des eaux collectées à 2 Mètres pendant la phase de 

réhumidification sur le monolithes n°3 

Dates et heures Volume collecté (L) COD (mg/L) 
SUVA 

(m-1.mg-1.L) 

13/11/08–14/04/09  0,5 à 1,9  

 

Troisième jour de réhumidification (220 litres) 

 

01/07/09 14 h 3,25 7,65 1,75 

01/07/09 17 h 2,00 4,71 2,95 

02/07/09 9 h 2,00 4,14  

 

Ajout d’eau osmosée supplémentaire (80 litres) 

 

03/07/09 12 h 17,00 3,82 2,59 

03/07/09 13 h 30 15,00 3,74 2,86 

06/06/09 9 h 14,00 2,16 2,87 

 

On remarque que la première collecte d’eau (01/07/09) présente un COD bien plus 

important que les collectes effectuées tout au long de l’année (13/11/08–14/04/09). Après ce 
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pic, l’évolution de la concentration en COD semble ensuite décroitre jusqu’à atteindre des 

valeurs plus proche des valeurs usuelles. L’absorbance UV à 254 nm (non présentée) semble 

suivre la même évolution alors que le SUVA semble lui assez stable, à part pour le premier 

point collecté.  

 

Les chromatogrammes SEC/UV de ces échantillons sont présentés figure 4.24. 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4.24 : Chromatogramme HPSEC-UV des eaux collectées 

à 2 mètres du  monolithe n°3, à différentes dates. 

  

Les spectres des premières collectes (figure 20) font apparaître des proportions 

significatives de structures de hautes masses moléculaires (tR < 9 min) à caractères humiques  

qui sont des composants majeurs de la matière organique soluble des horizons de surface. 

Elles sont en général peu abondantes à cette profondeur (2 Mètres), comme le montre le profil 

du 14 Avril 09. Cette fraction de matière organique soluble disparait peu à peu au fil des 

prélèvements. Cette observation est en accord avec les valeurs de COD et d’UV à 254 nm, 

plus élevées pour les premiers points de la collecte. Le spectre du 06 Juillet à 9h, ainsi que ses 

valeurs en COD et UV à 254 nm sont plus proches des spectres habituellement observés à 

cette profondeur (comme celui du 14 Avril 09 par exemple). La proportion relative  de petites 

molécules  devient plus importante. 
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 Cependant il est à noter qu’il est possible qu’une réhumidification brutale puisse 

entrainer rapidement des matières organiques solubles de surface vers les horizons profonds 

par des chemins préférentiels, malgré les précautions prises expliquant ainsi les profils de 

SEC/UV et les valeurs de COD et d’UV à 254 nm observés. 

 

V. Conclusion 

 

Le suivi des eaux collectées au niveau des PL et des BP met en évidence une évolution 

significative des teneurs en COD au cours du temps dans tous les traitements. Des variations 

cycliques des concentrations en COD ont été observées, avec une augmentation pendant 

l’hiver jusqu’au milieu du printemps suivie d’une diminution en fin d’année. En été après 

plusieurs mois d’une pluviosité insuffisante pour permettre un échantillonnage en profondeur 

on observe une augmentation très significative du COD jusqu’à 4-5 mg.L-1. Cette valeur plus 

forte en COD s’associe à une augmentation de la proportion relative en structures de hautes 

masses moléculaires i.e. substances humiques. L’étude de l’impact des cycles de sécheresse-

réhumidification à partir des monolithes peut expliquer en partie cette augmentation. En effet, 

la réhumidification brutale qui pourrait correspondre aux premières pluies après un été sec 

s’accompagne de changements qualitatifs et quantitatifs importants sur la matière organique 

soluble des sols. Les premières eaux collectées montrent une augmentation significative des 

concentrations en COD, observé au niveau de tous les horizons. Cette matière organique est 

composée majoritairement de molécules hydrophiles de petite taille, qui semble être très 

biodégradable (disparition du pic en chromatographie d’exclusion de taille au bout de 10 

jours). De nombreux travaux restent encore à réaliser pour pouvoir comprendre ce 

phénomène. Dans cette étude, seule une séquence d’assèchement-réhumidification a pu être 

réalisée. 

Cette augmentation de la concentration en COD en été s’accompagne également d’une 

augmentation du SUVA, donc du caractère aromatique de la MO et d’un décalage de la 

position des chromophores en fluorescence vers les plus fortes longueurs d’onde traduisant 

une augmentation des structures de hautes masses moléculaires. 

Le suivi de la dynamique de l’azote n’a pas permis d’aboutir à des conclusions très 

originales. En effet, la dynamique temporelle de l’azote ne semble pas suivre une logique 

particulière en fonction de la température ou de la pluviométrie comme le carbone. De plus 

les résultats obtenus pour les deux parcelles qui ont subi un apport d’engrais azoté sont assez 

différents, phénomène que l’on droit probablement attribuer à l’hétérogénéité des sols.  
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Plusieurs hypothèses peuvent être mises en avant pour expliquer cette augmentation de 

la concentration en COD et cette évolution de distribution de taille. Ces changements 

pourraient être dû soit à une augmentation de la respiration des sols donc de l’activité 

microbienne (VANHALA et al. 2008), soit à l’accumulation de la matière organique due à 

l’absence de précipitation (WILSON et al. 2008), soit indirectement à une augmentation de 

l’activité enzymatique (FREEMAN et al. 2001). 
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CHAPITRE 5 : EXTRACTION ET CARACTERISATION DES MATIERES 

ORGANIQUES SOLUBLES DES SOLS : HORIZONS PROFOND ET HORIZON DE 

SURFACE 

 

I. Introduction 

 

 Ce chapitre est consacré à la caractérisation indirecte de la fraction soluble des MOS 

des horizons profonds (105 cm), la dénomination indirecte faisant référence à la nécessité 

d’isoler les matières organiques solubles de la matrice minérale pour pouvoir mettre en œuvre 

des outils analytiques de caractérisation moléculaires pour lesquels les sels minéraux 

interfèrent de manière significative. L’obtention de quantité de matières nécessaire à 

l’utilisation de tels outils implique de travailler avec des volumes d’eau importants. Cette 

contrainte constitue un handicap notable qui justifie le fait, qu’à notre connaissance, il 

n’existe pas de tels travaux dans la littérature portant notamment sur la caractérisation de la 

fraction soluble des MOS d’horizon profond isolée à partir de prélèvements in situ. 

 

Deux campagnes d’extraction ont été réalisées sur des eaux collectées par bougies 

poreuses ou plaques lysimétriques en 2007 et en 2008 sur les différentes parcelles. Pour 

rappel, les dix parcelles étudiées sont séparées en cinq traitements de T1 à T5 avec différents 

modes d’occupation culture/prairie sur des durées différentes. Le tableau 5.1 présente pour 

rappel ces différents traitements et le mode d’occupation des parcelles sur les vingt prochaines 

années. L’année 1 correspondant à l’année 2005. Les différences existantes entre l’année 

2007 et 2008 reposent sur les parcelles T1 et T2. En effet, pendant les trois premières années 

(2005-2007), elles ont été mises sous culture puis les parcelles du traitement T2 ont été 

transformées en prairies. En ce qui concerne les traitements T3 et T5, ils sont identiques tout 

au long de ces travaux. Enfin, le traitement T4 se différencie des traitements T3 et T5 par un 

appauvrissement en azote. 

 

On précisera que ce protocole d’extraction sur résines permet d’isoler et de séparer les 

matières organiques dissoutes en trois fractions HPO, TPH,  HPI, fractionnement basé sur des 

critères de solubilité (taille moléculaire, hydrophobicité).  
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Tableau  5.1 : Mode d’occupation des parcelles du site de l’ORE (rga : ray-grass) 

Séquence cultures:  maïs – blé – orgec1 c2 c3

Dispositif  petites parcelles

1 2 3 … Séquence prairies:  fétuque élevée + dactyle + rga + (trèfle blanc)

1,   2,   3,  4,   5,  6 …                                      20...

T1 culture c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1
T2 P 3ans N+ fauche c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1
T3 P 6ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T4 P 6ans N- fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T5 P 20ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

années

Séquence cultures:  maïs – blé – orgec1 c2 c3

Dispositif  petites parcelles

1 2 3 … Séquence prairies:  fétuque élevée + dactyle + rga + (trèfle blanc)

1,   2,   3,  4,   5,  6 …                                      20...

T1 culture c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1 c2 c3 c1
T2 P 3ans N+ fauche c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1 c2 c3 1 2 3 c1
T3 P 6ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T4 P 6ans N- fauche 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1 2 3 4 5 6 c1 c2 c3 1
T5 P 20ans N+ fauche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

années

 
 

Pour compléter nos travaux nous avons également choisi de travailler sur des fractions 

équivalentes isolées à partir d’une solution de sol (lixiviation en colonne) préparée à partir 

d’un échantillon d’horizon 0-30 cm.  

 

Nos travaux peuvent donc être considérés comme novateurs. Dans ce contexte, nous 

avons choisi de comparer les données issues des mêmes techniques analytiques sur des 

fractions isolées préalablement au laboratoire à partir de diverses eaux de surface en utilisant 

la même procédure d’extraction par résines XAD-8 et XAD-4.  

Les fractions ainsi obtenues ont fait l’objet de nombreuses analyses structurales 

associant des analyses spectrométriques (RMN 13C, IR, fluorescence,…), chromatographiques 

(Pyrolyse CG/SM, MSSV/GC/MS, monomères de sucres) et isotopiques (13C, 14C). La 

collaboration avec plusieurs laboratoires extérieurs à l’Université de Poitiers dont un 

laboratoire étranger (University of Curtin – Perth Australie) a permis la mise en œuvre d’une 

très grande variété de techniques analytiques. La complémentarité de ces outils a permis 

d’apporter des informations essentielles à l’identification structurale des MOS solubles 

d’horizon profond. 

Ce chapitre sera structuré en deux parties, dans un premier temps nous présenterons 

les résultats obtenus pour les différentes techniques analytiques puis dans un second temps ces 

résultats seront discutés par rapport à la littérature. Nous avons choisi de présenter ce chapitre 

en deux parties afin de s’appuyer sur des travaux antérieurs au laboratoire. Ces travaux  

avaient eu pour objectifs de travailler essentiellement sur les MOD d’eaux de 

surface d’origines  différentes.  
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II. Résultats 

 

II-1. Extraction des matières organiques solubles des sols sur résines XAD 

 

Dans un premier temps, l’un des prélèvements par bougie poreuse (i.e. horizon 

profond) à fait l’objet de la phase préliminaire de la procédure d’extraction qui consiste, après 

concentration par évaporation rotative, à développer une étape de dialyse avec une membrane 

de 3500 daltons dans le but d’isoler une fraction dite « Colloïdes ». Cette première 

manipulation n’a pas montré une présence significative de MO de hautes masses moléculaires 

dans les eaux collectées contrairement à ce qui est généralement observé dans les eaux de 

surface après filtration sur une membrane de porosité 1 µm. Ce résultat montre que le sol joue 

un rôle de barrière filtrante pour les structures colloïdales, résultat en accord avec les 

observations réalisées sur les eaux souterraines généralement exempte de turbidité notable. 

Toutefois les résultats obtenus par analyse directe LC-OCD (cf chapitre 4) sur des 

prélèvements ponctuels équivalents ont montré la présence de structures colloïdales. Ce 

résultat contradictoire peut trouver deux explications. Soit les colloïdes sont présents de 

manière sporadique, soit les colloïdes observés sont principalement d’origine inorganique. 

Quoi qu’il en soit, il a été décidé au regard de ces premiers résultats, de simplifier le protocole 

d’extraction en supprimant cette première étape de concentration-dialyse proposé par 

LEENHEER et al., (2000). 

Les tableaux 5.2a ; 5.2b et 5.2c présentent les caractéristiques des échantillons (volume, 

COD, SUVA) à partir desquels les campagnes d’extraction ont été réalisées.   

 

Tableau 5.2a : Caractéristiques des eaux soumises à la procédure d’extraction sur 

résines XAD-8 et XAD-4  en 2007 et 2008  
T1 

Plaque 

2007 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA     (m-

1.L/mgC) 

T4 Plaque 

2007 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mgC) mg/L 
Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 40 1,20 - 1,3 Eau brute 20 1,83 - 1,5 

Eau 

concentrée 
7 6,80 99 1,5 

Eau 

concentrée 
8 4,28 94 1,6 

Perméat 

XAD-8 
7 3,75 55 - 

Perméat 

XAD-8 
8 2,35 55 - 

Perméat 

XAD-4 
7 2,52 38 - 

Perméat 

XAD-4 
8 1,56 36 - 
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Tableau 5.2b : Caractéristiques des eaux soumises à la procédure d’extraction sur 

résines XAD-8 et XAD-4  en 2007 et 2008  
T mélange 

Plaques 

(T3+T5) 

2007 

Volume 

(L) 

COD 

SUVA       

(m-1.L/mg C) 

T1 Plaque 

2008 

Volume 

(L) 

COD 

SUVA       

(m-1.L/mg C) mg/L 
Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 105 2,14 - 1,2 Eau brute 80 1,35 - 1,2 

Eau 

concentrée 
10 21,92 98 1,3 

Eau 

concentrée 
10 9,85 91 1,6 

Perméat 

XAD-8 
10 12,23 56 - 

Perméat 

XAD-8 
10 5,31 54 - 

Perméat 

XAD-4 
10 8,04 36 - 

Perméat 

XAD-4 
10 3,53 36 - 

T2 Plaque 

2008 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) 

T3 Plaque 

2008 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) mg/L 
Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 55 1,26 - 1,4 Eau brute 50 1,42 - 1,3 

Eau 

concentrée 
10 6,63 96 1,4 

Eau 

concentrée 
9 7,74 98 1,5 

Perméat 

XAD-8 
10 3,62 53 - 

Perméat 

XAD-8 
9 4,29 55 - 

Perméat 

XAD-4 
10 2,31 35 - 

Perméat 

XAD-4 
9 2,90 37 - 

T4 Plaque 

2008 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) 

T5 Plaque 

2008 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) mg/L 
Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 50 1,31 - 1,3 Eau brute 65 1,36 - 1,4 

Eau 

concentrée 
10 6,36 97 1,4 

Eau 

concentrée 
10 8,54 97 1,5 

Perméat 

XAD-8 
10 3,41 54 - 

Perméat 

XAD-8 
10 4,67 55 - 

Perméat 

XAD-4 
10 2,35 37 - 

Perméat 

XAD-4 
10 3,09 36 - 
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Tableau 5.2c) : Caractéristiques des eaux soumises à la procédure d’extraction sur résines 

XAD-8 et XAD-4  en 2007 et 2008  

T1 Bougie 

2007 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) 

T2 Bougie 

2007 

Volume 

(L) 

COD 
SUVA       

(m-1.L/mg C) mg/L 
Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 17 1,22 - 1,3 Eau brute 30 1,13 - 1,4 

Eau 

concentrée 
7 2,83 96 1,5 

Eau 

concentrée 
5 6,64 98 1,5 

Perméat 

XAD-8 
7 1,70 60 - 

Perméat 

XAD-8 
5 3,98 60 - 

Perméat 

XAD-4 
7 1,10 38 - 

Perméat 

XAD-4 
5 2,18 33 - 

T3 Bougie 

2007 

Volume 

(L) 

COD SUVA       

(m-1.L/mg 

C) 

T4 Bougie 

2007 

Volume 

(L) 

COD SUVA       

(m-1.L/mg 

C) 
mg/L 

Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 14 1,44 - 1,2 Eau brute 14 1,11 - 1,3 

Eau 

concentrée 
4 4,99 99 1,3 

Eau 

concentrée 
4 3,53 91 1,4 

Perméat 

XAD-8 
4 2,87 57 - 

Perméat 

XAD-8 
4 1,96 56 - 

Perméat 

XAD-4 
4 1,71 34 - 

Perméat 

XAD-4 
4 1,14 35 - 

T5 Bougie 

2007 

Volume 

(L) 

COD SUVA       

(m-1.L/mg 

C) 

Solution de 

sol 0-30 cm 

Volume 

(L) 

COD SUVA       

(m-1.L/mg 

C) 
mg/L 

Rdt 

(%) 
mg/L 

Rdt 

(%) 

Eau brute 28 1,62 - 1,2 Eau brute 60 1,85 - 2,8 

Eau 

concentrée 
5 8,89 98 1,4 

Eau 

concentrée 
10 10,20 92 3,0 

Perméat 

XAD-8 
5 5,12 58 - 

Perméat 

XAD-8 
10 4,12 40 - 

Perméat 

XAD-4 
5 3,15 36 - 

Perméat 

XAD-4 
10 1,85 18 - 

 

La phase de pré-concentration par évaporation rotative réalisée pour manipuler des 

volumes plus faibles et plus concentrés en COD peut-être considérée comme quantitative. Les 

pertes restent dans le domaine de l’erreur analytique du COT-mètre (quelques pourcents) avec 

quelques exceptions où le taux de recouvrement est de 91 %. Logiquement les SUVA restent 

inchangés, on note toutefois une très légère, mais systématique, augmentation de 0,1 à 0,2 
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unité ; à l’exception de T1 Plaque 2008 dont l’augmentation atteint 0,4 unité s’associant à une 

perte de COD de 9 %. Ces résultats suggèrent une perte de composés non humiques i.e. 

composés de faibles masses moléculaires à caractère volatil ou semi volatil.  

