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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

A l'interface avec I'atmosphére, la biosphere, thysphere et la lithosphere, le sol
posséde un rdle majeur pour la faune et la flores des écosystémes tout en étant le support
des activités humaines. Il joue un réle irremplégad la surface du globe (concept de
« critical zone », Brantlegt al.,2006) et, tout en évoluant, garde aussi en ménibiigoire
des civilisations et des cultures (Gobail.,2010). Depuis le début de l'industrialisation au
19° siecle, le développement des activités anthrogigest accompagné de contaminations
de sols a des niveaux et de natures variables, ldentisques sanitaires, aussi bien pour
'Homme que pour I'ensemble des especes vivantessant pas encore toujours bien
maitrises.

De toutes les sources de contamination que soactestés industrielles, incinérateurs, trafic

routier, I'extraction miniere, par la productionélaoctable de déchets souvent fortement
contaminés en éléments métalliques et/ou métaipield I'une de celles étant a 'origine de
contaminations environnementales et en particultlss sols (soit par retombées

atmosphériques, soit par dépbts de déchets). Daitcéa plupart des pays ont mis en place
une législation de réhabilitation des sites min@us ou moins précise et exigeante (Le Roux,
2002). Quelle que soit la législation, la nature laeéhabilitation doit étre adaptée a la

configuration du site en tenant compte de la natticel niveau de la contamination.

Les sites pollués ne peuvent étre ignorés et saléicantaminer pour plusieurs raisons. lIs
représentent une source de contamination diffuse les eaux superficielles et souterraines
par lessivage ainsi que pour I'atmosphére sousdatemparticules éoliennes. L'étre humain
en sera la cible, soit par la filiére alimentageit par la voie pulmonaire. De plus, une pénurie
de sols de qualité pour la production alimentaitene population mondiale en croissance
s’annonce, occasionnée, entre autres, par la Qibatmn » de nos sols, également en Europe,
et par la production, au niveau mondial, de pla@dtescation bioénergétiques, suite a des
décisions politiques. Il est essentiel de réhahilies sites pollués vers la production, soit

alimentaire lorsque la qualité des sols le pers@t, bioénergétique sur les sols de moindre
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gualité. Pour cela, il est donc nécessaire de dppel des connaissances sur les pollutions,

leurs effets, leur maitrise.

Contrairement aux pollutions organiques, il n'exigias de voie de dégradation
biologique possible (notamment par les micro-orgiaueis) pour les éléments métalliques et
métalloides et les techniques classiques de déjpoll{’excavation par exemple, ...) sont
souvent trés cheres et peu respectueuses de daneiment. Actuellement, les solutions de
dépollution passent de plus en plus par l'utilizatde plantes ; c’est ce qu'on appelle la
phytoremédiation. Ce concept fut proposé au miliesiannées 90 et présenté dans une revue
par Saltet al. (1998). Il s’agit d’'une technique peu codteusdisant les plantes et visant a
limiter la dispersion de la contamination aux diigts compartiments environnementaux
ainsi qua la chaine alimentaire. Parmi les diffése types de phytoremédiation
(phytoextraction, phytodégradation, phytostabil@at phytovolatilisation et rhyzofiltration),
on distingue deux principes majeurs impliquant l&gétaux : la phytoextraction et la

phytostabilisation des polluants inorganisques.

La phytoextraction consiste en I'accumulation etdacentration des polluants dans la partie
aérienne récoltable de plantes a croissance rapidmlérent bien la contamination (Salt

al.,, 1998). Les plantes les plus efficaces pour la gentraction sont les plantes
hyperaccumulatrices comnieghlaspi caerulescensyperaccumulatrice du nickel, du zinc et
du cadmium, mais qui produit trés peu de biomasseeesera, par conséquent, pas une
solution satisfaisante dans la pratique. D’autrd, paette technique n’est envisageable que
pour les situations de contamination modérée etusar profondeur n’excédant pas 50 cm
(Vangronsvelcet al, 2009).

La phytostabilisation, par la culture de plantdgramtes aux contaminations, n’est pas une
technique de nettoyage et de décontamination gt parler, mais plus une stratégie de
management des sites contaminés visant a stabidiseéléments potentiellement toxiques
(EPTs — Eléments Potentiellement Toxiques) en \auénditer les phénomeénes de transferts
vers les eaux souterraines, de diminuer leur bpadigilité pour les végétaux (Vangronsveld

et al.,2009) et par conséquent de limiter la contaminadi® la chaine alimentaire.

L’extraction miniére est I'une des principales aitéis productrice de déchets souvent

a haute teneur en EPTs. En effet, le procédé dietkbn d’un minerai s’accompagne de

2
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I'extraction de la roche encaissante susceptil@ael’composée de phases minérales riches en
éléments meétalliques et métalloides formant endaitééchet minier. Ce dernier est alors
stocké et constitue le stérile. Dans le cas derbekion d’or, le métal extrait est souvent
associé a des arsénopyrites riches en arsenic aldgvear conséquent I'un des éléments
potentiellement toxiques du déchet minier. L'altéra des matériaux résultant de cette
extraction et par conséquent des phases primawmeslut a la formation de phases

secondaires potentiellement plus stables danteditions supergenes.

Dans les milieux contaminés, l'activité des micrganismes, une condidtiosine
guanonedu fonctionnement des sols, est susceptible d&@térée. Ces micro-organismes
jouent notamment un réle fondamental dans le ayetenutriments et dans la stabilisation des
sols, par conséquent, leur protection est assifaildabcelle de la qualité des sols. lls
interviennent dans le cycle de l'azote et en paligc dans la nitrification. La nitrification
étant la formation des nitrates (AOmacro-nutriments des végétaux) par oxydation de
'ammonium et avec comme étape intermédiaire len&dion de nitrite (NQ@), elle présente
donc un réle essentiel pour le fonctionnement ads. 4 'activité des bactéries impliquées
dans la nitrification est connue depuis longtempgisnrtécemment, le réle des archées
(Leininger etal., 2006) a également été mis en évidence par |'éludgeneamoA présent

chez ces deux populations.

Dans un contexte de réductions des gaz a effeene st d’'un besoin croissant de
trouver des énergies alternatives au pétrole, lemdsses végétales comme matériel de
combustion pour la transformation d’énergie sonplds en plus répandues en Europe. Ainsi,
pour la phytoremédiation de notre site d'étude rapie a la production de plantes
alimentaires, le choix s’est porté sur la gramiNMéecanthusx giganteusoriginaire d’Asie du
Sud Est et s’adaptant bien au climat des latitel@epéenne en produisant 15 & 25 t de
biomasse a I'hectare (selon le taux d’humidité eétalte). La décontamination des polluants
inorganiques serait associée a une utilisation @oaquement et écologiquement raisonnée

de la plante.

L’ensemble de cette étude portera sur les solslal@yés a partir des déchets miniers

d’'une ancienne mine d’or, entreposes sur un sitgrela fortement contaminés en meétaux et
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métalloides, en particulier en arsenic (As) maialégent en plomb (Pb) et en antimoine
(Sh).
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CHAPITRE |

Literature review

The risks of food chain and ground water contanonabesides the biological functioning of
the soil itself are the main consequence of sailtaxmination. Anthropogenization of soils
may lead to various degradations such as contaimmbl inorganic elements and organic
molecules. Thus, these types of soils have composdnd properties which differ from
natural soils. Since several years, soil clasgiboa include their description which will be

detailed here.

The following paragraphs describe the mining emmments and soil contamination by
metallic elements and metalloids. The focus is gige metals and metalloids contamination
of the soil-plant system with the aim of assesshmg transfer of these elements to plants.
After giving an overview on the methods of remeadmtof contaminated soils, another
paragraph outlines the recent development of seiencthis topic. The phytoremediation of
soils and the use dfliscanthusx giganteusare described in more details as a large patteof t

thesis focuses on this topic.

[.  Mining environment

[.1 Mining exploitation

Mining exploitation is basically the extractionafes and mineral raw materials which
are used in metallurgy and other technologies. hapb ores that are extracted are Zn, Pb,
Cu, Cr, Ni, Fe, U, Au, Ag and Sn. These elemergsracluded in rocks, mainly in the form of
veins in the bedrock. For example, in Portugalur&h phyllites host Sb and Pb-Sbh-quartz
veins (Braganca district); in the region of Durioetd, Sb-Au-quartz are mainly hosted by
schist metagraywacke complex as well as Ordovipiayllites and quartzites (Neivet al.,

2008). Besides metals, coal is also another resamnich is extracted in mines.
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Depending on the extraction process, solid wastesisually accumulated in tailings
near the mine. Moreover, some extraction procealsesuse water and other liquids leading
to wastes in the form of liquid muds. In this cas#ing wastes are generally evacuated in a
settling basin. A settling basin allows the coliectof all these muddy wastes to prevent their
spreading out in the environment. In some casesexifraction process generates tailings as
well as muds stored in a settling basin. All thesstes (tailings, settling basin, etc) induce
environmental risks. For example, in Hungary, & #&md of 2009 in the aluminum plant,
about 700 000 fhof red mud rich in metallic elements, As, as vl cyanide have been

spread out causing serious contamination of alsthieounding ecosystems.

|.2 Contamination sources

Mining activities produce huge amounts of wastegchviare usually contaminated at
different levels and might represent a local sowteontamination. Indeed, the bearing
phases forming the bedrock potentially containingtatic elements or metalloids might be
weathered, leading to the formation of secondagsphl which might be particularly harmful
for ecosystems and human health. For example,naina site in NovaScotia, Canada, the
gold deposit, naturally rich in arsenopyrites (F8AsIn the near-surface of the tailing,
sulphide minerals been have completely oxidizegadarodite (FeAs@) 2H,O) and Ca-Fe
arsenate as well as iron oxyhydroxydes. Theretosec elements remains in the secondary
bearing phases present in the tailing (Corriveaual., 2011). Moreover, depending on the
extraction process, elements supposed to be extr@etn remain in wastes increasing their
toxicity by oxidation leading acid mine drainagd€elfact that elements remain in the wastes
happened especially in the past when the extragiiooess was not optimal. Pollutants may
also remain in tailings because they were not #rgeted elements. Indeed, in the gold
extraction, As is usually associated to the ex#tatock and then remain in the wastes
although gold is the only targeted ore. The manag¢mof contaminated wastes is a key point
for the environment protection in order to prevany pollution spreading. Even if solutions
of wastes management exist, pollutions can spraafyodifferent ways: tailings, waters, air,

sediments, soils, risking contaminating the foodictand hence to affect human health.
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[.3 Regulations of mining sites

National and international laws classify soil pta by defining threshold values of
elements or pollutants concentrations. Sites thatctassified as polluted sites have to be
managed according to the laws and directives (faample the Directive 2006/12/CE,
European Parlement and Consil). In France, the tagslating polluted sites are rather well
established and describe all the steps requireitienmanagement of these kinds of sites.
Moreover, the law entitled ‘circulaire du 08/02/Z08uggests performing an analysis of the
initial state of the site in order to adapt theksigprevention. During the exploitation, the
prevention aims at anticipating pollutions of tmvieonment in the area of the exploited site.
The owner has to set up a survey of emissions itapaie the environment. In case of
pollution, it is of major concern to be able to acbrder to limit serious contaminations and

their spread out.