Pour les échantillons des horizons profonds, les fractions non adsorbées (perméats) 

s’élèvent à environ 55 % et 35 % du concentrât sur les résines XAD-8 et XAD-4 

respectivement. Pour la solution de sol, horizon 0-30 cm, les rendements d’adsorption sont 

plus forts, et également de plus fortes teneurs en COD des perméats XAD-8 et XAD-4, 

respectivement 40 et 18 %. Ces résultats sont en accord avec un SUVA significativement plus 

élevé. 

 

Le fractionnement sur résines XAD permet de déterminer la distribution du COD des 

différentes eaux collectées, distribution qui correspond aux rendements d’adsorption sur les 

deux résines en série, fraction HPO pour la résine XAD-8, TPH pour la résine XAD-4 et HPI 

pour la fraction non adsorbée sur ces deux résines (tableau 5.3).  

 

Tableau 5.3 : Distribution du COD des eaux adsorbées sur résines XAD-8 et XAD-4 

pour les traitements T1 à T5 des plaques et bougies et de l’horizon de surface 0-30 cm 

 Traitements 

Année 2007 Année 2008 

HPO 

(%) 

TPH 

(%) 

HPI 

(%) 

HPO 

(%) 

TPH 

(%) 

HPI 

(%) 

Plaques 

T1 45 17 38 46 18 36 

T2 45 19 36 47 18 35 

T3 47 20 33 45 18 37 

T4 45 19 36 46 17 37 

T5 44 21 35 45 19 36 

Bougies 

T1 40 22 38 - - - 

T2 40 27 33 - - - 

T3 43 23 34 - - - 

T4 44 21 35 - - - 

T5 42 22 36 - - - 

Horizon 0-30 cm 60 22 18    
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Les distributions du COD établies pour les eaux des plaques lysimétriques et pour les 

bougies poreuses varient de 40% à 47% pour la fraction HPO, de 17% à 27% pour la fraction 

TPH et de 33% à 38% pour la fraction HPI. Ces résultats montrent que les eaux des plaques et 

des bougies présentent une fraction non humique (TPH + HPI) légèrement dominante. On 

relèvera également que les bougies possèdent des proportions plus importantes en TPH et 

moins importantes en HPO par rapport aux plaques.  D’un point de vue général, il n’existe pas 

de différences significatives/flagrantes dans la distribution du COD des parcelles T1 à T5. 

  

Les résultats obtenus sur le fractionnement de la solution de sol de l’horizon de surface 

0-30 cm montrent des différences par rapport à ceux des plaques et des bougies. Cette 

distribution montre que l’horizon de surface possède une fraction HPO (hydrophobe, 60%) 

beaucoup plus importante (caractère humique plus marqué) que l’horizon profond. Les 

substances non-humiques contrairement à l’horizon profond sont minoritaires (< 50%). 

 

Les premières observations permettent de montrer une différence de distribution 

importante entre la surface et la profondeur. L’horizon de surface étant constitué 

majoritairement de composés humiques hydrophobes (60%) alors que l’horizon profond 

possède une majorité de substances non humiques (TPH+ HPI). 

 

A partir des rendements d’élution et d’extraction de chacune des résines, il a été 

possible de déterminer le rendement global d’extraction du COD par cette procédure. Le 

tableau 5.4 présente l’efficacité de la procédure d’extraction des fractions hydrophobes et 

transphiliques retenues respectivement sur les résines XAD-8 et XAD-4. Dans ce tableau a été 

calculé le rendement d'élution qui correspond à la quantité de COD éluée (calculée à partir de 

la masse d'extrait lyophilisé et de sa teneur en carbone déterminée par COT-mètre après 

remise en solution d’une quantité connue) sur la quantité de COD adsorbé multiplié par 100. 

Le rendement d'extraction est égal au rendement d'adsorption multiplié par le rendement 

d'élution. Enfin, le rendement global d'extraction correspond à la somme des rendements 

d'extraction obtenus pour les résines XAD-8 et XAD-4. 
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Tableau 5.4 : Efficacité de la procédure d’extraction sur résines XAD-8 et XAD-4  

Echantillons 

Résine XAD-8 Résine XAD-4  

Rendement 

d’élution 

du COD 

(%) 

Rendement 

d’extraction 

du COD 

(%) 

Rendement 

d’élution 

du COD 

(%) 

Rendement 

d’extraction 

du COD 

(%) 

Rendement global 

de l’extraction du 

COD (%) 

T1 Plaques 

2008 
65 29 63 11 40 

T2 Plaques 

2008 
70 33 65 12 45 

T3 Plaques 

2008 
65 29 65 12 41 

T4 Plaques 

2008 
73 34 66 12 46 

Horizon 

 0-30 cm 
90 54 86 19 73 

 

Les rendements d’extraction sur résines XAD-8 et XAD-4 (ne prennent pas en compte 

la fraction HPI) du tableau 5.4 varient entre 40 et 46 % dans l’horizon profond alors qu’il est 

supérieur à 70 % pour l’horizon de surface. Ces valeurs sont pour l’horizon profond 

inférieures à celles classiquement retrouvées dans la littérature (AIKEN et al., 1992 et 

MARTIN, 1995) variant généralement de 60 à 90 %. L’extraction sur résines XAD serait 

donc moins performante pour l’extraction du COD de l’horizon profond des sols. Par 

conséquent, les structures organiques seraient moins solubles dans l’acétonitrile (élution 

acétonitrile/eau 75%/25%), moins polaires, moins chargées que les structures isolées d’eau de 

surface, différence à retenir au niveau de la discussion  

 

Enfin, le tableau 5.5 récapitule les différents extraits obtenus par l’extraction sur 

résines XAD au cours des deux campagnes de 2007 et 2008. Les extraits HPI de chacune des 

parcelles n’ont pas permis d’obtenir assez de matière pour permettre d’appliquer les 

différentes techniques d’analyses. C’est pourquoi les deux campagnes ont été regroupées par 

année sans distinction de parcelles. En plus des échantillons des horizons profonds, des 

échantillons isolés de l’horizon de surface ont été étudiés. 
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Tableau 5.5 : Echantillons d’horizon profond étudiés dans ce manuscrit (plaques et 

bougies) 
  Année 2007 Année 2008 

  Fractions 

 Parcelles HPO TPH HPI HPO TPH HPI 

Plaques 

T1 x x 

x 

x x 

x 

T2 x x x x 

T3 x x x x 

T4 x x x x 

T5 x x x x 

Bougies 

T1 x x 

- 

- - 

- 

T2 x x - - 

T3 x x - - 

T4 x x - - 

T5 x x - - 

 

II-2. Rapport carbone/azote et SUVA des MOD des sols 

 

Les teneurs en carbone et en azote des différents extraits ont été déterminées après 

remise en solution dans l’eau ultrapure avec l’analyseur SHIMADZU équipé de la double 

détection COT et Nt. Les rapports C/N ont ainsi été calculés, rapports sensés refléter 

uniquement la composition de la matrice organique, les extraits étant supposés exempts 

d’azote inorganique (non adsorbé sur résines XAD et éliminé lors des phases de purification 

pour les HPI). 

 

Les tableaux 5.6 et 5.7 montrent respectivement les rapports C/N et le SUVA obtenus 

pour les différents extraits. 
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Tableau 5.6 : Rapport C/N des différents extraits de MOD des horizons profond et de 

surface 

Parcelles 

Année 2007 Année 2008 

Plaques Plaques 

HPO TPH HPI HPO TPH HPI 

T1 13,8 5,3 

3,9 

13,2 4,9 

4,4 

T2 13,3 5,0 13,3 4,8 

T3 13,9 4,6 13,6 5,0 

T4 14,5 4,3 14,0 4,7 

T5 13,4 4,4 13,4 4,8 

 Bougies    

 HPO TPH HPI    

T1 13,9 4,9 

- 

  

 

T2 13,6 4,7   

T3 13,3 4,3   

T4 13,8 4,5   

T5 14,0 5,0   

Horizon de 

surface 
HPO TPH HPI    

0-30 cm 15,1 11,2 - 

 

Les ratios C/N obtenus pour les fractions HPO des horizons profonds varient entre13,2 

et 14,5 et sont légèrement inférieurs à celui obtenu pour l’horizon de surface (C/N = 15). Pour 

la fraction TPH, les ratios C/N sont beaucoup plus faibles variant entre 4 et 5. Ces valeurs 

sont presque trois fois moins importantes que celles observées dans la fraction TPH de 

l’horizon de surface (C/N = 11). Ceci montre la présence beaucoup plus importante d’azote 

donc de composés azotés dans la fraction TPH dans la fraction soluble des matières 

organiques de l’horizon profond par rapport à celles de l’horizon de surface. Les deux 

fractions HPI présentent des rapports C/N légèrement inférieurs à ceux des fractions TPH 

correspondantes, 3,9 et 4,4. On relève ainsi une augmentation de la teneur en structures 

azotées avec le caractère hydrophile de la matrice organique i.e. HPI>TPH>HPO.  
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Tableau 5.7 : SUVA des différents extraits de MOD des horizons profonds et de surface 

 Parcelles Année 2007 Année 2008 

Plaques HPO TPH HPI HPO TPH HPI 

T1 1,3 1,3 

0,8 

1,2 1,2 

0,7 

T2 1,4 1,3 1,4 1,1 

T3 1,5 1,1 1,5 1,2 

T4 1,5 1,0 1,3 1,3 

T5 1,6 1,2 1,2 1,0 

Bougies HPO TPH HPI HPO TPH HPI 

T1 1,1 1,2 

- 

- - 

- 

T2 1,1 1,2 - - 

T3 1,4 1,3 - - 

T4 1,3 1,1 - - 

T5 1,4 1,3 - - 

Horizon de 

surface 
HPO TPH HPI    

0-30 cm 2,4 1,5 - 

 

 Les extraits HPO d’horizons profonds possèdent des valeurs de SUVA comprises entre 

1 et 1,6. Ces valeurs sont largement inférieures à celles observées pour l’horizon de surface 

(SUVA = 2,4). Les extraits TPH possèdent des valeurs comparables aux HPO comprises entre 

1 et 1,4. Ces valeurs sont légèrement inférieures à celles observées dans l’horizon de surface. 

Enfin, malgré le peu de résultats sur la fraction HPI, il est à noter une valeur de SUVA faible 

(0,7-0,8) dans les horizons profonds. Il faut également noter que les extraits HPO des plaques 

de l’année 2007 possèdent des valeurs de SUVA systématiquement supérieures à celles 

relevées pour les extraits isolés en 2007 à partir des eaux collectées par bougies. Les valeurs 

des extraits HPO des plaques de l’année 2007 sont également supérieures à celles obtenus 

pour les extraits HPO des plaques de l’année 2008. 
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II-3. Spectrofluorimétrie 

 

 Les analyses en spectrofluorimétrie ont été réalisées après remise en solution des 

extraits de MOD dans de l’eau ultrapure. Les solutions obtenues ont des concentrations en 

carbone de 5 ± 0,2 mg C/L. A partir de ces solutions, des spectres dits EEM pour « Excitation 

Emission Matrix» ont été réalisés. La figure 5.1 montre les spectres obtenus pour les fractions 

HPO et TPH de l’horizon profond et de l’horizon de surface et pour un extrait HPI. Quelle 

que soit la parcelle étudiée et le mode de prélèvements utilisé (bougies/plaques), ces spectres 

mettent en évidence deux chromophores appelés C et A dans la littérature (COBLE, 1996). 

Selon les travaux de CHEN et al. (2003), ces deux fluorophores C et A sont situés 

respectivement dans les régions V (acide humique) et III (acide fulvique).  La position de ces 

chromophores et leur enveloppe spectrale varie en fonction de l’origine et de la nature de 

l’extrait (Tableau 5.8). 

 

Les premières observations ne montrent pas de différences significatives entre les 

extraits obtenus au niveau des différentes parcelles, mais elles permettent de voir un décalage 

vers les plus faibles valeurs d’excitation et d’émission pour les extraits de MOD de l’horizon 

profond comparativement à ceux de l’horizon de surface.  
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Figure 5.1 : Spectres EEM des fractions HPO, TPH et HPI de l’horizon profond et  de 

l’horizon de surface 0-30 cm C’est quoi plaque ou bougie 

HPO T1 TPH T1 

TPH 0-30 HPO 0-30 

C 

A 

HPI T1 
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Tableau 5.8 : Position des chromophores, ratio VC/VA (Volume chromophores C et A) et 

indices HIX et BIX de quelques extraits de plaques lysimétriques  

Extraits 

Positions des 

chromophores 

Volume 

chromophores 

C et A 

VC/ VA 

HIX BIX 
C (Ex/Em) 

en nm 

A (Ex/Em) 

en nm 

HPO T1 280/410 230/410 1,96 12 0,70 

TPH T1 285/410 235/410 1,46 10 0,80 

HPI T1 340/390 235/390 - - - 

HPO T2 280/410 230/410 1,83 13 0,68 

TPH T2 280/410 235/410 1,43 9 0,82 

HPO T3 285/415 235/415 1,85 13 0,65 

TPH T3 280/410 230/410 1,47 11 0,90 

HPO T4 285/410 235/410 1,81 12 0,66 

TPH T4 280/415 230/415 1,59 10 0,90 

HPO T5 285/410 230/410 1,85 14 0,65 

TPH T5 280/410 235/410 1,48 10 0,72 

HPO 0-30 320/455 260/455 0,50 18 0,45 

TPH 0-30 330/450 250/450 0,84 16 0,50 

 

 Les spectres EEM des extraits de MOD de l’horizon profond sont très différents de 

ceux enregistrés pour les extraits de l’horizon de surface. Les enveloppes spectrales des deux 

chromophores sont moins larges, mieux définies, attestant probablement de la présence de 

structures moins complexes  en profondeur qu’en surface.  En ce qui concerne la fraction HPI, 

comme les fractions HPO et TPH, elle possède deux chromophores bien définis avec des 

positions totalement différentes par rapport aux autres fractions. 