In case of the activity cessation, a specific ragjoh exists as well, and is the object of
another law, ‘circulaire du 03/12/93'. It impliegealistic treatment of contaminated soils and

sites by the evaluation of risks and of the vulbéits of each site.

[l. Soil contamination with metallic elements and met&bids
[1.1 Origin of elements in soll

[1.11 Natural origin
Under natural conditions soil evolution resultsnradhe alteration of bedrock and

degradation of organic matter which is interactimgh the mineral fraction. Soil is the
interface of dynamic exchanges between hydrosplhésphere, atmosphere and geosphere
(Gobatet al.,2010). All these interactions provide soils a ket in the dynamic of elements.
Indeed, the pedogenetic processes lead to formafim@mponents such as clays, Fe-, Al-
and/or Mn oxides and hydroxides as well as soiaoig matter, which regulate inorganic

pollutants mobility and availability.

The natural pedogeo-chemical concentrations catebeed as the concentration of elements

resulting only from geological and pedological msses, excluding all anthropogenic inputs.
8
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As a result, according to the local bedrock, thesesentrations markedly differ according to
the nature of the parental material and the typdeskloped soil (Baize, 1997). The natural
pedo-geochemical concentrations may also vary faonorizon to another one according to

processes of alteration, lixiviation, migrationsdistributions.

[1.12 Anthropogenic origin
Human activities did not change the global amouhtnetallic elements and

metalloids on Earth but mainly modified their distition as well as their chemical form and

their concentrations.
The main contamination sources are:

- Atmospheric deposits in the vicinity of industrieslinked to cars circulation. These
deposits reach soils, waters and plants. Concemigatare the highest near the
emissions source.

- Chemical and organic fertilization

- Pesticides

- Sewage sludge and waste waters

- Mining activities.

The contamination of soils caused by atmosphemposidons in the form of dusts or aerosols
is often associated to acid rains (Probistal., 1992). Persistent organic pollutants such as
PAH and PCB may also be introduced under the fofratmospheric deposits (Motelay-
Masseiet al., 2004). It was shown that the atmospheric pollgtaain spread over very large
distances as well (for example, from areas in Eei@pSouthern Norway) (Steinnes al.,
1997) and therefore contaminate soils which arediretctly influenced by human activities.
Another example is illustrated by Doualal. (2008) describing the urban soil contamination
generated by 2 smelters in Northern France (MatefeNord and Umicore) in Cd, In, Pb, Sb
and Sb and in lower concentrations in Ag, Bi, Cd big.

Under the direct influence of humartise situation can be different with respect todhality

and quantity of contamination. Since Neolithic, mghand metallurgical activities led to soils
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contamination by metallic elements and metalloit#ore recently, paleo metallurgical
activities in medieval period produced contaminatsigs which still represent a

contamination source for soils in the Mont-Lozéfeafice) (Baromt al.,2006).

Today, many other human activities such as for gtamagriculture are also a source of
contamination. Use of soils is generally connediedhe supply of the soil with other
materials, for example by fertilization and the a$gesticides which can persist or degrade
in more harmful metabolites (Arias-Estéwatzal.,2007). The use of inorganic fungicides Cu-
based represent high contamination of vineyards ibmareket al., 2010). Indeed, Cu is
usually immobilized by soil organic matter and/@&Mn (hydr)-oxides and hence superficial
horizons easily reach 200 mg CulkgMany pesticides also contain metallic elements or
metalloids such as As, Hg, Cu, Mn, Cd or Pb (Giedrdl.,2005, Atafart al.,2010).

Sewage sludges are also a major contaminationesagrthey often contain metallic elements
and metalloids. Thus, Denaet al. (2011) demonstrated a clear increase in total ehesn
concentrations 2 years after sewage sludge applicat a forest soils, especially in topsoil
(0-20 cm).

The only regulation existing about elements conedions in soils is related to sewage sludge
application. Limit concentrations in sewage slu@dge fixed for the next elements: Cd, Cr,
Cu, Hg, Ni, Pb and Zn. Table I.1 summarizes theseentrations.

Table I.1. Limit concentrations of few elements in sewagadges for application in

agriculture
Elements threshold Cumulated

concentration concentration in
(mg.kg*, DW) 10 years (g.rf)

Cd 10 0.015

Cr 1 000 1.5

Cu 1000 1.5

Hg 10 0.015

Ni 200 0.3

Pb 800 1.5

Zn 3000 4.5

Another major source of soil contamination is caud® industrial emissions. Mining
activities lead to soils heavily contaminated owinglissemination of contaminated particles

by wind and/or by runoff from tailings. Usually,ishtype of soil get a low organic matter
10
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content as well as low total N and available P I[eyBoularbahet al., 2006; Bousseet al.,
2010). Another example is the emissions of contatemh dusts by smelters which
contaminate strongly the topsoils in the surrougdanea. Thus, in the Zambian Copperbelt
region, concentration in Co, Cu, Pb, Zn and As2ate 7 times higher in the smelting area.
(Ettleret al.,2011).

Overall, the main sectors emitting metallic elersearte mining and metallurgical activities,
production of paints, pigments and inks, batteriekctronic compounds. Wastes of
manufactured products and incineration are alss®omn sources of metallic pollutions which
can possibly contaminate soils by deposition. Hgytmilitary activities and war also spread

out considerable amount of pollutants in soils.

We distinguish different kinds of pollutions: acerdal or chronic pollutions, local or
diffusive pollutions. Thus, accidental pollutiongpically happen by accident and hence
spread out pollutants. It can be for example aktttensporting dangerous substances after an
accident happened. Chronic pollutions corresponant@utflow which can be low but for a
long time leading finally to a serious pollutione. a storage cistern leaking. The local
pollutions are related to a localized and idendifsurce, for example to an industrial plant.
The diffusive pollutions result of pulverization darge surfaces, like in agriculture for
example (www.brgm.fr). In this case, the contamoratievel can be low but over large

surfaces.

1.2 Distribution of elements in soils

Soils harbor different kinds of compounds which dam in interaction with the
pollutants. These interactions also depend on thmgsigal-chemical properties of soils.
Overall, the speciation of the pollutants is thstfcriteria which influence interactions with
soil compounds and their mobility (Figure 1.1).

11
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[1.21 Physical-chemical properties
pH and redox potential are the two main parametdish may regulate interaction

between metallic and metalloid elements, and cestts of soils (Figure 1.1). They are of

prime importance in determining the mobility of rakents.

pH

pH mainly results of the dissociation of €@roviding protons (B arising from microbial
and roots respiration. pH is probably the featuhéctv influence the most metals mobility in
soils as well as metals retention by soil compané€htooda, 2010; McLean and Bledsoe,
1992). Overall, low pHs (2-3) favor metals mobiliby increasing their solubility and
changing the balance between precipitation andoldissn and the redox reactions. But
conversely, if elements are stable under anionim fiae. AsO,%...), their solubility increases
with the pH (Bourg and Loch, 1996).

Moreover, pH influences the surface charges ofs;layganic matter, Fe-, Al-, and Mn-
oxides by protonating and deprotonating the fumetiogroups of the surface particles
(Adriano, 2001).

Cappuyns and Swennen (2008) investigated the edfga changes on the metal release in
soils. Thus, leaching of Cd, Zn, Cu, Ni, Mn, Ca &adincreased clearly with a decreasing pH
(from 6 to 2) but Cu, Ni and Fe were also leacheden alkaline conditions (pH = 8-10). As a
result, adsorption site in soils are pH-dependdrg: number of negative sites for cations
sorption declines with a decreasing pH. Furthermaneer alkaline conditions, metals might
precipitate by inclusion in oxides, hydroxides, bzarates or phosphates. These authors
expected a higher As solubility at high pH, asdewrs for arseniate (As®) but they also
recorded high solubility at low pH. They attributids likely to the clays dissolution at pH 2.

The redox potential

The redox potentiakh, represents the airing state and moisture cowofesuils, and depends
on agricultural practices and weather conditioreddX reactions are due to electrons transfer
between an electron donor and an electron acceptwe. redox potential represents the
electrochemical potential or the availability oéeiron within a system (McLean and Bledsoe,

1992). Thus, lowEh values represent a low,@ontent and by decreasing values other

12
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electron transfers occur instead of oxygen, usingate, sulfur oxides or CO pH and
temperature are the two main parameters influencaapx potential (Bradet al., 2005)
under given aeration and moisture.

Three phenomenon influence metallic elements oaloeds mobility in soils: (i) a change of
the oxidation state of the element itself, (ii) lrange of the oxidation state of an element
linked to the inorganic element forming a solubbenplex and (iii) formation or dissolution
of bearing phases containing the inorganic polliggariBourrelier and Berthelin, 1998).