 

En utilisant le logiciel MATLAB et un programme de calcul s’appuyant sur quelques 

approximations mathématiques, nous avons pu intégrer les enveloppes spectrales et ainsi 

calculer le ratio Volume C/Volume A qui permet d’apprécier l’abondance relative des deux 

chromophores. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 5.8. Les résultats montrent 

que les extraits HPO et TPH des horizons profonds possèdent des ratios C/A supérieurs à ceux 

de l’horizon de surface. La MOD des horizons profonds possèderait des proportions plus 

importantes en structures de type fulvique qu’en structures de type humique au contraire de 
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l’horizon de surface plus riche en structure humique. Si l’on compare les ratios HPO et TPH, 

on note que les fractions HPO possèdent des ratios C/A supérieurs à ceux des fractions TPH. 

Les fractions HPO seraient donc constituées d’une proportion de structures de type humique 

plus importante que les fractions TPH. 

 

Enfin, pour compléter les analyses en spectrofluorimétrie, nous avons déterminé deux 

indices couramment utilisés dans le domaine de la fluorescence et surtout dans le domaine des 

eaux naturelles. L’indice HIX qui correspond à l’indice du degré d’humification de la matière 

organique (ZSOLNAY et al. 1999) et l’indice BIX correspondant à l’indice de contribution 

autochtone récente. L’indice HIX est calculé par le ratio H/L de deux régions d’un spectre 

d’émission pour une excitation de 254 nm. Les deux zones sont calculées entre 300 et 345 nm 

pour la région L et entre 435 et 480 nm pour la région H. Généralement une augmentation du 

degré d’aromaticité de la matière organique, c'est-à-dire un décalage du spectre d’émission 

vers le rouge, se traduit par une augmentation de l’indice HIX et donc à la présence de 

molécules complexes de haut poids moléculaire (SENESI et al. 1991). La détermination de 

l’indice BIX permet de prévoir la présence du fluorophore β caractéristique de l’activité 

biologique notamment dans les échantillons d’eau. L’indice BIX correspond au ratio de 

l’intensité de fluorescence à 380 et 430 nm pour une longueur d’onde d’excitation fixe de 310 

nm. Une augmentation de l’indice BIX est liée à une augmentation de la concentration en 

fluorophore Béta. Les indice HIX et BIX évoluent de manière inverse, plus l’indice HIX est 

grand plus l’indice BIX est faible et inversement. 

Les résultats concernant l’indice HIX montrent que les fractions de l’horizon profond 

possèdent des valeurs plus faibles (14-9) par rapport aux fractions de l’horizon de surface (19-

17). Ce résultat montre que les fractions HPO et TPH de la surface sont décalées vers les plus 

fortes longueurs d’onde (le rouge) résultant d’une plus grande proportion de molécule 

complexes de haut poids moléculaire en surface par rapport à l’horizon profond. Enfin, on 

peut noter que la fraction HPO (14-12) possède un indice HIX supérieur à la fraction TPH 

(11-9). Elle serait donc constituée de molécules plus complexes, de plus haut poids 

moléculaire. 

 Enfin, les résultats de l’indice BIX montrent des valeurs entre 0,7 et 0,9. Ces valeurs 

sont relativement similaires quels que soit les traitements. De manière générale, un indice BIX 

> 1 indique une activité biologique importante avec l’apport de matière organique fraiche  et 

un indice < 0,7, une faible activité biologique avec un apport autochtone faible. Les résultats 
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obtenus pour les fractions de l’horizon profond semblent montrer que l’apport autochtone de 

matière organique fraîche est relativement faible. 

 

II-4. Chromatographie d’exclusion de taille haute performance (HPSEC) détection UV 

et azote 

 

 La chromatographie d’exclusion de taille permet la séparation des molécules en 

fonction de leur masse moléculaire. Les composés de taille importante sont exclus de la 

porosité de la phase stationnaire et sont donc rapidement élués. Au contraire, les composés de 

taille plus réduite pénètrent dans la porosité du gel et présentent donc un temps de rétention 

plus long. 

 

 La figure 5.2 montre des exemples de chromatogramme obtenus pour les extraits HPO 

et TPH de l’horizon profond (traitements T1) et de l’horizon de surface (0-30 cm) avec une 

détection UV (254 nm) et une détection azote total (NT). Ces différents chromatogrammes 

mettent en évidence les mêmes pics chromatographiques numérotés de 1 à 5 ; par contre 

l’intensité de ces différents pics varie avec la nature de l’échantillon. Le tableau 5.9 présente 

l’abondance relative de ces 5 pics chromatographiques enregistrés par détection UV et Nt. 

Ces pics chromatographiques sont référencés par rapport à leur temps de rétention et par 

rapport à leur masse moléculaire déterminée à partir de l’établissement d’une droite de 

calibration (cf chapitre 2 : matériel et méthodes). La masse moléculaire proposée correspond 

au temps de rétention du pic chromatographique. En complément, ce tableau 5.9 compare les 

valeurs de concentration en azote, obtenues  par analyse globale  réalisée avec l’analyseur 

Shimadzu  TOC/TN avec celles obtenues par intégration des pics chromatographiques 

enregistrés par analyse SEC/TN. Rappelons que pour ces analyses, les concentrations en azote 

ont été ajustées entre 1,5 et 2,0 mgN/L pour tous les échantillons. Les concentrations en 

carbone sont de ce fait variables d’un échantillon à l’autre. 
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Figure 5.2 : Chromatogrammes obtenus avec le détecteur UV à 254 nm et azote pour 

différents extraits HPO et TPH 
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Tableau 5.9 : Abondance relative (%) des pics identifiés dans les extraits HPO et TPH 

des échantillons étudiés (détection UV et azote) 

Echantillons 

Azote Total 

mg/L 

(Shimadzu) 

Azote 

Total 

mg/L  

(SEC/TN) 

Distribution relative (%) 

Pic 1 

2500 Da 

Pic 2 

1500 Da 

Pic 3 

1000 Da 

Pic 4 

400 Da 

Pic 5 

200 Da 

UV N UV N UV N UV N UV N 

HPO T1 1,90 1,85 15 0 23 13 28 20 33 67 1 0 

TPH T1 1,97 1,90 3 0 13 5 35 30 47 65 2 0 

HPO T2 1,95 1,91 13 0 22 12 30 21 34 66 2 0 

TPH T2 1,85 1,88 2 0 14 6 37 30 45 64 2 0 

HPO T3 1,44 1,50 15 0 20 14 28 21 35 65 2 0 

TPH T3 1,92 1,94 2 0 15 5 36 29 44 66 3 0 

HPO T4 1,49 1,49 17 0 22 10 27 22 33 68 1 0 

TPH T4 1,87 1,88 2 0 15 5 33 28 48 69 2 0 

HPO T5 1,95 1,91 14 0 23 12 26 21 36 69 1 0 

TPH T5 2,07 2,06 3 0 14 6 34 30 47 64 2 0 

HPO 0-30 1,87 1,92 47 36 26 20 17 26 10 8 1 10 

TPH 0-30 2,01 1,96 39 10 20 9 25 11 15 70 1 0 

 

Il est important de préciser que l’on considère que l’azote mesuré est d’origine 

organique puisque les ions nitrates ne sont pas adsorbés sur les résines XAD. On peut donc 

parler d’azote organique dissous NOD. 

Le tableau 5.9 montre que les teneurs en NOD obtenues par analyseur Shimadzu et par 

intégration des profils chromatographiques SEC/NT sont similaires. Ces résultats confirment 

que la totalité de NOD injectée dans la chaine chromatographique a été analysée. Il ne semble 

donc pas y avoir de phénomène de discrimination significatif i.e. adsorption irréversible dans 

le gel. La distribution relative du NOD prend bien en compte la totalité de l’azote remis en 

solution. De plus, ces résultats permettent de mettre en évidence, une différence de 

distribution entre l’horizon profond et l’horizon de surface. Cependant, aucune différence 

significative n’apparait entre les différents traitements. 

Pour les extraits de MOD issus de l’horizon de surface, les chromatogrammes 

enregistrés à 254 nm montrent que les structures insaturées i.e. carbone aromatique sont 

prédominantes au niveau des composés de hautes masses moléculaires (pics 1 et 2  

respectivement centrés sur 2500 et 1500 Daltons). Les chromatogrammes NOD présentent des 
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allures comparables à ceux de l’UV 254 nm avec toutefois une proportion très élevée de 

structures azotées de faibles masses moléculaires pour l’extrait TPH (pic 4 à 400 Daltons, 70 

% du NOD). Les chromatogrammes obtenus pour les fractions de MOD isolées de l’horizon 

profond sont très différents. Les profils UV 254 nm sont décalés vers les plus faibles masses 

moléculaires comparativement à l’horizon de surface puisque le pic prédominant est le 3 

centré sur 1000 Daltons. Le décalage est encore plus marqué pour la fraction TPH que pour la 

fraction HPO. Les structures azotées sont majoritairement incluses dans les structures de plus 

faibles masses moléculaires inférieures, pics 3 (1000 Daltons) et 4 (400 Daltons) dans l’ordre 

d’importance croissant   

Les extraits de MOD d’horizon profond présentent globalement des proportions plus 

fortes en structures aromatiques et azotées de faibles masses moléculaires que celles obtenues 

au niveau de l’horizon de surface. 

 

II-5. Spectroscopie infrarouge (IR) 

 

Des analyses en spectroscopie infrarouge ont été réalisées sur tous les différents extraits 

HPO et TPH isolés. Les spectres obtenus pour les extraits HPO et TPH de l’horizon profond 

T1 (les spectres obtenus pour les autres extraits d’horizon profond sont rigoureusement 

identiques) et de l’horizon de surface 0-30 sont présentés figure 5.3. Le spectre IR d’un extrait 

HPI n’a pu être réalisé par manque d’extraits secs. Des priorités d’analyse ont du être faites 

avec une préférence pour la RMN 13C.  
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Figure 5.3 : Spectres IR des fractions HPO et TPH d’horizon profond et d’horizon de 

surface  

 

L’utilisation de l’infra rouge pour l’analyse de matières organiques complexes doit 

rester, en ce qui nous concerne, une approche semi-qualitative. Sur le plan qualitatif, les 

différents profils présentent les mêmes bandes d’adsorption. Toutefois, leur abondance 

relative varie en fonction des extraits et de leur origine :   

 

- Une bande très large relative au groupement O-H (3300-3400 cm-1) pouvant provenir 

en grande partie d’eau liée,  

- Les bandes caractéristiques des groupements C-H (CH3 (2960 et 1380 cm-1) et CH2 

(2940 et 1460 cm-1)) ; la bande relative au CH3 est nettement plus marquée notamment 

à 1380 cm-1 pour les extraits issus de l’horizon profond, 

- La bande caractéristique relative au groupement carboxylique (1730-1720 cm-1; 1220-

1180 cm-1), bande majoritaire pour tous les extraits à l’exception de la fraction TPH  

isolée de l’horizon de surface, 

- Les bandes relatives à la fonction C-O (1100-1000 cm-1), attribuées aux sucres, plus 

importantes dans les fractions TPH comparativement aux fractions HPO de même 

origine. Cette bande est extrêmement abondante pour la fraction TPH de l’horizon de 

surface.  

- Les bandes qui correspondent aux groupements azotés (amide 1 : 1660 cm-1 ; amide 2 : 

1550 cm-1), proportionnellement plus abondantes dans les extraits TPH que HPO (en 

COOH C-H C-H 
Amides 

C-O sucres 
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accord avec le rapport C/N), remarque qui s’applique particulièrement à l’extrait TPH 

isolé de l’horizon de surface. Le rapport C/N montre toutefois une faible abondance 

d’azote dans cet extrait, comparativement aux fractions équivalentes isolées des MOD 

d’horizon profond (cf tableau 5.6) ce qui semble donc un peu contradictoire. La bande 

à 1660 cm-1 pourrait englober des groupements carboxyle non protonés, hypothèse qui 

nécessite la présence de groupements acides à faibles pka puisque l’échantillon est 

acidifié à pH = 2. 

 

Les résultats obtenus en infrarouge sont en accord avec ceux de la littérature montrant 

l’abondance des groupements carboxyliques qui justifie la forte solubilité des matières 

organiques dans l’eau. On relèvera une proportion relative plus forte en sucres dans les 

fractions TPH, quelle que soit l’origine. On notera également des pics correspondants aux 

groupements CH3 plus intenses dans les extraits de l’horizon profond. La singularité du profil 

de l’extrait TPH de surface en particulier pour les zones COO- et amides, reste difficilement 

explicable au regard des autres résultats analytiques.  

 

II-6. Résonance magnétique nucléaire 13C (RMN-13C) 

 

La figure 5.4 présente quelques exemples de spectres observés pour les extraits HPO, 

TPH et HPI isolés des MOD des horizons profonds et de l’horizon de surface. Les spectres 

HPO, TPH et HPI présentent quatre bandes principales plus ou moins bien résolues, attribuées 

au carbone carboxylique, au carbone aromatique, à la liaison C-O des alcools aliphatiques, 

des esters et des éthers et enfin aux liaisons C-C, C-N et C-H du  carbone aliphatique. 
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Figure 5.4 : Spectres RMN 13C des fractions d’un horizon profond et d’un 

horizon de surface 
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L’observation des différents spectres permet de mettre en évidence une différence 

majeure entre les échantillons de 2007 et de 2008. En effet, la bande caractéristique du 

carbone aromatique est mieux définie, mieux résolue ce qui lui confère visuellement une plus 

forte abondance dans les échantillons de 2007 par rapport à ceux de 2008. Cette différence 

provient également du fait que les spectres enregistrés en 2008 sont de bien moins bonne 

qualité que ceux obtenus en 2007, les spectres montrent un bruit beaucoup plus important. Le 

temps d’accumulation peut-être une raison, le réglage de l’équipement une autre raison, la 

qualité de nos extraits ne semble pas à l’origine de ce constat. Afin d’appréhender les résultats 

de manière semi-quantitative, le tableau 5.10 présente la distribution relative des six bandes 

spectrales identifiées, résultats obtenus par l’intégration de l‘aire respective à chaque type de 

carbone identifié.  
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Tableau 5.10 : Distribution relative (%) des six bandes identifiées en RMN 13C 
 Bande d’intégration (ppm) et valeurs (%) 

Ressources 

Temps 

de 

contact 

(ms) 

Fractions 

0-60 

C-C/C-

H/CN 

60-90 

C-O 

90-110 

O-C-O 

110-160 

Caromatique 

160-190 

COOH 

190-220 

C=O 

 Année 2007 

Horizon profond 

mélange bougies 

(COD = 1,5 mg/L ; 

SUVA =1.4) 

1 HPO 55 16 3 12 10 4 

1 TPH 48 22 3 10 12 4 

Horizon profond T1 

bougies (COD = 1,2 

mg/L ; SUVA = 1,5) 

1 HPO 49 16 6 14 11 4 

Horizon profond T4 

plaques (COD = 1,8 

mg/L ; SUVA =1,6) 

1 HPO 54 16 3 12 10 4 

1 TPH 45 20 4 12 14 3 

Horizon profond 

mélange plaques 

(COD = 2,1 mg/L ; 

SUVA =1,6) 

1 HPI 30 25 9 3 23 10 

 Année 2008 

Horizon profond 

T1+T2 plaques (COD 

= 1,3 mg/L ; SUVA = 

1,3) 

1 HPO 51 17 6 10 13 4 

1 TPH 36 23 11 10 16 4 

Horizon profond T3 

plaques  (COD = 1,4  

mg/L ; SUVA = 1,4) 

1 HPO 46 19 8 10 12 5 

1 TPH 35 25 10 10 16 3 

Horizon profond T5 

plaques  

(COD = 1,4 mg/L ; 

SUVA = 1,3) 

1 HPO 52 16 5 10 14 3 

1 TPH 37 23 10 10 17 3 

1 HPI 32 24 8 3 22 11 

Horizon surface 

 0-30cm 

 (COD = 1,9 mg/L ; 

SUVA = 3,2) 

1 HPO 33 16 8 22 17 4 

1 TPH 29 29 13 13 14 2 
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Cette approche semi quantitative offre la possibilité de dégager les caractéristiques 

structurales des différentes fractions de la MOD des sols, mais aussi de comparer les 

changements possibles de ces caractéristiques  au cours des années 2007 et 2008 (mode de 

collecte et mode d’occupation). 