An Eh change influences directly solubility and ntibp of elements,i.e. the reduction of
AsV into the more mobile form, Aslll (Wilsoat al.,2010). Thus, a change in the oxidation
state leads to precipitation or dissolution of nsetdhe components which are the most
sensitive tdEh changes are Fe-, Al- and Mn-oxi-hydroxides andspkdixing metals, capable
to release these elements. Under oxidative comditimorganic pollutants might be released
by oxidation.Eh conditions also influence seriously the sulfurtista Thus, under reducing
conditions, metals are removed from solution asided minerals (Bradet al., 2005). At
mining sites this is one process that contributeshe pollution of mine drainage waters
(EPA, 2011).

Chuanet al.,(1995) demonstrated that, at constant pH valuetlmelubility increased with

a decrease in redox potential. Thus, acidic anduadied conditions favored metal
solubilization. Moreover, Frohnet al., (2011) showed that reducing conditions enhanced
methyl form of As and Sb in a floodplain soil. Thatgribute the higher mobility of Cd, Cu,

Mn, Ni and Zn to the dissolution of sulfides reliegsmetals under oxidizing conditions.

Temperature

The temperature influences the mobility of metalsails rather indirectly by modifying O
and CQ solubility, changing respectivelfEh and pH status in soils. In general, the
temperature is positively correlated to the reackmetic, particularly biological kinetic by
influencing microbial growth and activities. Bessdthe influence on biological processes,
temperature influences,@nd CQ solubility and hence modifies respectivélli and pH. As
a result, temperature also regulates stabilityhef ihineralogical bearing phases which are

directly linked to the behavior and mobility of therganic pollutants in soils.

13
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[1.22 Soil constituents
Oxides and Oxy-hydroxides

Oxy-hydroxides €.g ferrinydrite) and oxidese(g hematite) are amorphous or crystallized
components. Moreover, new synthesized forms resafh alteration. They are mainly
composed of Fe, Al, or Mn with OH groups and arevin to bear metallic elements and
metalloids (Bourrelier and Berthelin, 1998). Espéigihydroxides and also stable oxides are
able to fix metals and metalloids by exchange obh @HOH groups. For example, Vék et

al. (2008) demonstrated the affinity of Zn and Pb Fer and Mn-oxides whereas As had
mainly affinity for Fe oxides only.

Thus, under reducing conditions and acidic pH,gaaic pollutants are released owing to the
dissolution of oxides and oxy-hydroxides. As a Hhgsthis process mainly occurs in
hydromorphic soils and represents a potential pohiurisk (Bourrelier and Berthelin, 1998).
They play a major role in the dynamic of elemengépahding on the physical-chemical

conditions.

Organic matter

Soil organic matter consists of (i) living organsn{ii) soluble biochemical (amino-acids,
proteins, carbohydrates, organic acids, polysaab#sr lignin...) and (iii) rather insoluble
humic substances. Organic matter plays a majorimateetal(loid) dynamic in soils (McLean
and Bledsoe, 1992). Humic acids, molecules of mighlecular weight, may interact with
elements in soils through: (i) formation of solubt®mplexes with ion metals, (ii)
precipitation of metal ions by reduction or sorptiprocesses, and (iii) modification of the
sorption behavior of mineral surfaces or colloigerticles (Wood, 1996). Biochemical
interactions form water soluble complexes with nsetacreasing their mobility (McLean and
Bledsoe, 1992). On the other hand, Clemesital., (2010) demonstrated that addition of
green waste compost (GWC) that supports biologaivity increased solubility and
mobility of both metals and metalloids increasihgit plant uptake, phenomena recorded 2

years after the application of GWC.
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Clays - phyllosilicates

Phyllosilicates are composed of succession ofhetheal and octaedral sheets. Tetrahedral
sheets are formed of tetrahedrons (¥i®@hereas octaedra sheets are formed of octahedron
(Alx(O,0H)). Substitutions may occur and lead to chargesitleliherefore, phyllosilicates
are negatively charge arate able to fix metals and metalloidsg they are strong As
binding (example with bentonite) (Kumpieee al., 2008). pH do not influence the surface
charges of clays. Violante and Pigna (2002) dennatest that phyllosilicates particularly rich

in Fe {.e. ferruginous smectites or nontronite) were vergdife in sorbing As@® Overall,
Dynamic between clays and elements is also verypt®ndue to the large amount of clay

structure.

Sulfur, sulfate

Acid sulfate soils usually developed from sulfudiseents. The exposition to ambient air of
sulfurs bearing deposits oxides sulfur and releasek Here, an example is given with pyrite
(FeS):

FeS (s) + 15/4Q + 7/2H,0 > Fe(OH} (s) + 2SQ” + 4H'

Therefore, if the acid release exceeds the soib@gpto neutralize the acidity, pH may
strongly decrease (between 2 and 4). Grégex., (2011) demonstrated that As and Pb were
sequestered during jarosite [IR€SOy),(OH)s] precipitation forming Pb-As-jarosite
corresponding to a sink for these elements in swifhte soil. Therefore, elements such as As
and Pb are trapped into secondary bearing phases afre thermodynamically more stable
under oxidative conditions (Roussglal.,2000).

[1.23 Interactions between elements and solid phase
According to physical-chemical properties and gpetof constituents, many different

interactions between elements and solid phase othermain interactions are precipitation /
dissolution, and adsorption/desorption (Figure.l.1)
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Figure 1.1. Basic processes of adsorbate molecules and atomgatal-water interface, after Manceatal.,
2002. Letters refers to: a) physisorption; b) ctezmption; c) detachment; d) absorption or inclusjiompurity
ion that has a size and charge similar to thosmefof the ions in the crystal); e) occlusion (peiskof impurity
that are literally trapped inside the growing caystf) attachment; g) hetero-nucleation (epitaxgedwth); h)

organo-mineral complexation; i) complexation totesaal exopolymer

Adsorption / desorption

Adsorption of an element is a specific form of simnp and is defined by the fixation of an
element at the surface of a soil constituent. Béigicit is ‘an accumulation of sorbate at the
interface between an aqueous solution and a sdfidreent phase’ (Bradi al., 2005). The
physical-chemical parameters which mainly governstals adsorption are pH, redox
potential, clay, soil organic matter, Fe and Mndes, and calcium carbonates. Anion
adsorption is correlated to Fe and Mn oxides, pHi r@alox potential (McLean and Bledsoe,
1992). Desorption is the opposite phenomenon amdeheorresponds to the release of the
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fixed element. The main components able to ads@talsior metalloids are organic matter,
oxi-hydroxides, clays, carbonates and sulfates.

Dissolution / precipitation

These phenomena are mainly sensitive to changetheofredox potential as well as
acidification. Acidification, attacking phases wit leads to their dissolution and hence to
the release of metals and metalloids. Dissolutieleases elements which may be into a

crystal network. Precipitation is the formationao$olid phase and may include pollutants.

I1.3 The main studied elements: As, Sb and Pb

[1.31 Arsenic
Arsenic (noted As) is a metalloid having chemicaigerties of metallic elements as

well as a non-metallic elements. It has 3 diffe@xitation states: As(O), As(lll) and As (V),
with As(lll) dominating in reduced environmental nclitions and As(V) more stable in
oxidizing conditions. As(lll) is the most toxic for(Webb, 1966; Aptet al.,1986; Pokrovski

et al., 1996; Hirancet al.,2004). The methylation of As is also particulaibngerous (Dopp
et al., 2004). Thus As can lead to serious diseases ssiatarzcers, skin disorders, blood
circulation troubles or stiffness.

Overall, As pedogeo-chemical concentration in undmed soils ranges between 1 and 25
mg.kg" (Baize, 1997) and occurs naturally in soils. TrEmAs bearing phases in rocks are
arsenopyrite (FeAsS), orpiment (&) and realgar (AsS). In soils, As mobility is mainl
controlled by adsorption/desorption processes aoprecipitation with metal oxides,
particularly Fe oxi-hydroxides. Adsorption is pdssi by exchange of As for QHor OH
groups on Fe oxi-hydroxides surface (Kumpieneal., 2008). Besides adsorption, As may
also move in soils under paticles forms.

Since the industrial revolution, large amounts aktes with high As concentrations resulted
from mining and metallurgy (Northt al., 1997). The exposition to precipitations generated
acid solution (acid mine drainage). As a resutera5 years old of inactivity, the wastes of a
former Sb mine are drained and waters show coratéis in As and Sb respectively of
78 ng.L* and 32 pg.I. The bedrock was rich in As- and Sb-bearing phaseh as stibnite
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(ShSs), arsenopyrite (FeAsS), galena (PbS), sphaldiie-Fe)S) and pyrite (FeS) (Casktt
al., 2007). These drainage waters have high influencleuman health and are recognized to
be high carcinogenic (Nodstrom, 2002). Nowadayserac is used industrially in the
manufacture of numerous products including glassaroics, electronics, cosmetics, and
fireworks (Smithet al., 1998). In the latter half of the 20th century, Vas also widely used
in pesticides and herbicides formulations and imavpreserving, although such use is now
declining (Azcue and Nriagu, 1994).

Arsenic is not an essential element for plants, lbut concentrations sometimes enhance
plant growth (results published f@partina alterniflora Carbonellet al., 1998). Some
species are even able to hyperaccumulate i&s,Pteris vittata and Pteris calomelanos
(Francesconet al., 2002; Xiaoet al., 2008). Due to the chemical similarity of arseniatel

phosphate, arsenate can be uptaken by plant Isathe transporters.

[1.32 Antimony
Antimony (noted Sb) is also a metalloid. It occaegurally in soil at concentrations

ranged between 0.3 and 8.4 mg'k@urciego et al., 2007). It has a large range of use:
manufacture of semiconductors, diodes, flamepret#rdants, lead hardener, batteries, small
arms, tracer bullets, automobile brake linings, piginents (Filellaet al.,2002).

Sb occurs naturally in soils originating by weathgrof soil parent material. Stibine (55)
and valentine (Sl©3;) are the 2 main Sb bearing phases (Filgtaal., 2002). In the
environment, Sb occurs mainly as Sb(lll) and SHflella et al.,2001). As arsenic, Sb (lll)
is the most toxic form and overall, Sb biochemlzahavior is comparable with As (Bab@ta
al., 2008).

There is little literature reporting uptake, toxycitransport and mechanisms of Sb toxic
effects toward plants. Bebukt al., (2008) assume that after uptake, toxic Sb (llhhfas
converted to less toxic Sb(V) form, and conseqyentbmplexed with proteins
(phytochelatins?) or carbohydrates and stored ¢nalas of plant cells.

Hammel et al., (2000) described soils from a mining area withhhigb concentrations,
reaching 500 mg.ky although with Sb content in plants similar to ma from
uncontaminated areas. As a result, the hazardaithhis not expected in this case. Flygin

al., (2003) also recorded a very low mobility for tlelement despite total content of up to
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700 mg.kg" and did the same conclusion as Hametedl, (2000). Thus, Ettleet al., (2010)
studied Sb speciation in agricultural and foredssdose to a former Pb Smelter emitting Sb.
They found that Sb is less mobile than As, as imenly linked to amorphous or less
crystalline Fe-oxides and to residual fraction ofl.sBut, Sb can have a high affinity for
organic matter (Wilsoet al.,2010): humic acids could have the capacity to tflogvmobility

of Sb and could participate to the transformatidrSb (Ill) into the less dangerous form
Sb (V) in contaminated soils (Steedt al, 2007). Overall, interactions between Sb and
organic matter are quite complex. Filella (2011nauodes his review by explaining that there
is no satisfactory explanation for the differentt&havior in waters and soils, at the moment.
Indeed, in waters, Sb is mainly under dissolvedhfaamely very mobile whereas in soils, Sb
is strongly bound either to Fe oxides or the natorganic matter. Thus, he suggests to
proceed investigations especially with respecth® $trong role of pH in Sb binding by
organic matter and Fe.

Few plants have been described as potential Sbcduoaulators: Dittrichia viscosa
(Murciego et al., 2007), Digitalis purpurea Erica umbellata Calluna vulgarisand Cistus
ladanifer (Prataset al., 2005).Agrostis capillarisis the only species able to grow at a highly
Sb, As polluted site close to a former Sb mineRymenees) with acidic pHA. cappilaris
shoots accumulated 240 mg Askand 68 mg Sb.k§ The authors attribute the Sb tolerance
of this plant to efficient exclusion. However, théyed to perform a pot culture under
controlled conditions and. capillaris (commercially seeds) was unable to germinate en th
severely contaminated soil. The commercial vangitook much higher concentrations than
the metal tolerant ecotype from the field. Thisprebably due to better water availability
leading to higher transpiration rate and mayberiagahigher metal uptake.

[1.33 Lead
Natural Pb concentrations in soils range betweean® 50 mg.kg (Baize, 1997).

About 240 minerals contain Pb: galena (PbS), ceer{PbCQ) and Anglesite (PbS) are
the most important economically. Pb has been usede sAntiquity, therefore, Pb
contaminations are probably as old as civilizatiShotyk and Le Roux, 2005). Among the
different oxidation state, Pb (1) is the most coomrat Earth surface. The others are Pb (1V)

and Pb (0). This element is implied in many indastfields and under different forms:

19



Chapitre I. Literature review

metallic Pb (lead-acid battery components, weldiRf-Sn)), PbO (batteries, incinerators
ashes). It was also added in paints, petrol-gastigues... (Rubyet al., 1999). Soil Pb
contamination is mainly due to atmospheric depositsvever, Pb has been banned or in
process to be banned from many products (painpligas water pipes...) because of its
toxicity.

In their review of soil contamination by lead, Maskand McBratney (2001) summarize and
analyze a large number lead surveys of agricultunddan and industrial areas in different
countries. Next to the spatial distribution of leamhcentrations, the authors review a large
number of studies that show that the exposuredd teay cause adverse effects to human
health and the environment. A more recent studyp\S# al., 2006) uses the data of the
French soil monitoring network to analyze the &ald contamination around Paris and states
that there is a strong gradient of anthropogenicksiof Pb around the urban Paris area
corresponding to an average accumulation of 58tk

Pb is known for his affinity with organic mattert(®vn and Sparks 2000) but, due to a
complex set of parameters including soil textureneralogy, pH and redox potential,
hydraulic conductivity, abundance of organic ma#ted oxyhydroxides of Fe, Al and Mn, it
is very difficult to propose any general conclusigagarding the fate of anthropogenic Pb in
soils. Besides soil parameters, external factoch @limate, site and nature of the parental
material can influence Pb evolution in soils. Aeetcmodelling study (Caboclet al., 2010)
used 25 soil samples from sites that were contaednay Pb by mining and smelting, states
that bioavailability of Pb was highly determinedthg Pb-bearing phase distribution.

Few plant species are known to accumulate BMassica juncea(Kumar et al., 1995),
Helianthus annusNicotiana tabaccumVetivera zizanioide (Boonyapookanat al., 2005).

Pb phytoextraction usually needs to be coupledh&latant addition like EDTA improving
the accumulation in plants. Nevertheless, kiual., (2008) reported the list of the 5 Pb
hyperaccumulatorsArmeria martima Thlaspi rotundifolium Thlaspi alpestre Alyssum

wulfenianumandPolycarpaea synandra

[1.4 Micro-organisms in contaminated soils

Microbes play a decisive role in the cycling offogen and organic matter in soils and

thus have an important function in soil ecosystetss function can be degraded by the
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contamination of the soil by heavy metals as reekwy Gilleret al. (1998). The authors of
this review focus on agricultural soils contamimbateéy sewage but the threshold
concentrations of pollutants that reduce the mialddioinction may be also valid for mining
sites and other Anthroposols.

In contaminated soils, micro-organisms have to oefph high concentrations of different
heavy metals. The microbial community is affectgdhigh concentrations in heavy metals
which expresses in disruption of their growth, thsiructure, their diversity and their
enzymatic activity (Haferburg and Kothe, 2007).

For example, they are known to be implied into awitie drainage. In mining area where
sulfides ores are exposed to air and water, contreanof autotrophic and heterotrophic
archaea and bacteria catalyze iron and sulfur tiriavhich generate highly acidic toxic
solutions. This phenomena corresponds to acid miagage (AMD) (Baker and Banfiel,
2003). AMD implies very important microbes-mineraigeractions leading to dissolution of
sulfide minerals. Microbes are metabolically actexeen below pH 2. Fe also plays a major
role as micro-organisms use*fas electron donor to satisfy their energetic detaaRyrite
(FeS) is the typical dissolved mineral (Haferburg anotie, 2007).

Some micro-organisms can adapt to toxic environmeguarticularly to As toxicity (Dukeet
al., 2005). Thus, As can be oxidized, reduced biomethyccording to redox conditions of
the environment. Depending on its speciation, Abilitp and subsequently toxicity will be
different. The resistance mechanism is due to aiceu arsenate uptake whereas the
concentration of phosphate transport into bacteelés is increased (Willsky and Malamy,
1980). However metallic elements are rather knawretuce microbial activity (Smejkalova
et al., 2003). Arsenic is toxic to most micro-organismsaasl as antimony, especially their
As(l1l) and Sb(lll) forms (Dopsoet al.,2003, Wanget al.,2011).

Haferburg and Kothe (2007) summarized the main obiat strategies of metals resistance
(Figure 1.2). Thus, they relate metal resistanc@ljantra- and extra-cellular mechanisms, (2)
metal excretion via efflux transport systems, (3hding and detoxifying metals by
sequestering compounds of the cytosol, (4) boundimyfixation of metals by the release of
chelators into the extracellular milieu and (5)mimn to the cell wall which is prone to bind

large amount of metal, preventing the influx.

21



Chapitre I. Literature review

Sorption

2 > M-XX X M-X
M 1111

Export of chelating

, \ Intracellular
compounds X sequestration
M2+ X X M- XdMZ+ M2+
2
A M T Efux
transporter
M-X

M2+

Figurel.2. Overview of microbial resistance mechanisms. ()Qel constituents interacting with metal cations,
(M) — Metal Cation (Haferburg and Kothe, 2007

[1l. Technosols

I11.1 Definition and nomenclature

In the case of mining soils, as well as in urbad smburban areas, the soils are often
so seriously influenced by humans that their undading is a growing concern (De Kimpe
et al.,2000). Special nomenclatures have been elaborated.

Thus, soils strongly influenced by human activittesitain artefacts. Rossiter (2007) defines
artefacts as ‘material created or substantially iffestiby humans as part of an industrial or
artisanal manufacturing process and with more g8 tkeir original properties’. Artefacts also
include ‘material excavated from a depth where thesre not influenced by surface
processes, with properties substantially differéwim the environment where they are
placed’. Examples of artefacts are bricks, pottgtgss, crushed or dressed stone, industrial

waste, garbage, processed oil products, mine apditrude oil.

Both World Reference Base (FAO, 2006) and Réféserfedologique (2008) (French
nomenclature) named these types of soil respegtagl Anthrosol, Technosol (WRB) and

Anthroposol (Référentiel Pédologique).

In WRB, Anthrosols are soils that have been profipymodified through human activities,
such as addition of organic materials or househe#ktes, irrigation and cultivation.

Technosol, from Greelktechnikos “skillfully made”, are soils dominated or stroggl
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influenced by human-made materials and correspandsdils whose properties and
pedogenesis are dominated by technical origin.rTpeiental material is made of all kind of
materials ‘made or exposed by human activity thevise would not occur at the Earth’s
surface’. They can also be sealed by technical hackl. Artefacts are of different natures:
wastes (landfills, sludge, cinders, mine spoils astles), pavements with their underlying
unconsolidated materials, soils with geomembrames @nstructed soils in human-made
materials.

In Référentiel pédologique, Anthroposols are defias soils strongly modified or made by
humans. In this nomenclature, many different typee distinguished: Anthroposol
Transformé, Antroposol Construit or Antroposol Restitué, Anthroposol Artificiel and
Anthroposol Archéologique (Figure 1.3).

- Anthroposols Transformés result of anthropogenidifieations occurring in country
areas to improve soil fertility and to harvest suéint food to feed populations. These
modifications are usually former modifications (dgdields, terraces, oasis).