 

Les premières observations des résultats obtenus au cours des années 2007 et 2008 

montrent des valeurs d’intégration relativement similaires entre les deux années dans les trois 

fractions étudiées. L’analyse semi-quantitative semble gommer les différences structurales 

observées visuellement. Les résultats obtenus entre les bougies et les plaques lysimétriques, 

montrent que la répartition des différentes bandes est quasiment similaire. A nouveau, le 

mode d’occupation ne semble pas avoir d’impact sur la distribution des différentes bandes. 

 

Les profils enregistrés (de moins bonne qualité) pour les extraits de l’horizon de 

surface (0-30 cm) permettent les comparaisons suivantes :  

 

- Les fractions HPO contiennent des proportions plus importantes en carbone 

aromatique (95-165 ppm) que les autres fractions. On peut également observer sur le 

spectre de la fraction HPO en particulier dans l’horizon de surface, deux petits pics qui 

encadrent la bande du carbone aromatique et qui sont attribués au carbone phénolique. 

- Les fractions TPH et HPI possèdent un caractère oxygéné plus marqué que la fraction 

HPO, confirmé par les teneurs relatives plus élevées en carbone carboxylique (160-

190 ppm) et en groupes fonctionnels C-O (60-90 ppm). 

- Pour l’horizon profond, on remarque que la fraction HPO possède une proportion 

relative en groupement C-C/C-H (0-60 ppm) nettement plus importante que les 

fractions HPO de l’horizon de surface au détriment du carbone aromatique (110-160 

ppm) beaucoup plus faible que dans les autres fractions HPO. Ces résultats sont en 

accord avec la présence plus marquée des bandes CH3 et CH2 en IR. 

- Les fractions TPH et HPI de l’horizon profond possèdent des proportions relativement 

similaires aux autres fractions TPH et HPI présentées dans le tableau 5.10. Cependant 

il est à noter des proportions légèrement supérieures en groupement C=O (190-220 

ppm) relatives aux esters et aux éthers dans les horizons profonds en particulier dans 

la fraction HPI. 
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La MOD des horizons profonds semble être constituée de composés faiblement 

aromatiques avec la présence de composés de structures plus simples confirmé par la 

proportion plus importante des groupements C-C/C-H (0-60 ppm) et avec un caractère 

oxygéné marqué notamment avec la proportion importante de groupements carboxylique 

(COOH) et esters/éthers (C=O). Cependant, il est à noter la présence d’une plus grande 

proportion de composés aromatiques dans les extraits de l’année 2007 dont l’origine n’est pas 

encore expliquée.  

 

II-7. Datation au C14 et δ C13 

 

Sur quelques extraits HPO et TPH, des analyses en 14C et δ 13C ont été effectuées afin 

de dater le carbone de la MOD des horizons profonds par rapport à celui de l’horizon de 

surface. La mesure de la datation au 14C est calculée à partir de l’âge conventionnel du 14C 

établi par STUIVER et POLACH en 1977. Les différents résultats sont regroupés dans le 

tableau 5.11. 

 

Tableau 5.11 : 14C et δ 13C (°/°°) de quelques extraits HPO et TPH  

Fractions *Corrected pMC 
Age 

conventionnel 
δ 13C °/°° 

HPO 0-30 cm 131,86 ±0,34 >1954 BP** -31,27 ±0,13 

TPH 0-30 cm 131,92 ±0,40 >1954 BP -24,39 ±0,09 

HPO (105cm) (2007) 95,52 ±0,28 370 ± 25 BP -29,36 ±0,18 

TPH (105 cm) (2007) 91,29 ±0,33 730 ± 30 BP -27,21 ±0,36 

HPO (105 cm) (2008) 94,30 ±0,28 470 ± 25 BP -27,84 ±0,13 

TPH (105 cm) (2008) 92,46 ±0,30 630 ± 25 BP -26,75 ±0,29 

* per cent Modern Carbon ; ** Before Present 

 

Les résultats obtenus par datation au 14C montrent que les extraits de MOD issus des 

horizons profonds présentent un âge calculé compris entre 400-700 ans environ. L’extrait 

TPH apparaît comme significativement plus ancien que l’extrait HPO.  Les résultats obtenus 

en 2008 sont confirmés par ceux de 2007. Malheureusement les résultats obtenus pour les 
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extraits isolés de l’horizon de surface sont ininterprétables. Le fait que le « Corrected pMC 

(percent Modern Carbon) » pour l’horizon de surface soit supérieur à 108-109 % (valeur 

attendue pour les matières organiques issues des végétaux supérieurs, production à partir du 

CO2 de l’atmosphère) vient du fait d’une contamination volontaire du sol lors d’essais 

conduits il y a plusieurs années avec des molécules marquées au 14C. Malgré des résultats 

inattendus, on peut logiquement considérer que les MOD en profondeur sont d’âges plus 

anciens que les MOD de surface.  

 

 Les valeurs de δ 13C  sont cohérentes, montrant des extraits HPO plus appauvris en 13C 

en surface qu’en profondeur, suggérant un caractère humique plus marqué. La fraction TPH 

est plus enrichie en 13C (valeur absolue du δ 13C plus faible) que la fraction HPO en rapport 

avec le caractère moins aromatique de cet extrait. Toutefois, l’écart observé entre HPO et 

TPH de l’horizon de surface est très important (3 à 4 fois plus important que pour les extraits 

isolés en profondeur), résultat qui peut être mis en relation avec le fort écart de SUVA et la 

forte abondance relative d’azote organique de faibles masses moléculaires.  

 

II-9. Pyrolyse GC-MS/Thermochemiolyse 

 

II-9-1. Pyrolyse GC-MS 

 

 L’ensemble des extraits HPO et TPH a été analysé par pyrolyse GC-MS. Cette 

technique repose sur l’identification par spectrométrie de masse des structures organiques 

simples ou « fragments » volatils, générés lors de la dégradation thermique du matériel 

organique. Seule une partie des fragments présents sur les différents chromatogrammes est 

identifiable mais elle est considérée comme représentative de l’échantillon. En effet, les 

conditions d’analyse sont constantes et la dégradation pyrolytique des extraits de MOD est 

alors supposée identique pour l’ensemble des échantillons. 

 L’ensemble des fragments de pyrolyse identifiés est classiquement regroupé par 

origine ou nature de biopolymère tels qu’ils ont été définis par BRUCHET et al. (1990) ou 

PAGE et al. (2003). En effet, les principaux biopolymères constitutifs des MOD produisent 

des fragments de pyrolyse caractéristiques (BRUCHET et al. 1990 ; BIBER et al. 1996 ; 

CHRISTY et al. 1999). La contribution relative de chaque biopolymère au matériel organique 

est évaluée de manière semi-quantitative. Le calcul repose en effet sur le rapport entre l’aire 

totale des fragments caractéristiques du biopolymère considéré, et l’aire totale des pics 
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identifiés ou présents sur le chromatogramme. A partir des molécules identifiées, les 

chercheurs distinguent cinq classes principales de biopolymères :  

- Les polysaccharides (PS), dont l’origine peut être aussi bien aquagénique (algues, 

bactéries) que pédogénique (plantes) car ils constituent l’élément majoritaire au sein 

des cellules vivantes (parois, noyau). 

- Les protéines (PR) principalement issues de l’activité biologique du sol. 

- Les amino-sucres (AS) considérés comme de bons marqueurs d’activité bactérienne. 

- Les polyhydroxyaromatiques (PHA) formés lors de la dégradation thermique des 

tannins et de la lignine issus des plantes. 

- Les alkyl-benzènes (AB) dont l’origine est mal définie, le plus souvent attribués à la 

dégradation thermique des lipides (cyclisation) ou au structures aromatiques (SAIZ 

JIMENEZ, 1995 ; VAN HEEMST et al. 1999). 

 

La figure 5.5 montre un exemple de pyrochromatogramme obtenu sur les extraits HPO 

isolés des MOD des horizons profond et de surface. Le tableau 5.12 regroupe les molécules 

retenues pour le calcul de distribution des biopolymères, avec leur temps de rétention et leur 

biopolymères d’origine, molécules qui ont été détectées dans tous les pyrochromatogrammes 

enregistrés. 
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Tableau 5.12 : Molécules identifiées dans les pyrochromatogrammes et 

biopolymères d’origine 
Temps 

(min) 
Molécules identifiées 

Biopolymère 

d’origine 

Temps 

(min) 

Molécules identifiées Biopolymère 

d’origine 

3,43 2-Butanone PS 16,00 
Benzene, 1-ethyl-3,5-

dimethyl- 
AB 

3,87 
Bicyclo [2,2,2] octanone, 4-

(acetyloxy)- 
PS 16,19 

2-cyclopenten-1-one, 2-

methyl- 
PS 

4,18 3-Buten-2-one PS 17,30 Benzene, 2-propenyl- AB 

4,66 2-Butanone, 3-methyl PS 17,92 
Benzene, 1,2,4,5-

tetramethyl- 
AB 

5,02 2,3-Butanedione PS 19,17 Furfural PS 

5,21 3-Buten-2-one PS 19,82 
2-cyclopenten-1-one, 

3,4-dimethyl- 
PS 

5,31 Pyrrolidine, 1-nitroso PR 19,97 
Benzene, 1,2,3,4-

tetramethyl- 
AB 

5,48 2-butanal, 2-ethenyl PS 20,24 Ethanone PS 

5,66 Penten-3-one PS 20,69 pyrrole PR 

5,98 1-penten-3-one, 4-methyl PS 21,05 
2-cyclopenten-1-one, 3-

methyl- 
PS 

6,10 Toluene PR 21,67 
2-cyclopenten-1-one, 

2,3-dimethyl- 
PS 

6,33 1H-Imidazole, 2-ethyl-4-methyl- PS 21,85 Pyrrole, 3-methyl- PR 

6,82 3-methylpyridazine PR 22,38 Pyrrole, 3-methyl- PR 

7,04 Pyridazine, 3-methyl- PR 22,92 Pyrrole, 2,5-dimethyl- PR 

7,50 3,4,5-Trimethylpyrrazole PR 23,25 Pyrrole, 2,4-dimethyl- PR 

8,35 Ethylbenzene AB 24,97 
3-hexen-2-one, 3-

methyl- 
PS 

8,56 Xylene AB 27,69 
Acetamide, N,N-

dimethyl- 
AS 

8,77 Benzene, 1,3-dimethyl AB 27,90 Acetamide AS 

9,32 Phenol-3-methyl- PHA 29,80 
2-cyclopenten-1-one, 2-

hydroxy-3-methyl 
PS 

10,11 Benzene, 1,2-dimethyl AB 34,26 Phenol, 2-methyl- PHA 

11,36 Benzene, 1-ethyl-4-methyl AB 34,36 Phenol PHA 

12,00 Benzene, 1,3,5-trimethyl AB 36,22 Phenol, 4-methyl- PHA 

13,23 Benzene, 1,2,4-trimethyl AB 36,44 Phenol, 3-methyl- PHA 

13,70 Pyridine, 4-methyl PR 38,45 Phenol, 3,5-dimethyl- PHA 

13,91 2-Propanone, 1-hydroxy- PS 41,04 Phenol,m-tert-butyl- PHA 

15,05 Benzene, 1,2,4-trimethyl AB 44,16 3,4-diethylphenol PHA 

15,52 
Benzene, 1-methyl-2-(1-

methylethyl)- 
AB    

15,75 Benzene, 1,2,4,5-tetramethyl- AB    
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Figure 5.5 : Exemple de chromatogramme obtenu en pyrolyse sur un extrait HPO du 

traitement T1 et HPO de surface 

 

Les spectres de pyrolyse GC/MS des deux extraits HPO sont qualitativement assez 

différents. Si l’acide acétique reste l’un des constituants majeurs des deux 

pyrochromatogrammes (sans origine définie), on remarque une présence marquée de dérivés 

furfuryliques (origine : sucres) dans HPO 0-30, le styrène est prédominant dans HPO T1 
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(origine : polydroxyaromatiques ou protéines). Les deux extraits montrent la présence de 

résidus microbiens (acétamide). Les pics importants observés au voisinage des 25 min pour 

l’extrait HPO 0-30 correspondraient à des molécules appartenant  à la famille des glycols ; il 

s’agit soit des impuretés analytiques, peu probable, soit des contaminants présents dans 

l’échantillon de sol. Les différences se portent également sur les dérivés phénoliques, en 

nombre plus important dans l’extrait issu de la surface avec surtout des dérivés phénoliques 

porteurs de groupement méthoxy non visibles dans l’extrait isolé en profondeur. Ces dérivés 

méthoxy-phénols sont probablement issus de la pyrolyse des structures de type lignines 

présentes dans la matrice organique des sols. Les extraits TPH correspondants montrent des 

profils assez proches (non montrés), profils marqués par deux pics majoritaires, l’acide 

acétique et l’acétamide. L’extrait TPH de surface montre toutefois des pics plus intenses de 

furfural et methyl-furfural en accord avec l’extrait HPO correspondant et surtout des 

indicateurs d’activité biologique comme le triethyl-phosphate (phospholipides) et l’acide 

benzoïques.  

 

Nous avons choisi d’établir que l’ensemble des molécules identifiées représentait 

100% des molécules présentes dans les extraits afin de déterminer la distribution relative des 

différentes biopolymères. L’ensemble de tous les résultats obtenus sur les échantillons sont 

regroupés dans le tableau 5.13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Chapitre 5 : Extraction et caractérisation des matières organiques solubles des sols : horizon profond et horizon de surface 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 176

Tableau 5.13 : Distribution relative (%) des différents biopolymères dans les extraits 

HPO et TPH (2007 et 2008) (PS : polysaccharides ; PHA : polyhydroxyaromatiques ; 

PR : Protéines ; AS : Aminosucres ; AB : Alkylbenzenes) 

Echantillons 
Distribution relative (%) 

PS PHA PR AS AB 

 2007 

HPO T4 30 26 21 9  14 

TPH T4 33 17 29 14 7 

HPO T5 30 27 14 6 23 

TPH T5 28 19 35 7 11 

 2008 

HPO T1 22 12 17 35 14 

TPH T1 24 10 33 21 12 

HPO T2 32 22 22 7 17 

TPH T2 31 12 32 16 9 

HPO T3 37 17 19 9 18 

TPH T3 33 10 30 22 5 

HPO T4 41 20 14 6 19 

TPH T4 34 12 26 20 8 

HPO T5 33 22 16 8 21 

TPH T5 31 15 41 9 4 

HPO 0-30 34 43 15 4 4 

TPH 0-30 43 6 20 25 6 

  

La comparaison de la distribution des biopolymères montre des différences notables 

entre l’horizon profond et l’horizon de surface. Ainsi, les fractions HPO des horizons 

profonds possèdent proportionnellement moins de composés PHA que la fraction HPO de 

surface mais plus de structures AB et des proportions relatives en PR similaires. En ce qui 

concerne la fraction TPH des horizons profonds, celle-ci possède moins de structures PS que 

l’extrait de surface mais plus de structures PHA et de PR. 

Si l’on compare les fractions HPO et TPH, on remarque une proportion plus 

importante de PHA dans les fractions HPO, résultats en accord avec l’aromaticité (SUVA 

HPO > SUVA TPH). On note également une plus grande proportion en protéines dans la 

fraction TPH par rapport à la fraction HPO montrant une plus grande proportion de composés 

azotés dans cette fraction, résultat allant dans le bon sens avec le rapport C/N déterminé 

précédemment (C/N TPH < C/N HPO). Enfin, les proportions en AB sont systématiquement 
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plus importantes dans la fraction HPO par rapport à la fraction TPH alors que l’inverse est 

observé pour les AS et les PS. 

La répartition des biopolymères confirme l’observation des spectres à savoir  qu’il y 

moins de composés PHA (dérivé de lignines et de tanins) dans les horizons profonds. La 

MOD des horizons profonds posséderait également des proportions plus importantes en AS, 

notamment d’acétamide constituants de la paroi microbienne et en AB issus de la cyclisation 

des acides gras (SAIZ JIMENEZ, 1995).  

 

II-9-2. Thermochemiolyse TMAH 

 

 Des analyses en thermochemiolyse TMAH (TétraMéthyl Hydroxide Ammonium) 

GC/MS ont été réalisées sur les extraits HPO et TPH isolés de l’horizon profond et de 

l’horizon de surface. L’interprétation des résultats obtenus sera purement qualitative. Nous 

nous sommes ainsi focalisés sur la présence des composés aromatiques et des acides gras en 

regardant les chromatogrammes de l’ion 77 (composés aromatiques) et celui de l’ion 74 

(acides gras). Pour étudier les composés aromatiques, nous nous sommes centrés sur les 

structures pouvant provenir des unités syringyles, guaiacyles et p-hydroxyphenyles des 

lignines car ce sont des unités généralement retrouvées dans la matrice organique des sols 

même si certaines de ces unités peuvent provenir de la thermochemiolyse des sucres et des 

protéines. Les profils chromatographiques obtenus pour les extraits issus des différentes 

parcelles étant qualitativement comparables, seules les empreintes enregistrées pour les 

fractions qui proviennent de la parcelle  associée au traitement T1 (plaques lysimétriques) 

sont présentées dans les figures 5.6a et 5.6b. La figure 5.7 montre les résultats obtenus avec 

les extraits de l’horizon 0-30 cm. Les différents pics identifiés pour l’ion m/z = 77 dans 

l’horizon profond et dans l’horizon de surface ont été regroupés dans le tableau 5.14 
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Figure 5.6a : Pyrolyse TMAH des extraits HPO et TPH de l’horizon profond et de 

surface (m/z =77 ; composés aromatiques) 
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Figure 5.6b : Pyrolyse TMAH des extraits HPO et TPH de l’horizon profond et de 

surface (m/z =77 ; composés aromatiques) 
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Figure 5.7 : Pyrolyse TMAH des extraits HPO et TPH de surface (m/z =77 ; composés 

aromatiques et m/z = 74 ; acides gras) 

Tableau 5.14 : Composés identifiés et origine dans les fractions HPO et TPH de 

l’horizon profond et de l’horizon de surface (m/z = 77) (P : p-hydroxyphenyles ; G : 

Guaiacyles ; S : Syringyles ; I : Inconnu) 

Composés identifiés origine 

HPO horizon 

profond 

HPO horizon de 

surface 

TPH horizon 

profond 

TPH horizon de 

surface 

Composés aromatiques (m/z = 77) 

1-methoxy-2-methyl-benzene I X  X  

1-methoxy-2-methyl-benzene I X  X  

2,6-Dimethylanisole P X    

Methyl-butanedioic acid dimethyl 

ester 
I X    

Benzoic acid methyl ester I X X X X 

2,5-Dimethylanisole P X  X  

1,2-Dimethoxybenzene G X X X X 

Ethyl-butanedioic acid methyl ester I X    

3,5-Dimethyl-benzoic acid methyl 

ester 
I X  X X 

Phenoxy-acetic acid methyl ester I X    

2-Methoxy-benzoic acid methyl ester I X X X  

4-Methoxy-benzoic acid methyl ester P X X X X 

1,2,3-Trimethoxybenzene S X X X X 

3-phenyl-2propanoic acid methyl 

ester 
I X  X  

2-Methoxy-6-methyl benzoic acid 

methyl ester 
I X    

Dimethyl-phthalate Contamination X X X X 

Benzenesulfonamide Contamination X X X  

3,4-Dimethoxybenzeneacetic acid G X    

3,4-Dimethoxy benzoic acid methyl 

ester 
G X X X X 

1,3-Dimethoxybenzene G  X  X 

2-Methoxy ethoxy benzene I  X   

4-Methoxy benzaldehyde P  X  X 

3,4-Dimethoxy-benzaldehyde G  X   

Benzene dicarboxylic acid methyl 

ester 
I  X   

4-Methoxy-benzene propanoic acid 

methyl ester 
I  X   

3,4,5-Trimethoxy-benzoic acid 

methyl ester 
S  X  X 

3,4,5-Trimethyl-2-cyclopenten-1-one Sucre   X X 

Aminotoluene I   X  

2,6-Dimethyl-benzenamine I   X  

3,4-Dihydro-naphthalenone Sucre   X X 
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Le tableau 5.14 permet de montrer que 50 % des pics répertoriés pour l’ion m/z = 77 

dans l’horizon profond et dans l’horizon de surface sont d’origine inconnue. Ces composés 

non identifiés varient généralement avec l’origine de la matière organique (FRAZIER et al. 

2003). Dans tous les chromatogrammes étudiés ont remarquera également la présence du 

Dimethyl-phthalate  et Benzenesulfonamide attribué a des contaminations extérieures pouvant 

provenir du mode de stockage (flacons) ou des solvants utilisés pour l’extraction. Les pics les 

plus abondants identifiés dans les fractions HPO et TPH de l’horizon de surface se retrouvent 

respectivement dans les fractions HPO et TPH de l’horizon profond. On retrouve notamment 

le 4-méthoxy benzoïque acide méthyle ester en quantité importante dans tous les 

chromatogrammes HPO et TPH. Ces groupements méthoxy-méthyle ester proviennent 

d’unités p-hydroxyphenyles (P), guaiacyles (G) et syringyles (S) (CLIFFORD et al. 1995). 

Ces unités sont connues pour provenir des dérivés ligneux mais aussi des sucres (Hydrate de 

carbone) ou des dérivés de protéines (FRAZIER et al. 2003). Cependant, certains composés 

identifiés (P, G et S) ou non identifiés (I) sont uniques aux extraits de surface ou de 

profondeur mais ne permettent pas de différencier radicalement la MO organique de ces deux 

horizons. La comparaison des fractions HPO et TPH montrent une différence notable. En 

effet, les pyrochromatogrammes des fractions TPH semblent montrer la présence de dérivés 

de sucres (3,4,5-Trimethyl-2-cyclopenten-1-one et 3,4-Dihydro-naphthalenone) non identifiés 

dans les fractions HPO. Au contraire, les fractions HPO semblent être constituées d’une 

proportion plus importante d’unités P, G et S. 

 

Les pyrochromatogrammes de l’ion 74 (acides gras) ne permettent pas de mettre en 

évidence de différence notable entre les fractions HPO et TPH de l’horizon de surface et de 

l’horizon profond. Les profils chromatographiques montrent la présence de chaine allant de 

C4 à C28 dans tous les pyrochromatogrammes. Aucune différence n’est visible entre 

l’horizon profond et l’horizon de surface. Dans la littérature, la prédominance des faibles 

masses moléculaires saturées et des acides gras insaturés (C16 et C18) est généralement 

attribuée à des structures microbiennes, alors que les acides gras avec des masses 

moléculaires supérieures sont attribués aux plantes (C26, C28) (CLIFFORD et al. 1994). 

Enfin, on remarque dans tous les profils chromatographiques des structures C15 iso et anteiso 

couramment identifiées dans l’étude de la matière organique d’eau surface (FRAZIER et al. 

2003).  
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L’analyse en pyrolyse TMAH (m/z = 77 ; composés aromatiques et m/z = 74 ; acides 

gras) ne permet pas de mettre en évidence des différences significatives entre l’horizon 

profond et l’horizon de surface malgré la présence de composés différents identifiés en 

surface ou en profondeur. Les unités P, S et G sont présentes dans tous les extraits HPO et 

TPH de l’horizon de surface et de l’horizon profond. Cependant, on remarque la présence de 

dérivés de sucres dans les fractions TPH non identifiées dans les fractions HPO, résultats en 

accord avec les résultats RMN 13C et IR montrant une abondance plus importante de 

structures issues des sucres dans les fractions TPH. 

   

II-10. Pyrolyse MSSV (Micro Scale Sealed Vessel) 

 

 Les analyses effectuées en pyrolyse MSSV ont été effectuées en Australie à 

l’Université de Curtin (Curtin Water Quality Research Center) à Perth. Deux échantillons ont 

été analysés, un échantillon HPO de la Gartempe et un échantillon HPO d’un horizon 

profond. Les chromatogrammes d’ions totaux obtenus en pyrolyse MSSV sont présentés 

figure 5.8. Les deux extraits ont conduit à l’obtention de profils distincts bien que de 

nombreuses similitudes qualitatives aient été observées, y compris des concentrations élevées 

en produits de pyrolyse aromatiques. 

 Les principaux produits de la fraction HPO de la Gartempe sont des alkyl-phénols C1-

C3 (APs), des alkyl-benzènes C1-C3 et des alkyl-furanes. Ces produits aromatiques sont les 

plus susceptibles d’être dérivés de précurseurs de type ligno-cellulosique, des résultats qui 

appuient la signature des lignines déduites par thermochemiolyse GC/MS. 

 Les alkyl-phénols ont également été produits par la pyrolyse de la fraction HPO d’un 

horizon profond. Toutefois, alors que la fraction HPO de la Gartempe est dominée par le 

phénol et le phénol monosubstitué, avec des concentrations décroissantes en phénol C2-C4, la 

fraction HPO de l’horizon profond est caractérisée par des proportions beaucoup plus élevées 

en isomères alkylés C3-C5. Cette substitution phénolique distincte observée en pyrolyse 

MSSV de la MOD des horizons profonds des sols, reflète une origine différente à partir de 

précurseurs non-humiques/non-ligneux tels que pourraient l’être les tannins et les terpénoïdes. 
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Figure 5.8: Chromatogramme  global obtenu à 300°C pendant 72h en pyrolyse MSSV  

a) d’un extrait HPO de la Gartempe et b) d’un extrait HPO d’un horizon profond.  B-

benzenes, F-furanes, P-phenols, N-naphthalenes, Ph-phenanthrenes, TA-thioanisole, * 

n-alkanes. 
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III. Discussion 
 

La partie présentation des résultats s’est appuyée sur une large diversité d’outils 

analytiques, outils qui sont classiquement utilisés pour la caractérisation des matières 

organiques naturelles extraites de milieux aquatiques divers. Toutefois, à notre connaissance, 

il n’existe pas de données structurales concernant des fractions de MOD isolées d’eaux 

collectées par des systèmes types plaques lysimétriques ou bougies poreuses. Nous n’avons 

pas trouvé non plus de données relatives à la caractérisation de MOD d’eaux souterraines. 

Nos données de référence se limitent donc aux eaux de surface qui ont fait l’objet de très 

nombreuses études. Des eaux d’origine et de caractéristiques différentes ont été étudiées. 

Dans ce domaine le LCME a participé à quelques projets internationaux (projets American 

Water Works Association Research Fondation) et nationaux qui ont permis d’accumuler une 

quantité de résultats importante sur des matrices organiques diverses. Notre discussion va 

s’appuyer en grande partie sur ces données. 

 

    Lorsque l’on s’intéresse aux matières organiques des sols, la notion de matières 

humiques en est presque indissociable. Les travaux relatifs aux substances humiques font 

alors souvent appel à l’étude des structures aromatiques dont on trouve l’origine notamment 

dans les lignines et tannins. L’identification et  la quantification des unités monomériques 

constitutives des lignines (unités para-hydroxyphenyles, syringyles et guaiacyles) font partie 

des travaux souvent développés dans l’étude des substances humiques des sols.  

Le caractère aromatique des matières organiques dissoutes des eaux naturelles est 

également un paramètre de référence dans l’étude structurale de ces matrices complexes. Le 

caractère aromatique des MOD est un paramètre auquel on aime corréler  taille moléculaire, 

caractère hydrophobe/hydrophile  mais aussi réactivité (sorption, oxydation,…). Le critère 

SUVA est un paramètre couramment utilisé pour décrire le caractère aromatique ou humique 

des MOD des eaux. C’est souvent à l’appui de ce critère structural que les scientifiques 

comparent différentes eaux ou différents extraits (après remise en solution) issus d’un même 

milieu ou de différentes ressources. Le caractère aromatique des MOD des eaux de surface est 

associé à une origine terrestre, origine allochtone. On considère que les MOD des eaux de 
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surface proviennent d’ailleurs majoritairement des sols, fraction soluble des MOS entraînée 

par lessivage ou infiltration des eaux de pluie (THURMAN, 1985).   

Le caractère aromatique des MOD peut donc être considéré comme un paramètre de 

référence. C’est ce paramètre que nous avons choisi d’utiliser comme initiateur et fils 

directeur de notre discussion.   

 

L’objectif de cette discussion est de mettre en avant les différences structurales qui 

existent entre les MO solubles isolées de l’horizon profond du sol étudié de celles isolées à 

partir de l’horizon de surface. Compte tenu du manque de données bibliographiques relatives 

à l’étude structurale des MO solubles des sols, nous nous attacherons également à comparer 

nos données à celles relevées sur des extraits issus d’eaux de surface.  

 

Avant d’aborder notre discussion sur des aspects purement structuraux nous avons 

choisi de conduire une étude statistique à partir de nos données analytiques. Cette étude 

modeste à eu pour but : 

- De valider l’intérêt de notre protocole de fractionnement et discriminer les différents 

extraits les uns par rapport aux autres,  

- De valider sur un plan statistique les différences structurales évidentes relevées entre 

les MO solubles de surface et celles des horizons profonds  

- Et enfin de confirmer que les différentes pratiques culturales mises en place pendant 

cette courte période d’étude n’ont pas eu d’impacts significatifs sur  la nature des MO 

isolées en profondeur comme l’ont suggéré les données analytiques présentées.  

 
 
III-1. Comparaison globale des extraits et de leur origine par une approche multi 

variable : ACP 

 

  L’analyse par composante principale (ACP) est un outil statistique intéressant 

permettant de corréler ou d’anti-corréler les paramètres étudiés. Elle est utilisée dans ce 

manuscrit afin de discriminer les échantillons  au regard de leur origine. L’ACP mis au point 

par Karl Pearson en 1901 permet de transformer des variables liées entre elles (dites 

"corrélées") en nouvelles variables indépendantes les unes des autres (donc "non corrélées"). 

L’ACP est une méthode dite « factorielle » qui permet la réduction du nombre de variables 

initiales par un nombre plus limité de variables appelées « composantes principales ». Cette 
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réduction du nombre de variables consiste à éliminer les variables les moins explicatives ou 

apportant une information redondante. Les résultats obtenus (logiciel XLSTATS09) sur les 

différents extraits de l’horizon profond et de l’horizon de surface sont présentés dans les 

figures 5.9, 5.10 et 5.11. Notons que les données obtenues précédemment au laboratoire sur 

un extrait HPO d’eau de surface (rivière Gartempe) ont été ajoutées aux résultats de notre 

étude. 