- Antroposols Construits or Antroposols Reconstituésult of operations of
“pedological engineering”: it aims at getting al s fertile as possible for example, in
case of revegetalization.

- Anthroposols Atrtificiels entirely results of humanputs of various materials. It
usually corresponds to areas with high human aiesvisuch as urban, industrial,
mine, artisanal and road areas.

- Anthroposols Archéologiques are soils containingrier modifications namely soils
developed from materials entirely impacted by amiciéarcheo-anthropogenic)
activities resulting in the parental material o tturrent soil (representing more than
50 cm thick).
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Figure 1.3. The different types of Anthroposols adapted from Reférentiel Pédologique (2008), French nomengatu
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[11.2 Examples of Technosol / Anthroposols

Technosols / Anthroposols are soils including acef (technogenic materials) and
resulting from incorporation by humans. For exampteamount of fertile soil rich in humus
can be added to a soil made of materials withoytaganic content. In urban areas, most
surfaces are sealed preventing all energy exchgnugaly water and gas) between soils and
atmosphere, and disturbing biotas as well by affgall organisms (Scalenghe and Ajmone
Marsan, 2009). Indeed, the sealed soil is totafiparmeable to water inflow. One of the
consequences is the increase of the amount and speenoff, hence, increasing the risk of
erosion of unsealed areas. Scalenghe and AjmonsaMg2009) reported that the runoff
waters are also charged of pollutants, especiallyhe case of highways and pavements
adjacent to roads. Theses authors also explainstdstaling soils lead to a decrease of
biodiversity.

However, despite of the presence of external elésrgrch as paper-mill sludges, green waste
compost combined to thermally treated soil, sontbas recorded pedogenesis phenomena
(Séréet al., 2010): physical and chemical changes of the pameaterial in a first phase.
Indeed, for example, soil compaction is recordedra30 months as well as a decrease of
available water content. Finally, an intense wedatigeof soluble minor minerals is also
measured. The second phase is rather pedogenigesharhich occur in natural soils under
similar pedoclimatic conditiond,e. decarbonatisation or aggregates formation. Thezef
constructed soils can behave like natural soils§8¢al., 2008). Furthermore, constructed

soils are a nice way to reclaim these surfacesedisaw to recycle wastes and by-products.

IV. Metals and metalloids in the soil-plant system

IV.1 Bioavailability and phytoavailability

The toxicity of an element is governed by its cartcaion in a system, its speciation
and therefore its capacity to be mobile. Thus,kioavailability of an element is the fraction
of a total element which is in the interstitial eatnd soil particles which is available to the
receptor organisms (Vigt al., 2003). Basically, it is defined as the fractioniethcan
potentially be absorbed by plants or other livirengs (Lebourget al., 1996). As a result,
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bioavailability depends on species, age of thetpleudtural practices, type of soil, depth...
we can also define the bioavailability as the cépaxf an element to be transferred from the
soil fraction to a living organism (Baize, 1997herefore, when the organism is a plant the

term phytoavailability can be used.

The need to assess the bioavailability toward asgas or plants is of major concern. Indeed,
the most an element is available the most organ(fmsa or flora) will have the possibility
to uptake it or even accumulate it. The availapibf elements for plant is defined as the
phytoavailability. Moreover, this method allows @ssing the phytotoxicity risk and as a
consequence the potential risk of contaminatiofoodl chain.

The most suitable tool to assess bioavailabilitioistudy the organisms itselfg, the plant,
Figure 1.4. by measuring elements concentratior@ants. But, this type of measurement is
laborious and expensive.

Chemical reagents, by realizing selective chemiedlraction, can substitute to direct
measurements on the studied organism. The chemgeaent is supposed to target a
determined fractiome. the bioavailable fraction. However, the term @dréixtraction appears
to be more suitable as far as we are never entgly to extract only the required fraction:
the reactant might also extract element linkedtheosoil fractions. Finally, we are also never
sure to extract the entire fraction.

As a result, many chemical reagents are knowngmesent the availability of an element but
no agreement has been found about the most accuoratbod for the estimation of

bioavailability.

The different chemical reagents are the next one:

- Chelating agents such as EDTA (ethylene diamineadegtic acid) or DTPA
(diethylene diamine pentaacetic acid). For exanIpléPA is commonly used to
determine the fraction of elements bounded to acgaomplexes and hydroxides
(Beckett, 1989).

« Neutral salts such as CaCMgCl,, NaNG;,

« Acid extractants such as acetic acid, chloric acid

« A-RHIZO method which is a mix of organic acids (lac acetic, citric, malic and
formic acids to a final concentration of O reflecting the root exudates and their
action on the solubilisation of elements being poédly phytoavailable (Fangt al.,
2007).
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Menzieset al.,(2007) demonstrated that neutral salts (Ga@Gtl NaNQ 0.01 M) provide the
most useful phytoavailability estimation of Cd, &, Cu and Pb.

Given the difference in ionic speciation betweentaise and metalloids, the suitable
extractants for metals are not the same as forliviea Wenzelet al. (2001) adapted a
sequential extraction procedure to arsenic. Tts §itep uses ((NHJR(SO,) 0.09M) to extract
the As mobile fraction; this reactant might be meugable to assess arsenic availability.
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Figure 1.4. General pattern of mobility and transfer of elerséntthe soil-plant system, after Deneux-Mugtin

al., (2003). M represents metal. M’ represents thente&al under a bioavailable form. C is competitilerm@ents
which can be uptaken by the plant instead of thiaime

If phytoavailability is determined by measuring rents concentrations in tissues of the
plant, different ratios can describe the plant begraoward its ability to accumulate elements
or concentrate the element and translocate theeeleto aerial parts. Thus, the two main
ratios commonly used are (i) the bioaccumulatiaridia(BCF) defined as the ratio between
the concentration in roots and the concentratiothesoil and (ii) the translocation factor
(TF) which is the concentration in aerial partsididad by concentration in roots. If TF is
higher than 1, the plant can be considered as aragpumulator namely a plant which
accumulate the pollutants in its tissues (Betdil.,2005). Recently, Let al. (2011) proposed
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a new ratio to assess the potential of a plant ¢ouked in phytoremediation: the
Phytoremediation Factor (PF). It corresponds te:tdrget element concentration in the plant
shoot x biomass of the plant shoot / target elernententration in the tailings. Thus, in their
study, Miscanthus floridulushad the highest PF for Ni (25) among few speaiesurally
developed on tailings.

IV.3 Plant uptake and elements translocation

Contrary to organics for which there are no spedifansporters in membrane to be
uptaken by plants, inorganic elements are uptakemiblogical processes via membrane
transporters proteins (Pilon-Smits, 2005). Indéeokganic elements are nutrients themselves
or chemically similar to nutrients.€. arsenate chemically similar to phosphate and usiag
same transporters).

Plant uptake of inorganic pollutants follows difat steps: chelation and compartmentation
in roots, translocation, chelation and compartntesrian leaves (Figure 1.5).

Plants can exudate from their roots compounds tafigthe solubility and the uptake by plant
of inorganic pollutants. Pilon-Smits (2005) revielvithe most common of these chelators:
phytosiderophore (mainly involved in Fe uptake)¢cotianamine, organic acids (citrate,
malate, histidine...), glutathione, phytochelati®ys-rich methallothionein protein. When
metals are chelated in roots, they might be storeéke vacuole (Figure 1.5) or translocated to
shoots via the xylem. Root sequestration is thecpple of phytostabilization whereas export
to xylem is the one of phytoextraction.

Translocation of pollutants to aerial parts impleesmembrane transport step from roots
symplast into xylem apoplast. Indeed, the Caspastap is an impermeable suberin layer in
the cell wall of the roots endodermis preventing flow of solutes from soil solution or roots

apoplast to the root xylem. Organic acids sometiotedate metals during xylem transport
but there is still a need for better understandilgwhich transporters proteins and to which
chelators — if any- they are bound when metalsexported to roots xylem (Pilon-Smits,

2005). The solute flow from roots to shoots is dn\by transpiration. The transpiration rate
differs according to photosynthetic pathway (C3,d CAM), anatomical features as well

as environmental conditions.
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Transfer into leave cell also requires transpormim@ne proteins. Once into the leave cell,
many chelators can be involved in metals sequestrat

Cytoplasm

Vacuole
@
- Sequestration
Inorganic .
pollutant cOnjugatimN F
/ "
Adsorption

Figure 1.5 Tolerance mechanisms for inorganic pollutants lanfp cell, adapted from Pilon-Smits (2005).
Detoxification generally involves conjugation foNed by active sequestration in the vacuole and lapgp
where the pollutant can do the least harm. Chedlatoe GSH: Glutathione, MT: Metallothioneins, NA:
Nicotianamine, OA: Organic Acid, PC: Phytochelatins
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IV.4 Impact of inorganic pollutant on plant physigly

A soil contaminated by heavy metals can clearlgcfthe photosynthesis activity and
nutrients absorption of plants causing growth rédac(Sharma and Agrawal, 2005). For
example, photosynthesis activity is one of the pilggical processes which is reduced by
contaminants. Thus, the assessment of gas exchaageseflect the adaptability and the
capacity of a plant to tolerate a contaminationtloe stress of the plant owing to the
contamination (Lage-Pintet al., 2008, Vernayet al, 2008). If the contamination has an
effect on the plant physiology, it is usually m&bzed by a decrease of the photosystem Il

efficiency, recorded as a decrease of the Fv/Fio.rat

V. Soil remediation
V.1 Different techniques

V.11 Physical and chemical treatments

Due to the non-degradability of metallic elementsl anetalloids, these elements
persist in soils and represent a risk for wateouese and contamination of food chain.
As detailed by Dermorgt al., (2008), physical treatments consist of a physseglaration to
extract the metal-bearing particles from mining soiee. by gravity differences, froth
flotation, magnetic or electrostatic separatiomhedes authors also reviewed the chemical
treatments using an extracting fluid containingharoical reagent to transfer metal from the
solid fraction into an aqueous solution. For exanpédox reactions create valence change,
enhancing metal solubilization. Moreover, acidsuicel ion exchange and dissolution of soll
components which will be easily extracted. Chetptigents lead to metal complexation in
order to solubilize them. Surfactants realize md&dorption from soil interface. The main
leaching solution types are (1) acids, (2) sali ligh concentration chloride solutions, (3)
chelating agents, (4) surfactants and (5) reduatioroxidizing (redox) agents. The main
advantage of chemical treatments is the possiliditgxtract sorbed metal forms. The choice
of the extracting reagent depends on the typeavhehts, their concentration, their speciation
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and the soil characteristics. Overall, a combimaid physical and chemical treatments is
usually performed.