 

III-1-1. Corrélation entre les différents paramètres 

 

La figure 5.9 permet de présenter les différentes corrélations pouvant exister entre les 

paramètres étudiés en pyrolyse, en chromatographie d’exclusion de taille et en RMN 13C.  
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Figure 5.9 : Corrélation entre les différents paramètres étudiés 

 

Les résultats obtenus montrent dans un premier temps, que les fractions HPO 

(Gartempe), HPO 0-30 sont les plus discriminées par les variables C aromatique, le pic à 2500 

Da et le pic à 200 Da. Les fractions les plus hydrophobes (eaux de surface, horizon de 

surface) sont caractérisées par le carbone aromatique et les composés de haut poids 

moléculaire. Ces résultats montrent également que les fractions TPH des plaques 

lysimétriques (PL) (tous les traitements) et l’extrait HPI (cercle bleu figure 5.10) sont 

discriminées par les variables COOH, O-C-O, C-O/C-N, Pr (Protéines) et AS (Aminosucres). 

Les fractions plus hydrophiles (TPH et HPI) sont caractérisées par l’azote et les fonctions 
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oxygénées.  Enfin, les fractions HPO des PL (cercle vert figure 5.10) sont discriminées par les 

variables AB (alkyl-benzènes) et C-C/C-H. La fraction HPO de l’horizon profond serait 

caractérisée par des composés aliphatiques. 

 

III-1-2. Corrélation entre les fractions 

 

Les figures 5.10 et 5.11 permettent de montrer si les extraits étudiés peuvent être 

discriminés entre eux, notamment si l’on arrive à voir des différences entre les fractions HPO 

et TPH issues de l’horizon profond et de l’horizon de surface. 

 

a) Pyrolyse, chromatographie d’exclusion de taille et RMN 13C 
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b) zoom de la partie TPH (bleu) 

Figure 5.10 : Discrimination des échantillons étudiés en fonction de composantes principales 

(Pyrolyse, chromatographie d’exclusion de taille et RMN 13C) 

 

Les résultats de la figure 5.10 semblent montrer que l’on distingue 3 grands groupes. 

Les extraits HPO (Gartempe) et HPO 0-30 se distinguent des autres extraits HPO et TPH des 

PL et des BP. Il est à noter également que les extraits HPO des PL et des BP sont 

significativement différents des extraits TPH des PL et des BP. Les extraits HPO et TPH des 

PL et des BP semblent se rapprocher des extraits TPH (Gartempe) et TPH 0-30 cm de 

l’horizon de surface donc avoir une nature plus hydrophile qu’en surface. Ces résultats ont 
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également permis de montrer que les échantillons des PL et des BP ne sont pas 

significativement différents, ils présentent de fortes similitudes. La même conclusion a été 

observée entre les échantillons de 2007 et de 2008. 

La figure 5.10a) permet également de mettre en avant un résultat intéressant. Tous les 

échantillons semblent évoluer, converger dans la même direction (flèches jaunes- figure 

5.10a). En effet, même si les échantillons HPO de l’horizon profond et de l’horizon de surface 

ont une origine différente, ils semblent converger vers le même point. Plus les extraits seraient 

hydrophiles plus ils auraient des caractéristiques similaires. Les fractions HPO (les plus 

hydrophobes) auraient donc une plus grande variabilité que les fractions TPH, elles mêmes 

plus variables que les fractions HPI (les plus hydrophiles). Cette tendance serait à confirmer 

avec l’ajout d’autres échantillons, notamment de la fraction HPI. 

 

b) Pyrolyse et RMN 13C 

 

En réduisant le nombre de variables, en enlevant notamment les résultats obtenus en 

chromatographie d’exclusion de taille et en se focalisant sur des paramètres structuraux 

(pyrolyse et RMN 13C), il a été possible de montrer une tendance entre les extraits HPO et 

TPH des différents traitements (T1 à T5). Les résultats sont présentés dans la figure 5.11. 
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Figure 5.11 : Discrimination des échantillons étudiés en fonction de composantes principales (Pyrolyse et 

RMN 13C) 
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Les résultats semblent montrer une évolution allant de T1 à T5 pour les extraits HPO 

et TPH de l’horizon profond (figures 5.11 et 5.10b). Les extraits HPO montrent une évolution 

de T1 à T5 en fonction du carbone aliphatique et des alkyl-benzènes alors que les extraits 

TPH montrent une évolution de T1 à T5 en fonction de l’azote. Pour les extraits TPH, un 

point particulier est à remarquer, il s’agit de l’extrait TPH du traitement T4. Cet extrait ne 

semble pas suivre l’évolution observée en fonction des composés azotés. Ce résultat parait 

logique puisque le traitement T4 ne subit pas d’amendement azoté régulier.  

Même si des différences sont visibles (les points ne sont pas superposés), ces 

différences sont très faibles et ne permettent pas de différencier radicalement les traitements. 

Cependant, le système mis en place il y a quelques années (dispositif assez récent) semble 

commencer à évoluer. 

 

Les faibles différences observées entre les traitements mais aussi entre les années 

(2007 et 2008) nous conduisent à regrouper les résultats obtenus afin de déterminer des 

moyennes, ceci dans le but de faciliter par la suite la discussion des résultats. Le tableau 5.15 

montre la moyenne des résultats obtenus pour les échantillons de 2007 et 2008. 

 

Tableau 5.15 : Moyenne des résultats obtenus pour les extraits de 2007 et 2008 
 

Echantillons HPO 
2007 

TPH 
2007 

HPI 
2007 

HPO 
2008 

TPH 
2008 

HPI 
2008 

HPO 0-
30 

TPH 0-
30 

Distribution 
sur résines 

XAD 
45 19 36 46 18 36 60 22 

Paramètres 
SUVA 1,3 1,2 0,8 1,3 1,2 0,7 2,4 1,5 

C/N 13,9 4,7 3,9 13,5 4,8 4,4 15,1 11,2 
RMN 13C (distribution relative moyenne %) 

C-C/C-H 53 47 28 50 36 30 33 29 
C-O/C-N 16 21 20 17 24 22 16 29 
O-C-O 4 4 7 6 10 7 8 13 

C aromatique 13 11 10 10 10 10 22 13 
COOH 10 13 20 13 17 22 17 14 
C=O 4 4 8 4 3 9 4 2 

Pyrolyse GC-MS (Distribution relative moyenne %) 
PS 30 31 - 33 31 - 34 43 

PHA 27 18 - 19 12 - 43 6 
PR 18 32 - 18 32 - 15 20 
AS 8 11 - 13 18 - 4 25 
AB 19 9 - 18 8 - 4 6 

Delta 13C -29,4 -27,2 - -27,8 -26,8 - -31,3 -24,4 
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III-2. Distribution des substances humiques et non humiques : corrélation avec 

l’aromaticité  

 

 Le protocole d’extraction sur résines XAD-8 et XAD-4 offre un outil de 

caractérisation simple des eaux par la détermination des proportions relatives des MO 

adsorbées sur chacune des résines. On parle de la distribution substances humiques / 

substances non humiques.  

Les travaux réalisés préalablement au LCME sur des eaux de surface ont montré qu’il 

existe une relation entre l’adsorption des MOD à pH acide sur les résines et le SUVA des 

eaux étudiées (CROUE, 2004), un SUVA élevé s’associant à une forte proportion de 

substances humiques (adsorbables sur résine XAD-8). La figure 5.12 reprend les résultats des 

travaux menés au LCME sur les eaux de surface en y ajoutant les données moyennes obtenues 

en 2007 et 2008 sur les eaux collectées à 105 cm de profondeur et celles correspondant à la 

solution de l’horizon de surface. Les moyennes prennent en compte les eaux de plaques et les 

eaux de bougies de façon indifférenciée.  
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Figure 5.12 : Corrélation entre le SUVA et  

la distribution des fractions HPO, TPH et HPI  

adsorbées sur résine XAD 

 

Les valeurs obtenues sont en parfait accord avec les corrélations préalablement 

établies. La matrice organique des eaux de sol collectées en profondeur présente des 

propriétés d’adsorption vis-à-vis des résines qui sont celles attendues en référence à leur 

SUVA. En profondeur les MO solubles des sols sont dominées par des structures à caractère 

non humique (non adsorbable sur XAD-8), résultats déjà abordés dans le chapitre 4 dont les 
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propriétés de sorption s’approchent de celles d’eaux de surface à faible COD et forte 

conductivité.  Forte conductivité s’apparente le plus souvent à forte teneur en Ca, élément qui 

favorise, par pontage, l’adsorption des substances humiques sur les matières particulaires et 

leur soustraction de la phase soluble. Les eaux de surface à forte conductivité sont des eaux 

généralement incolores caractérisées par des valeurs de COD faibles. Les différences de 

comportement vis-à-vis des résines enregistrées pour les MOS solubles de l’horizon profond 

et de l’horizon de surface rappellent donc les différences relevées entre les eaux de surface 

colorées riches en substances humiques (SUVA élevé) et les eaux de surface incolores 

pauvres en substances humiques (faible SUVA). 

 

III-3. L’azote organique dissous : Abondance relative et  distribution moléculaire 

 

Si l’on observe la relation entre le rapport C/N et le SUVA présentée dans la figure 

5.13, on remarque qu’à nouveau les résultats obtenus sur les extraits de l’horizon profond et 

de l’horizon de surface s’accordent avec la relation qui associe ces deux paramètres obtenus 

sur les extraits d’eaux de surface. A savoir, un faible SUVA correspond à un faible rapport 

C/N donc à une forte teneur relative en azote. 
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Figure 5.13 : Corrélation entre le SUVA et le rapport C/N 

d’échantillons d’eau de surface, d’horizons profonds et de surface 

 

Des travaux (non publiés) effectués au LCME ont permis de déterminer la distribution 

moléculaire du NOD pour des extraits isolés de la Loire. Les extraits étudiés possèdent des 

caractéristiques proches de celles observées sur les extraits de l’horizon de surface (Extraits 

de Loire : HPO SUVA : 2,9 et C/N=19,1 ; TPH SUVA : 1,9 et C/N =9,0). Les profils 

Horizon profond 

Horizon 
surface 
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chromatographiques obtenus sont présentés dans la figure 5.14. Aucune analyse n’a pu être 

réalisée sur des extraits d’eau de surface présentant des caractéristiques proches de celles 

(valeurs faibles) rencontrées dans les extraits de l’horizon profond. 

 Si l’on regarde ces résultats, on remarque que les profils des extraits d’eaux de surface 

se rapprochent de ceux obtenus pour les fractions isolées de l’horizon de surface (II-4). 

L’azote est proportionnellement plus abondant dans les faibles masses moléculaires qui se 

caractérisent également par un caractère peu aromatique.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.14 : Chromatogrammes obtenus avec le détecteur UV à 254 nm et azote pour 

les extraits HPO et TPH isolés de la Loire 

 

L’intégration des profils chromatographiques de la Loire a permis d’obtenir les 

résultats présentés dans le tableau 5.16. 
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Tableau 5.16 : Abondance relative (%) des pics identifiés dans les extraits HPO et TPH 

de Loire, de l’horizon de surface et de l’horizon profond (moyenne) (détection UV et 

azote) 

Echantillons 

Distribution relative (%) 

Pic 1 

2500 Da 

Pic 2 

1500 Da 

Pic 3 

1000 Da 

Pic 4 

400 Da 

Pic 5 

200 Da 

UV N UV N UV N UV N UV N 

HPOmoy horizon profond 15 0 22 12 28 21 34 67 1 0 

TPHmoy horizon profond  2 0 14 5 35 29 46 66 2 0 

HPO Loire 51 40 18 19 22 27 7 11 2 3 

TPH Loire 41 12 20 10 27 18 11 60 1 0 

HPO 0-30 47 36 26 20 17 26 10 8 1 10 

TPH 0-30 39 10 20 9 25 11 15 70 1 0 

 

 La distribution moléculaire du NOD de la Loire se rapproche de celle obtenue pour 

l’horizon de surface. Encore une fois, les résultats de l’horizon de surface sont similaires à 

ceux de l’eau de surface. L’horizon de surface et l’eau de surface présentent des structures 

insaturées (carbone aromatique) prédominantes au niveau des hautes masses moléculaires 

(pics 1 et 2) et une proportion très élevée de structures azotées de faibles masses moléculaires 

pour l’extrait TPH (pic 4, 60-70 %). 

Les extraits de MOD d’horizon profond présentent globalement des proportions plus 

fortes en structures aromatiques et azotées de faibles masses moléculaires que ceux obtenus 

au niveau de l’horizon de surface et de l’eau de surface. 

 

A partir des analyses en pyrolyse, il a également été possible d’étudier l’azote 

organique dans les extrais de l’horizon profond et de l’horizon de surface en comparaison a 

l’azote organique retrouvé classiquement dans les extraits d’eau de surface. Des travaux 

effectués au LCME ont permis d’analyser par pyrolyse flash plusieurs extraits d’eau de 

surface. Les résultats obtenus ont permis de déterminer la corrélation pouvant exister entre le 

rapport C/N des extraits et l’abondance relative en protéines + aminosucres calculée à partir 

des pyrochromatogrammes. La figure 5.15 montre la relation obtenue entre ces deux 

paramètres.  

 



Chapitre 5 : Extraction et caractérisation des matières organiques solubles des sols : horizon profond et horizon de surface 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 195

0

10

20

30

40

50

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Proteines + Aminosucres
 (Abondance relative %)

C
/N

 

HPO
TPH
HPI

R² = 0.74

 

Figure 5.15 : Corrélation entre le rapport C/N et l’abondance 

relative en protéines + aminosucres (%) obtenue par pyrolyse  

 

Les extraits de l’horizon profond et de l’horizon de surface sont de nouveau en accord 

avec la corrélation. Plus le rapport C/N est petit (plus de composés azotés) plus l’abondance 

relative en protéines + aminosucres est importante. Les extraits de l’horizon profond se situent 

dans la partie basse de la corrélation, leurs faibles rapports C/N correspondent à des 

abondances relatives en protéines + aminosucres plus importantes par rapport aux résultats 

classiquement observés dans les eaux de surface. La matière organique soluble des horizons 

profonds serait donc constituée d’une proportion de structure azotée plus importante que la 

matière organique des eaux de surface. 

La bonne corrélation entre le rapport C/N et l’abondance en protéines + aminosucres 

ne permettant pas de différencier fondamentalement les extraits d’eau de surface et ceux de 

l’horizon profond, il est également possible de comparer le rapport entre les protéines et les 

aminosucres. Le tableau 5.17 présente les résultats obtenus pour les extraits de la Gartempe, 

une rivière à caractère humique qui coule en Vienne,  ceux des extraits de la Seine, du Ribou, 

de l’horizon de surface et les valeurs moyennes obtenues pour les fractions isolées des eaux 

collectées en profondeur i.e. horizon profond. 
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Tableau 5.17 : Rapport entre les protéines et les aminosucres  

 

Echantillons Rapport Protéines/Aminosucres 

HPOmoy horizon profond 2,3 

TPHmoy horizon profond  2,1 

HPO 0-30 cm 2,8 

TPH 0-30 cm 0,8 

HPO Ribou 3,8 

TPH Ribou 2,9 

HPO Gartempe 3,1 

HPO Seine 4,0 

TPH Seine 2,8 

 

Les résultats obtenus montrent que la fraction HPO de l’horizon profond possède un 

rapport protéines/aminosucres inférieur à ceux obtenus en surface indiquant une plus grande 

proportion relative en aminosucres. Pour la fraction TPH, le rapport de l’horizon profond est 

comparable à celui obtenu pour les eaux de surface mais différent de celui de l’horizon de 

surface. En effet, le rapport de l’horizon profond est beaucoup plus grand que celui de 

l’horizon de surface montrant une plus grande proportion de protéines dans l’horizon profond 

et d’aminosucres en surface. Cette proportion relative importante en aminosucres dans 

l’extrait TPH de l’horizon de surface traduit une forte activité biologique car il est admis que 

les aminosucres proviennent généralement de résidus de parois bactériennes. En général, les 

aminosucres sont retrouvés dans la fraction de très haute masse moléculaire. L’extrait TPH de 

surface possédant une forte proportion d’aminosucres semble être particulier puisque la 

SEC/NOD (II-4) montre une forte abondance de structures de faibles masses moléculaires. 

 

Enfin, il est possible d’appréhender l’azote organique dissous en déterminant la 

relation entre le rapport C/N et le δ 13C. La figure 5.16 montre la corrélation obtenue. 
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Figure 5.16 : relation entre le delta 13C et 

le rapport C/N 

Figure 5.17 : relation entre le delta 13C et 

la profondeur des horizons 

 

Les résultats montrent que les extraits de l’horizon profond et de l’horizon de surface 

s’accordent avec la relation déterminée à partir d’eau de surface d’origines diverses. Cette 

relation met en avant que les fractions les plus hydrophiles (faible C/N) sont plus enrichies en 
13C. Les extraits de l’horizon profond avec des faibles C/N sont enrichis en 13C.  

La figure 5.17 montre l’évolution du δ 13C en fonction de la profondeur. Les résultats 

présentés ont été obtenus sur la MO globale, sans fractionnement. Ils montrent dans un 

premier temps que la MO est plus enrichie en 13C en profondeur qu’en surface. Résultats 

observés dans tous les extraits hormis l’extrait TPH de l’horizon de surface qui encore une 

fois est particulier. Enfin, les valeurs obtenues sur les extraits montrent un appauvrissement 

plus fort en 13C par rapport aux mesures effectuées sur le sol. Cette observation est logique car 

l’extraction sur résine permet d’extraire préférentiellement les structures les plus 

hydrophobes, les plus aromatiques avec un C/N faible. 

  
Les multiples analyses effectuées afin de caractériser l’azote organique dissous des 

horizons profonds, nous ont permis de montrer que les extraits de l’horizon profond et de 

l’horizon de surface suivent les corrélations établies à partir d’eau de surface. Les extraits de 

l’horizon profond sont enrichis en structures azotées et ont un caractère hydrophile plus 

marqué. Ce caractère hydrophile implique un enrichissement en 13C. Ces structures 

organiques azotées sont globalement de plus faibles masses moléculaires par rapport à celles 

de l’horizon de surface et des eaux de surface. 
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III-4. Des matières organiques dissoutes plus âgées en profondeur (Datation au 14C) 

 

L’accès à des mesures de datation au  14C est une opportunité que nous avons saisie 

pour cette étude de caractérisation même s’il est important de souligner que l’interprétation 

des données peut être délicate surtout pour le type d’échantillons qui nous intéresse dans ce 

travail. En effet le fractionnement isotopique qu’accompagne potentiellement notre méthode 

d’extraction sur résine ainsi que la possibilité de contamination par du carbone récent 

(produits chimiques utilisés) sont des éléments à garder en mémoire. La tentation était 

également trop grande de comparer ce type de données avec celles obtenues au laboratoire il y 

a quelques années sur les extraits isolés de la Loire à l’appui du même protocole que celui mis 

en place dans notre étude. Les résultats obtenus sur les extraits de la Loire ainsi que ceux de 

l’horizon profond sont présentés dans le tableau 5.18. Nous avons choisi de présenter à 

nouveau les deux séries de résultats obtenus sur nos extraits pour confirmer une nouvelle fois 

la reproductibilité des mesures. Les valeurs obtenues sur les extraits de l’horizon de surface 

n’ont pas été pris en compte puisqu’elles ont confirmé la contamination par des molécules 

marquées utilisées sur le site de l’ORE. 

 

Tableau 5.18 : Datation au 14C des extraits HPO, TPH et HPI d’une eau de surface et de 

l’horizon profond 

Echantillons 

HPO TPH HPI 

Corrected 

pMC 

Age 

conventionnel 

Corrected 

pMC 

Age 

conventionnel 

Corrected 

pMC 

Age 

conventionnel 

Loire 102,8 - 106,5/105,1 - 109,1 - 

Horizon 

profond 

2007 

95,52 ±0,28 370 ± 25 BP 91,29 ±0,33 730 ± 30 BP - - 

Horizon 

profond 

2008 

94,30 ±0,28 470 ± 25 BP 92,46 ±0,30 630 ± 25 BP - - 

BP : Before present ; pMC : pourcent Modern Carbon 

 

Les travaux de datation au 14C effectués sur la Loire permettent de montrer que la 

matière organique de la fraction HPO est plus ancienne que celle de la fraction TPH qui elle-

même est plus ancienne que la fraction HPI. Rappelons que le CO2 atmosphérique présente 
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une valeur de 108-109 pMC qui correspond à la valeur enregistrée pour la fraction HPI. Le 

carbone de nos extraits à bien une origine atmosphérique (carbone terrestre).  Ces résultats 

semblent être en accord avec la théorie de l’humification (Thurman, 1985) qui suggère une 

maturation plus avancée de matières humiques (fraction HPO) comparativement aux matières 

dites non humiques (TPH et surtout HPI). La teneur en 14C des échantillons de Loire semble 

évoluer avec le degré d’aromaticité de la matrice organique.  

En conservant à l’esprit cette tendance, la matière organique soluble des horizons 

profonds, en particulier la fraction HPO moins aromatique que la fraction équivalente isolée 

d’eau de surface devrait présenter des valeurs plus fortes en 14C. C’est la tendance inverse qui 

est observée, les extraits de MOD (HPO et TPH) de l’horizon profond affichent des valeurs de 
14C beaucoup plus faibles. Ce carbone organique soluble peu aromatique serait du carbone 

organique plus ancien que celui isolé d’eau de surface et vraisemblablement plus ancien que 

la fraction soluble du carbone extractible d’horizon superficiel. Ces observations et 

hypothèses sont en accord avec les données obtenues par CHABBI et al. (2009) sur les 

différents horizons du sol de Lusignan. (tableau 5.19). Ces données montrent en effet que le 

carbone du sol à des profondeurs proches de celle étudiée est de nature ancienne. 

 

Tableau 5.19 : Age en 14C d’échantillons de sols de l’ORE d’après CHABBI et al. en 

2009 

Horizons Profondeur (cm) 14C âge (année BP) 

SFe (langues) 100 750 

C (langues) 110-140 Récent 

SFe (matrice) 100 4296 

C (matrice) 110-140 5805 

  

La datation au 14C carbone permet donc de différencier la matière organique soluble 

présente en profondeur de celle retrouvée en en surface.  
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III.5. L’aromaticité : un paramètre discriminant ? 

 

III-5-1. Analyse Globale 

 

Le SUVA paramètre rendant compte du degré d’aromaticité des échantillons peut être 

mis en relation avec le pourcentage de carbone aromatique déterminé par RMN 13C. La figure 

5.18 montre la corrélation obtenue entre ces deux paramètres. 

 

 
Figure 5.18 : Corrélation entre le SUVA et la quantité 

de C aromatique détecté par RMN 13C 

 

La relation établie montre que plus le SUVA est élevé plus le pourcentage de carbone 

aromatique est important. Les extraits HPO avec des SUVA plus élevés possèdent des 

pourcentages en carbone aromatique plus importants que les fractions TPH quel que soit 

l’origine. Les extraits de l’horizon de surface et de l’horizon profond sont en accord avec cette 

corrélation. Le faible SUVA des extraits de l’horizon profond coïncide avec un pourcentage 

de carbone aromatique plus faible que celui observé dans l’horizon de surface et dans les eaux 

de surface qui présentent un SUVA plus fort. On sait par ailleurs que la nature des 

substituants des cycles aromatiques peut influencer de manière notable le coefficient 

d’extinction molaire de ces dérivés aromatiques et par conséquent leur SUVA. Nos résultats 

tendent donc à suggérer que les structures aromatiques présentent dans la MO soluble de 

l’horizon profond ne diffèrent pas significativement de celles incorporées dans les MO 

solubles de l’horizon de surface ou des eaux de surface. 
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 Même si les structures aromatiques semblent être globalement de même nature (accord 

avec la corrélation SUVA = f(C aromatique)), les caractéristiques de fluorescence des extraits 

de l’horizon de surface et de l’horizon profond montrent des différences importantes dans la 

nature des chromophores ; différences identifiées par les longueurs d’onde d’excitation et 

d’émission correspondant au maximum d’intensité de fluorescence (positionnement des 

chromophores dans les spectres EEM). Les figures 5.19 et 5.20 présentant respectivement les 

spectres d’émission (Ex = 280 nm) et d’excitation (Em = 410 nm) permettent de mieux 

appréhender ces différences. 
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Figure 5.19 : Spectres d’émission des 

extraits HPO, TPH et HPI de l’horizon 

profond et de surface (excitation 280 nm) 

Figure 5.20 : Spectres d’excitation des 

extraits HPO et TPH de l’horizon profond 

et de surface (émission 410 nm) 
 

 

Les MO de l’horizon profond seraient constitués, comme celles de l’horizon de 

surface, de deux fluorophores principaux.  

 La figure 5.16 met en évidence  un déplacement significatif des spectres d’émission 

vers les plus fortes longueurs d’onde pour les fractions de l’horizon de surface et de l’eau de 

surface (Gartempe) par rapport à celles de l’horizon profond. D’après COBLE (1996) et 

COBLE et al. (1990), ces observations confirment la présence de chromophores de plus 

faibles masses moléculaires dans les horizons profonds par rapport aux eaux de surface. Enfin 

les spectres d’excitation confirment ce décalage et mettent clairement en évidence des 

chromophores dans les horizons profonds qui se caractérisent par des bandes d’absorption 

beaucoup moins larges que celles enregistrées pour les autres extraits. Ce résultat permet de 

relever que ces chromophores s’apparentent donc à des structures plus simples que celles que 
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l’on retrouve dans la MO soluble de surface. Ce constat est en accord avec les données 

obtenues par chromatographie d’exclusion stérique SEC/COD sur les eaux collectées en 

profondeur.  

 La fluorescence apporte donc pour la première fois des éléments d’information 

permettant de différencier les extraits de l’horizon profond de ceux isolés de l’horizon de 

surface ou d’eaux de surface.  

 

III-5-2.  Présence de structures à caractère humique dans la matrice organique soluble 

des horizons profonds 

 

 Parmi les analyses moléculaires à notre disposition, nous pouvons nous appuyer sur 

les techniques pyrolytiques pour essayer de différencier les structures aromatiques présentes 

dans les différents extraits. 

 

 Les analyses en pyrolyse TMAH ont permis une étude qualitative des structures 

aromatique présentes dans les extraits. Les résultats montrent qu’on retrouve les mêmes 

composés aromatiques dans les fractions de l’horizon de surface et de l’horizon profond avec 

la présence des unités p-hydroxyphenyles, guaiacyles et syringyles attribuées plus 

généralement aux dérivés ligneux. Rappelons toutefois que la pyrolyse TMAH des sucres peut 

conduire à la production de dérivés semblables (FRAZIER et al. 2003). La présence de 

matières dites humiques ou à caractère humique dans l’horizon profond semble donc vérifiée. 

L’analyse des acides gras par l’ion m/z 74 permet d’identifier des acides gras avec des chaines 

carbonées allant jusqu’à C28 dans tous les extraits, information que les spécialistes des sols 

utilisent généralement pour justifier l’origine terrestre, humique, de la matière organique.  

 

Toutefois il est clair que si les matières humiques sont présentent dans l’horizon 

profond, elles se caractérisent par structures de masses moléculaires apparentes plus faibles, et 

de complexité moléculaire moindre. De plus, les données obtenues en pyrolyse flash, 

technique que l’on peut considérer comme semi-quantitative (BRUCHET et al. 1990), 

montrent des abondances relatives plus faibles en dérivés phénoliques. Les dérivés de type 

méthoxy-phénol, produits de pyrolyse caractéristiques des substances humiques comme 

l’atteste le pyrochromatogramme enregistré pour la fraction HPO de la rivière Gartempe 

(figure 5.22) ne sont pas identifiables dans les pyrochromatogrammes des extraits des 

horizons profonds 
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Figure 5.21 : Pyrochromatogramme d’un extrait HPO d’une eau de surface (Gartempe) 

obtenu en pyrolyse flash 

 

III-5-3. Identification de structures dérivées des terpènes 

 

Les données obtenues par pyrolyse MSSV ont permis une avancée majeure dans la 

recherche d’identification de structures aromatiques dans les MOD des horizons profonds. La 

caractéristique la plus frappante des produits de pyrolyse de la fraction HPO de l’horizon 

profond a été la plus forte proportion en alkyl-naphtalènes (ANs), en particulier les isomères 

alkylés C4-C5. La figure 5.22 montre la répartition des ANs C1-C5 détectés par pyrolyse 

MSSV sur la fraction HPO de l’horizon profond. Ces composés ne sont pas détectés en 

pyrolyse flash, les conditions thermiques plus douces de la pyrolyse MSSV permettent la 

libération de ces constituants biochimiques permettant ainsi la préservation de leurs modes de 

substitution. 
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Figure 5.22 : Chromatogramme des ions m/z 142+156+170+184+198 montrant la 

répartition  des alkyl-naphtalènes C1-C5 détecté par pyrolyse MSSV de la fraction 

HPO de l’horizon profond 

 

 Enfin, plusieurs phénanthrènes alkylés (figure 5.23) ont également été identifiés, ils 

fournissent des preuves complémentaires de la présence de matières organiques dérivées de 

terpénoïdes dans la fraction HPO de l’horizon profond.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5.23 : Chromatogramme des ions m/z 206+219+233 montrant la répartition des 

bio-marqueurs alkyl-phénanthrène (1,7DMP, rétène et méthyl-rétène) détecté par 

pyrolyse MSSV de la fraction HPO de l’horizon profond 

 

Les techniques pyrolytiques permettent de différencier la MO de l’horizon profond et 

celle de l’horizon de surface et des eaux de surface. La pyrolyse flash montre que la MO de 

surface serait constituée d’une plus grande proportion de méthoxy-phénol issue de dérivés de 

la lignine, alors que la pyrolyse MSSV confirme la présence de dérivés de terpénoïdes dans la 

MO des horizons profonds. 
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III-6. Analyse structurale : confirmation de la présence de terpènes 

 

Cette partie repose sur les travaux effectués par LEENHEER en 2000. Le protocole 

d’extraction des MO a été appliqué sur une eau de surface à caractère non humique, pauvre en 

MOD et de faible SUVA. L’absence de matériel humique dans ces eaux est associée à des 

phénomènes d’adsorption, de complexation sur des colloïdes minéraux (complexes argilo-

humiques) de hautes masses moléculaires. Les eaux pauvres en MOD et à faible SUVA sont 

souvent des eaux de forte conductivité, propriété favorisant la coagulation/floculation des 

matières organiques chargées de hautes masses moléculaires i.e substances humiques.  Ces 

caractéristiques se rapprochent de celles de nos eaux  collectées au niveau des horizons 

profonds. Pour cela, LEENHEER utilise les mêmes résines XAD que nous avons utilisées 

dans ce travail. Cependant, il utilise une double élution de la MO organique adsorbée. Dans 

un premier temps, il élue les deux résines XAD avec de la soude 0,1 N afin d’extraire les 

composés acides (fraction dite ionisée) puis il utilise un solvant acétonitrile/eau afin de 

récupérer la fraction neutre de la matière organique non adsorbée en milieu alcalin. Il obtient 

ainsi quatre fractions, les fractions HPO acide et neutre et les fractions TPH acide et neutre. 