But the physical-chemical technologies (chemicashiag, thermal treatments...) to remove
metallic elements from soils are expensive and albd biological functions (Glasst al.,
2000).

V.12 Phytoremediation
Phytoremediation is based on the use of greenglantemove pollutants from the

environment or render them harmless (CunninghamBarti, 1993; Raskiret al, 1994).
Pilon-Smits (2005) summarized the phytoremediatam “the use of plants and their
associated microbes for environmental clean-upé ain advantage of this technique is the
low cost compared to physical and chemical treatsnes well as the harmless toward
environment. Suresh and Ravishankar 2004 pointeédhaueconomical advantages of this
cheap method to remediate soils and the increasintber of companies researching on the
field of phytoremediation. This technique is comsatl as a cheap technique as this i;an
situ treatment, only using plants without any othernstoals or tools. Plants are really the
main actor and just have to grow and therefore lowever, this approach need long time
laps, as one vegetation period leads to the exdraof a minor part of the metals.

In the last decade the research on phytoremediationthe engineering of new species that
are able to remediate soils has strongly develope@ review of the year 2004, Kramer
concludes that 'Phytoremediation technologies areently available for only a small subset
of pollution problems, such as arsemind that plants and technologies (genetic engingkeri
at this time are not efficient enough for a widage application. Since then, a number of
studies could extend the applications to other renmental problems and introduce new

species that can be possible phytoremediators.
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Phytoremediation techniques

Phytoremediation appears to be a suitable techn@uemediate contaminated soils as it is a
cheap andh situtechnique. This technique uses plants which deeaot to metallic elements
and metalloids.

In their review of phytoremediation, S&it al., (1998) could distinguish 5 major techniques
which differ according to the next definitions (Erg 1.6):

(i) Phytoextraction — removal and concentratiomeftals into harvestable plant parts.

(i) Phytodegradation — degradation of contamindaytplants and their associated microbes.
(i) Rhizofilteration — absorption of metals byapit roots from contaminated waters.

(iv) Phytovolatilization — volatilization of contamants by plants from the soil into the
atmosphere.

(v) Phytostabilization — immobilization and redwoctiin the mobility and bioavailability of

contaminants by plant roots and their associatetaibes.
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0] Phytoextraction

Schwartz et al., (2001) studied a former zinc-smelter site with tigatarly high Zn
concentrations covered by metallophyte plants fory8ars. ThusArabidopsis halleriand
Arrhenatherum elatiusould together phytoextract till 10 kg Zn“haithout any agricultural
practices. To enhance the phytoextraction, Jetngl., (2010) investigated the effect of co-
cropping of a hyperaccumulator planfTh{aspi caerulescensnamed now Noccaea
caerulescenswith ryegrassl(olium perenng They demonstrated that co-cropping improved
the growth of the hyperaccumulator and its capacitgccumulate Cd and Zn. Moreover, the
metal from the ryegrass roots could be transpaxetthe hyperaccumulator. An abandoned
mine in Sardinia (Italy) contaminated by Pb, Zn &ui could be remediated by the native
flora of the site,Inula viscosa Euphorbia dendroidesand Poa annuaaccording to the
concentrations measured in their aerial parts (&ab et al., 2011). Thus, tailings had
concentrations in Zn, Pb and Cd reaching respegti#d00, 1 800 and 56 mg.Kgl. viscosa
could accumulate till 1 680 mg ZnkgE. dendroidedill 240 mg Pb.kg andP. annuatill

19 mg Cd.kg. The biomass can be subsequently used for non poogose €.g. wood,
cardboard) or ashed followed by disposal in lah@ilon-Smith, 2005).

Besides native plants which can phytoremediatetea some other species are specifically
cropped to hyperaccumulate pollutants. We defineyagraccumulators plants as plants able
to accumulate > 1 000 mg.kgPb, Cu, Co, Cr or Ni and > 10 000 Mn or Zn (Baked
Brooks, 1989). Thus, the Cretan brake fePteris vittata L.is able to hyperaccumulate
simultaneously As and Sb, and uptaken Sb was eatamith increasing As concentrations in
the hydroponic solution (Fereg al, 2011).

Harvested hyperaccumulating plants might not b&ablé for certain uses. After burning in
view of energy supply, the ash might be highly @riated in pollutants and should be

proceeded.

(i)  Phytodegradation

The phytodegradation can occur inside the planinothe rhizosphere. This technique is
suitable for organic compounds such as solventsplpam, aromatic compounds and volatile

compounds in the air (Newman and Reynolds, 2004), iBremains rather hard to measure
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plant effect on PAH (Polycyclic Aromatic Hydrocarhalegradation, for example, because of
all the interactions between soil, micro-organisarg] plant in the rhizosphere.

(i) Rhizofiltration

Rhizofiltration is the absorption of metals by pglaoots from contaminated waters. An ideal
plant for rhizofiltration should have rapidely griog roots with the ability to remove toxic
metals from solution over extended period (Ragkial., 1997). Ghassemzadeh al. (2008)
examine the possibility of As and Sb removal byofiitration by common reedPhregmites
australig and state that the plant could be used for riieation of these elements.

(iv)  Phytovolatilization

Phytovolatilization is probably not an efficienimediation method as it leads to the transfer
of the pollution to an unpolluted environment bylatdization (Ernst, 20005). Only few
studies report this process where plants can cbravgrollutant to a less toxic form: in
association with micro-organisms, plant transforsetenium into dimethyl selenide, a less
toxic form. The possibility to reduce mercury irttg(0) results in the metal volatilization
(Watanabe, 1997). This technic may be used in sedisystem allowing the capture and

treatment of the polluted atmosphere, as a fiitrabieing more simple than a soil treatment.

(v)  Phytostabilization
Phytostabilization aims at immobilizing the pollots in the root system of metal tolerant

plants. Different mechanisms can induce the imnmdiibn: as reviewed by Mendez and
Maier (2008), metal can precipitate to less solditen, complex with organic compounds, or
be sorbed onto roots surface. Furthermore, thesgspto not transfer and accumulate much
the contaminants in their aerial part as they haveF < 1 (Translocation Factor which

represents the ratio between the contaminant ctratiem in stem and in roots).

Overall, organic compounds, depending on their @riigs, can be degraded close to roots or
taken up and then be degraded, sequestrated dilizeth Because of their non degradability,
inorganic pollutants can be phytoremediated by @tgbilization or sequestration in
harvestable plant parts (Pilon-Smits, 2005). Ongheflimitations of the phytoremediation
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technique is the time required to clean-up, usualyng years. Another limiting factor is the
bioavailability of elements. Phytoremediation witit be applicable if only a part of elements
is bioavailable. However, amendments might enhémeie bioavailability.

The fate of the contaminated biomass is the next atter the accumulation. It can be used as
non food purposes (wood, cardboard) or be ashedcANealso try to recycle the elements
form the biomass which is called phytomining (Chaetal.,2000).

V.2 Bioenergetic plant for phytoremediation

V.21 Short overview of plants with high biomass
The main interest of the crop of plant with higlorbiass is to substitute the fossil

energy in way to reduce green house gas emissianigarly CQ. Indeed, wooden and
non-wooden plants can be used as biofuel. All tresglues can be transformed in pellets in
order to supply boilers. Indeed, the wood indugirgduces a huge amount of residues.
However, poplar (many species of tAepulusgenus) and willow (many species of thalix
genus) are the main trees which are cropped farltiemass.

The other plants are Switchgragafiicum virgaturyy Miscanthus Miscanthusx giganteu$,
both with a C4 metabolism and producing respectii€l-15 and 20-25 t.Hadry matter.
Colza Brassica napusis more used as bioethanol (Damien, 2008).

In this thesis, the choice has been madeMoix giganteus given its economical interests
developed below. This plant also has the capagcitplerate metals contamination and hence
could lead to a valuable revalorization of contaat®ad soils.

Thus, the main stakes of the possibility to crapicgenergetic plant on contaminated sites is
the preservation of arable soils for the food amedf production. Indeed, currently,
bioenergetics plants occupy large arable surfaéeghermore, the culture of bioenergetic
plants on contaminated surfaces implies the nagessit the transfer of pollutants to aerial

parts must be as low as possible.
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V.22 Miscanthus x giganteus
Miscanthusx giganteusis an industrial sterile clone which is triploid=57) resulting

from the hybridation oMiscanthus sinensi@iploid, n=36) andMiscanthus sacchariflorus
(tetraploid, n=76) (Linde-Laursen, 1993; Greef &eliter, 1993). It belongs to the Poaceae
family (Gramineae). It is a perennial C4 plant or&ing from eastern Asia and known as a
promising biomass crop (Heatem al, 2010). The main advantage of perennial cropes th
capacity to produce huge biomass yield rich indhegllulose with 20 to 50% less nitrogen
inputs than other type of plants (Karp and Shi@@08). Thus, this plant has a very high
biomass yield, reaching 25thafter 2 or 3 years of culture, making it one oé tmost
productive terrestrial plant in temperate climafEhe biomass has many industrial
applications: currently, it is mainly a biofuel ands implied in the electricity production (co-
generation). Moreover, the use B x giganteusbiomass takes part to the reduction of
greenhouse gas emission as a substitute to fasdilehergy (Heatoret al, 2008). The
biomass could also be used as animal litter, bierrat or bioplastic.

The culture of this plant requires low input as hafghe key nutrients are translocated to the
rhizome at the end of the growing season in omlaupport the next germination. Therefore,
the harvest occurs at the end of winter, as themags content in mineral and water is low, a

positive factor in order to improve the biomass bastion.