Dans nos travaux, nous avons réalisé uniquement l’étape d’élution par le mélange 

acétonitrile/eau permettant d’extraire la totalité de la matière organique sans distinction des 

composés acides et neutres. Les résultats obtenus sur les différentes fractions en RMN 13C 

pour l’horizon profond, l’horizon de surface, une eau de surface étudiée au LCME et l’eau de 

surface faiblement chargée étudié par LEENHEER sont présentés dans la figure 5.24. 

Il faut tout d’abord noter que les fractions HPO et TPH de l’horizon profond possèdent 

des profils RMN 13C similaires avec une bande des composés aliphatiques majoritaire. Les 

profils des extraits de l’horizon de surface et de l’eau de surface (Réservoir du Ribou) sont 

également comparables avec une plus grande abondance relative en composés aromatiques. Si 

l’on compare ces résultats avec ceux obtenus par LEENHEER (2000), on remarque que les 

profils des extraits isolés des eaux collectées au niveau de l’horizon profond semblent 

comparables au profil obtenu par LEENHEER pour la fraction HPO neutre alors que les 

profils des MOD de l’horizon de surface et de l’eau du Ribou semblent plus se rapprocher des 

profils des fractions HPO et TPH acide. La matière organique de l’horizon profond serait 

donc constituée de composés à caractère neutre alors que la MOD des eaux de surface et de 

l’horizon de surface de composés à caractère acide. 

D’après LEENHEER (2000), la fraction HPO neutre serait dérivée de composés de 

type tannins et terpénoïdes. Les dérivés de terpénoïdes seraient des constituants majeurs de la 
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MOD des eaux souterraines, ce sont des structures ubiquistes des eaux naturelles 

(LEENHEER, 2005). 

 

Pour appuyer cette hypothèse, on peut citer les résultats obtenus en infrarouge 

montrant une plus grande proportion en groupement CH3 dans les extraits de l’horizon 

profond. Ces groupements CH3 sont généralement caractéristiques des terpènes 

comparativement aux substances humiques plus riches en groupements carboxyles. 

La disparition des SH dans les horizons profonds pourrait s’expliquer en partie par la 

technique du chaulage. En effet, tous les 10 ans, afin de réguler le pH des sols, un apport en 

carbonate de calcium est effectué sur les parcelles. Le calcium apporté pourrait donc par des 

phénomènes d’adsorption retenir les SH dans les horizons supérieurs.  
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 Figure 5.24 : Spectres RMN 13C des fractions HPO, TPH et HPI de l’horizon profond, de l’horizon de surface, d’une eau 
de surface étudiée au LCME et d’une eau de surface faiblement chargée en MOD étudiée par LEENHEER, 2000. 
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CONCLUSION GENERALE 

 

Les objectifs de ce mémoire étaient d’optimiser le protocole d’extraction des MOS par 

ultrasons ainsi que de caractériser le carbone organique dissous (COD) collecté des différents 

horizons via le dispositif de collecte mis en place sur le site de l’ORE-ACBB de Lusignan. Ce 

dispositif comporte des plaques lysimétriques, des bougies poreuses ainsi que des monolithes. Le 

sol étudié est un sol arable de type Cambisol avec une concentration en carbone total de l’ordre de 9 

à 10 mg.g -1 en surface et de 1,5 à 2,7 mg.g-1 en profondeur. Les analyses que nous avons réalisées 

ont montré que  les concentrations en COD sont de l’ordre de 10 mg.L-1 en surface et comprises 

entre 1,5 et 2 mg.L-1 en profondeur. Ces valeurs mesurées ici sont très proches de celles qui sont 

rapportées en générale sur les sols arables français. 

 

Le protocole d’extraction optimisé à l’eau de la MO des différents horizons a permis de 

montrer  que la concentration en COD décroit avec la profondeur des horizons du profil. L’étude 

sur le monolithe montre également une diminution de la concentration en COD avec la profondeur. 

Comparativement à l’eau pure (pH voisin de la neutralité) et comme attendu, les techniques 

d’extraction avec NaOH et CaCl2 permettent d’extraire des quantités de MO plus importantes (et 

comparables) quel que soit l’horizon retenu. Dans l’horizon de surface, la fraction de MO solubles 

dans l’eau pure représente environ la moitié (44%) du carbone organique extractible à la soude, 

cette contribution chute à 10-20 % pour les horizons profonds. Le protocole d’extraction utilisé joue 

donc un rôle important dans la quantité de matière organique soluble extraite. La comparaison des 

concentrations en COD par rapport à celles en carbone organique total des différents horizons 

montrent que la fraction soluble de la matière organique (COD) ne représente qu’une proportion 

infime de la MO, entre 1,3 % dans l’horizon supérieur et 0,5 % dans les horizons profonds.   

 

Le suivi des eaux collectées au niveau des PL et des BP a permis de mettre en évidence une 

évolution significative des teneurs en COD au cours du temps dans tous les traitements. Des 

variations cycliques des concentrations en COD ont été observées, avec une augmentation pendant 

l’hiver jusqu’au milieu du printemps suivie d’une diminution en fin d’année. En été après plusieurs 

mois d’une pluviosité insuffisante pour permettre un échantillonnage en profondeur, on observe une 

augmentation très significative du COD jusqu’à 4-5 mg.L-1. Cette valeur plus forte en COD 

s’associe à une augmentation de la proportion relative en structures de hautes masses moléculaires 

i.e. substances humiques. L’étude de l’impact des cycles de sécheresse-réhumidification à partir des 

monolithes peut expliquer en partie cette augmentation. En effet, la réhumidification brutale qui 

pourrait correspondre aux premières pluies après un été sec s’accompagne de changements 
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qualitatifs et quantitatifs importants sur la matière organique soluble des sols. Les premières eaux 

collectées montrent une augmentation significative des concentrations en COD, observée au niveau 

de tous les horizons. Cette matière organique est composée majoritairement de molécules 

hydrophiles de petite taille, qui semble être très biodégradable (disparition du pic en 

chromatographie d’exclusion de taille au bout de 10 jours). De nombreux travaux restent encore à 

réaliser pour pouvoir comprendre ce phénomène. Dans cette étude, seule une séquence 

d’assèchement-réhumidification a pu être réalisée. 

  

Les analyses réalisées sur les solutions de sol (protocole eau + US) et sur les eaux collectées 

par les PL et les BP ont permis d’aboutir aux mêmes conclusions. Le COD présente une forte 

diminution du SUVA avec la profondeur. Les valeurs en surface sont caractéristiques d’eaux riches 

en matériel humique, celles en profondeur caractéristiques d’eaux souterraines (faible teneur en 

COD, absence de couleur) confirmant la présence de structures non humiques à caractère moins 

aromatique dans les horizons profonds. Les analyses en chromatographie d’exclusion de taille ont 

permis d’appuyer les résultats observés avec le SUVA. Ainsi, une bande large centrée au voisinage 

de 40 minutes correspondant aux substances humiques, fraction de haute masse moléculaire 

(domaine de temps de rétention plus faibles) est majoritaire dans les horizons 0-20 cm et 20-30 cm 

par rapport aux horizons les plus profonds. Le résultat le plus marquant est l’augmentation 

proportionnelle des molécules de plus petites tailles moléculaires avec la profondeur de l’horizon 

considéré. Comparativement aux horizons supérieurs riches en substances humiques (plus 

aromatique) les horizons profonds 60-100 cm et surtout 100-140 cm se caractérisent par une 

proportion importante de molécules de plus petites tailles i.e. masses moléculaires (moins 

aromatique). 

 

Le fractionnement sur résine XAD a ensuite permis de mieux appréhender les caractéristiques 

structurales du COD de l’horizon profond en permettant l’utilisation de techniques d’analyses plus 

poussées. 

La distribution du COD établie pour les eaux des PL et pour des BP est relativement 

comparable à celle retrouvée pour les eaux naturelles. Le COD de l’horizon profond (105 cm) est 

proportionnellement un peu plus riche en substances non humiques (i.e. fractions TPH + HPI) que 

les extraits des eaux de surface et de l’horizon de surface. En accord avec la littérature relative aux 

eaux de surface (CROUE, 2004), l’extrait HPO i.e. substances humiques présente un rapport 

massique C/N (C/N HPO = 14) supérieur à celui obtenu pour l’extrait TPH (C/N TPH = 5). La 

fraction TPH est donc proportionnellement plus riche en structures azotées que la fraction HPO. 

Résultat confirmé par la chromatographie d’exclusion de taille détection UV et azote qui montre 
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non seulement une proportion plus importante de composés azotés dans la fraction TPH mais 

également une plus grande abondance de structures azotées de faibles masses moléculaires en 

profondeur par rapport à la surface. Ces résultats confirment une nouvelle fois ceux obtenus 

directement sur les eaux, avec une présence plus importante de structures non humiques. 

 

La caractérisation des différentes fractions HPO, TPH et HPI de la MO de l’horizon profond 

a ensuite été possible en s’appuyant sur des travaux effectués précédemment sur des eaux de surface 

au LCME. 

Les différentes corrélations établies (partie discussion chapitre 5) montrent que les extraits de 

l’horizon profond sont en accord avec les relations établies à partir d’eau de surface. Cependant, les 

extraits de l’horizon profond montrent encore une fois, une plus faible aromaticité avec un faible 

SUVA et un décalage des chromophores vers les plus faibles longueurs d’ondes, décalage montrant 

la présence de structures de plus faibles masses moléculaires en profondeur (COBLE (1996) et 

COBLE et al. (1990)). Cette faible aromaticité de la MO des horizons profonds peut s’expliquer par 

des processus de biodégradation (microorganismes…) ou « chimique » engendrant la simplification 

de molécules complexes (fortement aromatiques) en molécules plus simples (faiblement 

aromatiques). Les analyses IR sont elles aussi en accord avec la littérature, montrant une abondance 

importante de structures carboxyliques (COOH), confirmant la forte solubilité des MO dans l’eau. 

Ces résultats ont montré également une plus grande proportion de sucres dans les fractions TPH et 

une proportion plus importante de composés aliphatiques dans l’horizon profond confirmant la plus 

faible aromaticité et la présence de structures de plus petites tailles. 

 

La thermochemiolyse qui est une analyse quantitative ne permet pas encore une fois 

d’observer de différences significatives entre l’horizon profond et l’horizon de surface. Les résultats 

obtenus sont en accord avec ceux observés sur les eaux de surface et sur l’horizon de surface avec la 

présence dans tous les profils de dérivés d’acide gras à longue chaine (jusqu’à C28) et d’unité p-

hydroxyphenyles, syringyles et guaiacyles connues pour provenir majoritairement de dérivés 

ligneux mais également de dérivés de sucre. On observe également une proportion plus importante 

de dérivés de sucre dans les fractions TPH en accord avec  les analyses infrarouges et la littérature. 

Bien que la thermochemiolyse ne permette pas de montrer de différences significatives entre 

la MO de surface et de profondeur, les autres analyses moléculaires telles que la pyrolyse flash, la 

MSSV et la RMN 13C montrent certaines propriétés différentes. 

La pyrolyse flash qui est une analyse semi-quantitative semble en effet différente en 

fonction de l’origine des extraits. Les spectres de l’horizon profond montrent une proportion 

beaucoup moins importante de composés phénoliques notamment de méthoxy-phénols. Ces dérivés 
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sont connus pour provenir de la pyrolyse des structures de type lignine présentes dans la matrice 

organique des sols. Ces composés methoxy-phénols non visibles en pyrolyse flash sont 

certainement présents dans l’horizon profond mais en moins grande quantité puisque la méthylation 

en pyrolyse TMAH permet de retrouver les unités p-hydroxyphenyles, guaiacyles et syringyles 

issues de la dégradation de composés de type ligneux. 

 

Les résultats en RMN 13C obtenus par LEENHEER (2000) sur des extraits d’une eau de 

surface faiblement chargée se rapprochant des propriétés des eaux collectées en profondeur ont 

permis de mettre en avant une caractéristique importante du COD de l’horizon profond par rapport 

à la surface. Le fractionnement employé dans ces travaux a permis de séparer les composés acides 

et neutres de chacune des fractions HPO, TPH et HPI. La comparaison des résultats RMN 13C de 

ces travaux avec ceux obtenus dans ce manuscrit montre clairement que les profils de l’horizon 

profond semblent comparables au profil obtenu pour la fraction HPO neutre alors que le profil 

d’une eau de surface (Ribou) semble se rapprocher du profil des fractions HPO et TPH acides. La 

matière organique de l’horizon profond serait donc constituée de composés à caractère neutre alors 

que la MO des eaux de surface et l’horizon de surface de composés à caractère acides. Résultats 

appuyés par les résultats en IR montrant la présence plus importante de groupement CH3 en 

profondeur par rapport à la surface. 

Selon la littérature (LEENHEER, 2005), les fractions neutres seraient dérivées de composés 

de type tanins et terpénoïdes. Ces dérivés de terpénoïdes sont des constituants majeurs de la MOD 

des eaux souterraines. La MOD de l’horizon profond possèderait donc des similitudes avec les eaux 

souterraines. Les analyses en pyrolyse MSSV montrent la présence de composés de type 

phénanthrènes confirmant la présence de dérivés de terpénoïdes dans les horizons profonds.  

Par ailleurs les résultats de l’analyse de l’activité 14C des différentes fractions de COD (400-

700 ans) des horizons profonds peuvent s’expliquer par différents processus à savoir, par la 

déstabilisation du carbone ancien à travers le phénomène de minéralisation et/ou par la re-

mobilisation des molécules anciennes préalablement adsorbées dans la phase minérale. 

Au stade actuel, le mode d’occupation (culture/prairie) ne semble pas influencer ni la 

dynamique du COD, ni sa composition chimique. Ceci est probablement du à l’inertie du système. 

En effet le faible temps écoulé depuis l’installation du dispositif ne permet pas de dégager des 

différences significatives en termes de concentration et de structure du COD des horizons profonds 

des systèmes arables. Néanmoins, ces résultats peuvent être considérés aujourd’hui comme une 

caractérisation d’un état initial du COD et une valeur scientifique ajoutée incontestable surtout 

lorsque les variables de forçage appliquées au système auront fait suffisamment diverger les 

variables d’état du système (~10 ans).  
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La disparition des SH dans les horizons profonds pourrait s’expliquer en partie par la 

technique du chaulage. En effet, tous les 10 ans afin de réguler le pH des sols, un apport en 

carbonate de calcium est effectué sur les parcelles. Le calcium apporté pourrait donc par des 

phénomènes d’adsorption retenir les SH dans les horizons supérieurs.  

 
 

De nombreux travaux doivent encore être effectués pour caractériser la MO soluble des 

horizons profonds et  étudier l’impact des traitements sur le COD des sols. 

Dans un premier temps, des analyses complémentaires pour confirmer l’impact des cycles 

de sécheresse-réhumidification doivent être réalisées pour comprendre l’augmentation du COD en 

période estivale. Dans un second temps des analyses supplémentaires devront être menées afin de 

confirmer les résultats obtenus dans ce manuscrit, et caractériser ainsi l’état initial du COD du site 

de l’ORE. Il sera nécessaire également de continuer à suivre  les caractéristiques structurales des 

extraits HPO, TPH et HPI de la MO des horizons profonds, afin de comprendre l’impact des 

différents traitements sur le COD lorsque le système commencera à évoluer. Enfin, la 

compréhension de la disparition des SH dans les horizons profonds pourrait être étudiée en 

s’appuyant sur des travaux de chaulage de différentes parcelles. 
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