Besides the high biomass yieMjscanthusx giganteusis a metal tolerant plant which does
not transfer much the pollutants to aerial partaniauthors demonstrated this feature, but
mainly in hydroponic conditions and with respecttie pollutants Cd, Cr, Cu, Ni and Pb
(Arduini et al., 2004, 2006a, 2006b; Fernandbal., 2004a; 2004b). However, Leurg al.
(2007) recorded low mycorrhizal colonization Miscanthussp., growing on contaminated
mining sites from Southern China. Moreover, @tral (2010) investigated the physiological
response oMiscanthus floridulusgrowing in a mine site. Under Cd stress, they olesk
decreases in net photosynthetic rate, transpirasite) stomatal conductance and chlorophyll
content as well as a damage in the chloroplasdsitticture. Fluorescence of photosynthem I
reaction center showed a small decrease under 1@dssbut the authors found that the
capacity to use light remained higher for the plmom the mine Miscanthus floriduluss
also a species recommended for the remediationrofoGtaminated soils (Zhonet al.,
2010).
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The aims of this work are (i) the study of soilveleped from mining wastes particularly
with the characterization of the geochemical betraof As, Sb and Pb, (ii) the assessment of
the elements transfer and the micro-organisms éhbactand archaea) response to the
contamination in the soil / plant continuum, (iile assessment of the transfer of these 3
inorganic pollutants to the native vegetation coragato their bioavailability chemically
assessed and (iv) the potentiality of remediatiaih Wliscanthusx giganteusof the studied

soils in order to use the biomass as an energetaurce.

Thus, the thesis is composed of 4 manuscripts faubéshed and related to the 4 aims and a
general discussion which will summarize the maigioal results of the work as well as the

contribution of this study to contaminated soilytonemediation.

Références

Adriano, D.C., 2001. Trace elements in terrestralvironments: Biogeochemistry,
bioavailability and risk of metals. Second editi®@pringer New York, 867 p.

Apte, S.C., Howard, A.G., Morris, R.J., McCartney,J., 1986. Arsenic, antimony and
selenium speciation during a spring phytoplanktdmoim in a closed experimental
ecosystem. Marine Chemistry. 20, 119-130.

Arduini, I., Masoni, A., Mariotti, M., Ercoli, L.2004. Low cadmium application increase
miscanthus growth and cadmium translocation. Enwirental and Experimental
Botany 52, 89-100.

Arduini, I., Ercoli, L., Mariotti, M., Masoni, A.2006a. Response of miscanthus to toxic
cadmium applications during the period of maximumowgh. Environmental and
Experimental Botany 55, 29-40.

Arduini, I, Masoni, A., Ercoli, L., 2006b. Effectsf high chromium applications on
miscanthus during the period of maximum growth. iEommental and Experimental
Botany 58, 234-243.

Arias-Estévez, M., Lopez-Periago, E., Martinez-@Hidy E., Simal-Gandara, J., Mujeto, J.C.,
Garcia-Rio, L., 2007. The mobility and degradatmnpesticides in soils and the
pollution of groundwater resources. Agriculture Bggiem and Environment 123, 247-
260.

37



Chapitre I. Literature review

Atafar, Z., Mesdaghinia, A., Nouri, J., Homaee, Munesian, M., Ahmadimoghaddam, M.,
Mahvi, A.H., 2010. Effect of fertilizer applicatioon soil heavy metal concentration.
Environmental Monitoring and Assessment 160, 83-89.

Azcue, J.M., Nriagu, J.O., 1994. Arsenic: histdriparspectives. In: Nriagu, J.O. (Ed.),
Arsenic in the Environment Part 1: Cycling and Gleéerisation. John Wiley and Sons,
Toronto.

Babula, P., Adam, V., Opatrilova, R., Zehnalek,Hayel, L., Kizek, R., 2008. Uncommon
heavy metals, metalloids and their plant toxicayreview. Environmental Chemistry
Letters 6, 189-213.

Baize, D., 1997. Teneurs totales en éléments traoéwmlliques dans les sols (France).
Référence et stratégies d’interprétation. INRAiéd#, Paris, 410p.

Baker, B.J., Banfield J.F., 2003. Microbial comntigs in Acid Mine Drainage. FEMS
Microbiology Ecology 44, 139-152.

Baker A J M, Brooks R R, 1989. Terrestrial highkmps which accumulate metallic elements
— a review of their distribution, ecology and phgftemistry. Biorecovery 1, 81-126
Barbafieri, M., Dadea, C., Tassi, E., Bretzel,Fanfani, L., 2011. Uptake of heavy metals by
native species growing in a mining area in Sardih&ly: discovering native flora for

phytoremediation. International Journal of Phytoedrmation 13, 985-997.

Baron, S., Carignan, J., Ploquin, A., 2006. Dispper®f heavy metals (metalloids) in soils
from 800 year-old pollution (Mont-Lozére, Francegnvironmental Science and
Technology 40, 5319-5326.

Beckett, P.H.T., 1989. The use of extractants udiss on trace metals in soils, sewage
sludges, and sludge-treated soils. Advances inS&énce 9, 143-176.

Boonyapookana, B., Parkpian, P., TechapinyawatpP8lLaune, RD., Juqsujinda, A., 2005.
Phytoaccumulation of lead by sunfloweHglianthus annus tabacco Nicotiana
tabaccun), and vetiver Yetivera zizanioid®). Journal of Environmental Science and
Health A 40, 117-137.

Boularbah, A., Schwartz, C., Bitton, G, Morel, J.2006. Heavy metal from mining sites in
South Marocco: 1.Use of a biotest to assess metatity of tailings and soils.
Chemosphere 63, 802-810.

Bourg, A.C.M., Loch, J.P.G., 1996. Mobilizationledavy metals as affected by pH and redox
conditions. In: E.W. Salomons and B. Stigliani (EBBlpgeodynamics of pollutants in
soils and sediments: Risks assessment of delayddnan-linear response. Berlin,
Germany: Springer Verlag, 87-101.

Bourrelier, P-H., Berthelin, J.,1998. Contaminataes sols par les elements en traces : les
risques et leur gestion. Rapport n°42 a I'’Acadénes Sciences, Paris, France. Ed
Lavoisier Tec & Doc, 440 p.

Boussen, S., Sebei, A., Soubrand-Colin, M., Bril, Bhaabani, F., Abdeljaouad, S. 2010.
Mobilization of lead-zinc rich particles from mimtgling in Northern Tunisia by aeolian
and run-off processes. Bulletin de la Société Ggqle de France 181, 459-471.

38



Chapitre I. Literature review

Bradl, H., Kim, C., Kramar, U., Siben, D., 2005.apter 2: interaction of heavy metals.
Interface Science and Technology 6, 28-164.

Caboche, J., Denys, S., Feidt, C., Delalain, PckT&., Rychen, G., 2010. Modeling Pb
bioaccessibility in soils contaminated by miningdasmelting activities. Journal of
Environmental Science and Health 45, 1264-1274.

Cappuyns, V., Swennen, R., 2008. The applicatiopHhf;; leaching tests to assess the pH-
dependent release of trace metals from soils, ssdsrand waste materials. Journal of
Hazardous Materials 158, 185-195.

Carbonell, A.A., Arabi, M.A., DeLaune, R.D., GamlyreR.P., Patrick Jr., W.H., 1998.
Arsenic in wetland vegetation: availability, phywricity, uptake and effects on plant
growth and nutrition. The Science of the Total Eorment 217, 189-199.

Casiot, C., Vjevic, M., Munoz, M., Seidel, J.L.,bBk-Poulichet, F., 2007. Antimony and
arsenic mobility in a creek draining an antimonynenabandoned since 85 years ago
(Upper Orb basin, France). Applied Geochemistry7&8-798.

Chaney, R.L., Li, Y.M., Brown, S.L., Homer, F.A.,dik, M., Angle, J.S., Baker, A.J.M.,
Reeves, R.D., Chin, M., 2000. Improving metal hggeumulator wild plants to
develop commercial phytoextraction systems: appresic and progress. In
Phytoremediation of Contaminated Soil and Waset. N Terry, G Bafiuelos, pp. 129—
58. Boca Raton: Lewis.

Chuan, M.C., Shu, G.Y., Liu, J.C., 1995. Solubiltiyheavy metals in a contaminated soil:
Effect of redox potential and pH. Water, Air andI$wllution 90, 534-556.

Clemente, R., Hartley, W., Riby, P., DisckinsonMN. Lepp, N.W., 2010. Trace element
mobility in a contaminated soil two years afterldiamendment with green waste
compost mulch. Environmental Pollution 158, 164%1.6

Corriveau, M.C., Jamieson, H.E., Parsons, M.B.,|,H&.E.M., 2011. Mineralogical
characterization of arsenic gold mine tailings frahree sites in Nova Scotia.
Geochemistry Exploitation, Environment, Analysis 179-192.

Cunningham, SD., Berti, WR., 1993. Remediation@mftaminated soils with green plants: an
overview. In Vitro Cellular and. Developmental Bigl. 29, 207-12.

Damien, A., 2008. La biomasse énergie. Définitiaessources, usages. Ed Dunod, Paris,
248 p.

De Kimpe, C.R., Morel, J-L., 2000. Urban soil mamagt: a growing concern. Soil Science
165, 31-40.

Denaix, L., Thomas-Chéry, A-L., Balet, J., BenbmahM., Carnus, J-M., 2011. Effects of
sewage sludge applications on soil and purple mgoass Kolina caerulea
contamination by metals in a maritime pine-for&gater Air and Soil Pollution 219,
239-249.

Deneux-Mustin, S., Roussel-Debet, S., Mustin, Gepier, P., Munier-Lamy, C., Colle, C.,
Berthelin, J., Garnier-Laplace, J., Leyval, C., 20Mobilité et transfert racinaire des
eléments traces : influence des micro-organismesotiuEditions TEC & DOC, Paris,
282 p.

39



Chapitre I. Literature review

Dermont, G., Bergeron, M., Mercier, G., Richer-keafhe, M., 2008. Soil washing for metal
removal: A review of physical/chemical technologasl field applications. Journal of
Hazardous Materials 152, 1-31.

Dopp, E., Hartman, L.M., Florea, A-M., RettenmeieA.W., Hirner, A.V., 2004.
Environmental distribution, analysis and toxicity organometal(oid) compounds.
Critical Reviews in Toxicology 34, 301-33.

Dopson, M., Baker-Austin, C., Kopineedi, P.R., BpRd.., 2003. Growth in sulfidic mineral
environments: metal resistance mechanisms in aliliop micro-organisms.
Microbiology 146, 1959-1970.

Douay, F., Pruvot, C., Roussel, H., Ciesielski, Faurrier, H., Proix, N., Waterlot, C., 2008.
Contamination of urban soils in an area of Northerance polluted by dust emissions
of two smelters. Water Air and Soil Pollution 124,7-260.

Duker, A.A., Carranza, E.J.M., Hale, M., 2005. Aise geochemistry and health.
Environment International 31, 631-641.

Ernst, W.H.O., 2005. Phytoextraction of mine wasdgsgions and impossibilities. Chemie der
Erde 65 S1, 29-42.

Ettler, V., Kiibek, B., Majer, V., Knésl, I, Mihalje¥j M., 2011. Differences in the
bioaccessiblity of metals/metalloids in the soil®ni mining and smelting areas
(Copperbelt, Zambia). Journal of Geochemical Exailon, Article in press.

Ettler, V., Tejnecky, V., Mihaljewi, M., Sebek, O., Zuna, M., V&k, A., 2010. Antimony
mobility in lead-smelter polluted soils. Geoderni,1409-418.

EPA, 2009. EPA (United States Environmental Pratect Agency) 2011,
http://water.epa.gov/polwaste/nps/acid_mne.cfm Mested: 12/2011.

Fang, J., Wen, B., Shan, X-Q., Lin, J-M., Owens,Z807. Is an adjusted rhizosphere-based
method valid for field assessment of metal phytdaldity? Application to non-
contaminated soils. Environmental Pollution 1501-207.

FAO, 2006. World Reference Base for Soil Researcawld Soil Resources Report. Vol.
103. FAO, Rome.

Feng, R., Wei, C., Tu, S., Tang, S., Wu, F., 2@iftultaneous hyperaccumulation of arsenic
and antimony in Cretan brake fern: evidence of tplaptake and subcellular
distributions. Microchemical 97, 38-43.

Fernando, A., Oliveira, J.F.S., 2004a. Effects mowgh, productivity and biomass quality of
Miscanthusx giganteusof soils contaminated with heavy metals. In: VanaSiy
W.P.M., Fjallstrom, T., Helm, P., Grassi, A. (ed&pmass for Energy, Industry and
Climate Protection - Proceedings of the 2nd Worldniass Conferencel0-14 Maio
2004, pp 387-390.

Fernando, A-L., Godovikova, V., Oliveira, J.F.S.002b. Miscanthus x giganteus
Contribution to a Sustainable Agriculture of a FatBresent - Oriented Biomaterial.
Material Science Forum 455-456, p 437-441.

40



Chapitre I. Literature review

Filella, M., 2011. Antimony interactions with hedgeneous complexants in waters,
sediments and soils: A review of data obtainedulk samples. Earth-Science Reviews
107, 325-341.

Filella, M., Belzile, N., Chen, Y., 2002. Antimony the environment: a review focused on
natural waters |. Occurrence. Earth Science Revieiy425-176.

Filella M., Belzile N., Chen Y-W., 2001 Antimony the environment: a review focused on
natural water. I. Occurrence. Earth Sci Rev 57:125.

Flynn, H.C., Meharg, A.A., Bowyer, P.K., Paton, (G2003. Antimony bioavailability in
mine soils. Environmental Pollution 124, 93-100.

Francesconi, K., Visootiviseth, P., Sridokchan, Gessler, W., 2002. Arsenic species in an
arsenic hyperaccumulating fern, Pityrogramma calanus : potential phytoremediator
of arsenic-contaminated soil. The Science of TBtalironment 284, 27-35.

Frohne, T., Rinklebe, J., Diaz-Bone, R.A., LaingDG 2011. Controlled variation of redox
conditions in a floodplain soil: Impact on metal ization and biomethylation of
arsenic and antimony. Geoderma 160, 414-424.

Ghassemzadeh, F., Yousefzadeh, H., Arbab-Zavar,.,M2B08. Removing arsenic and
antimony by Phragmites australis: Rhizofilteratitethnology. Journal of Apllied
Science 8, 1668-1675.

Giller, K.E., Witter, E., Mcgrath, S.P., 1998. Toity of heavy metals to micro-organisms and
microbial processes in agricultural soils: A revieésoil Biology and Biochemistry 30,
1389-1414.

Girard, M-C., Walter, C., Rémy, J-C., Berthelin,Morel, J-L., 2005. Sols et environnement.
Editions Dunod, Paris, 816 p.

Glass, D.J., 2000. Economical potential of phytadmation. In: Raskin, I.Y., Ensley, B.D.
(Eds.), Phytoremediation of Toxic Metals. John WideSons, Inc., New York, pp. 15—
31.

Gobat, J-M., Aragno, M., Matthey, W., 2010. Le solant, Bases de pédologie — Biologie
des sols. Ed presses polytechniques et univeestemmandes, 817 p.

Greef, J.M., Deuter, M., 1993. Syntaxonomy Miscanthusx giganteusGreef et Deu.
Angewandte Botanig&7, 87-90.

Groger, J., Proske, U., Hanebuth, T.J.J., Hamer2@&11. Cycling of trace metals and rare
earth elements (REE) in acid sulfate soils in th&nPof Reeds, Vietham. Chemical
Geology 288, 162-177.

Hammel, W., Debus, R., Steubig, L., 2000. Mobibfyantimony in soil and its availability to
plants. Chemosphere 41, 1791-1798.

Heaton, EA., Dohleman, FG., Long SP., 2008. Meetisgbiofuel goals with less land: the
potential of Miscanthus. Global Change Biology 2d00-2014.

Heaton, E.A., Dohleman, F.G., Miguez, A.F., JuvikA., Lozovaya, V., Widholm, J.,
Zabotina, O.A., Mclsaac, G.F., David, M.B., VoigiB., Boersma, N.N., Long, S.P.,
2010. Miscanthus: A promising biomass crop. AdvanoeBotanical Research 56, 76-
137.

41



Chapitre I. Literature review

Haferburg, G., Kothe, E., 2007. Microbes and metateractions in the environment. Journal
of Basic Microbiology 47, 453-467.

Hirano, S., Kobayashi, Y., Cui, X., Kanno, S., Hey@a, T., Shraim, A., 2004. The
accumulation and toxicity of methylalted arsenigalendothetial cells : important roles
of thiol compounds. Toxicol. Appl. Pharmacol. 1888-467.

Hooda, P., 2010. Trace elements in soils. Editioleyy596 p.

Jiang, C-a., Wu, Q-T., Sterckeman, T., Schwartz,Sgéguey, C., Ouvrad, S., Perriguey, J.,
Morel, J.L., 2010. Co-planting can phytoextractismamounts of cadmium and zinc
to mono-cropping from contaminated soils. Ecologifragineering 36, 391-395.

Karp, A., Shield, I., 2008. Bioenergy from plantsdathe sustainable yield challenge. New
Phytologist 179, 15-32.

Komaérek, M.,Cadkov4, E., Chrastny, V., Bordas, F., Bollinge€;.J2010. Contamination of
vineyard soils with fungicides: A review of envimental and toxicological aspects.
Environmental International 36, 138-151.

Kramer, U., 2005. Phytoremediation: novel approadbecleaning up polluted soils. Current
Opinion in Biotechnology 16, 133-141.

Kumar, PBAN., Dushenkov, V., Motto, H., Raskin, 1995. Phytoremediation: the use of
plants to remove heavy metals from soils. Envirom@leScience and Technology 29,
1232-1238.

Kumpiene, J., Lagerkvist, A., Maurice, C., 2008alslization of As, Cr, Cu, Pb and Zn in
soil using amendments — A review. Waste Manage2@n215-225.

Lage-Pinto, F., Oliveira, J.G., Da Cunha, M., Sozal.M., Rezende, C.E., Azevedo, R.A.,
Vitéria A.P., 2008. Chlorophylla fluorescence and ultrastructural changes in
chloroplast of water hyacinth as indicator of eamimental stress. Environmental and
Experimental Botany 64, 307-313.

Lebourg, A., Sterckeman, T., Ciesielski, H., Prdik, 1996. Intéréts de différents réactifs
d’extraction chimique pour I'’évaluation de la bigonibilité des métaux en trace dans
les sols. Agronomie 16, 201-215.

Leung, H.M., Ye, Z.H., Wong, M.H., 2007. Survivaragegies of plants associated with
arbuscular mycorrhizal fungi on toxic mine tailin@hemosphere 66, 905-915.

Li, G-y., Hu, N., Ding, D-x., Zheng, J-., Liu, Y;IWang, Y-d., Nie., X-g., 2011. Screening of
plant species for phytoremediation of Uranium, Tinor, Barium, Nickel, Strontium
and Lead contaminated soils from a uranium milirgs repository in South China.
Bulletin of Environmental Contamination and Toxiagy 86, 646-652.

Linde-Laursen, I., 1993. Cytogenetic analysisMitcanthus‘Giganteus’, an interspecific
hybrid. Hereditas 119, 297-300.

Liu, X., Gao, Y., Sardar, K., Duan, G., Chen, Aind, L., Zhao, L., Liu, Z., Wu, X., 2008.
Accumulation of Pb, Cu and Zn in native plants grayvon contaminated sites and their
potential accumulation capacity in Heqing, Yunnawurnal of Environmental Sciences
20, 1469-1474.

42



Chapitre I. Literature review

Manceau A., Marcus M.A., Tamura, N., 2002. Quantieaspeciation of heavy metals in soils
and sediments by synchrotron X-ray techniques.Applications of Synchrotron
Radiation in Low-Temperature Geochemistry and Emmental Scien¢d. Fenter, M.
Rivers, N.C. Sturchio, S. Sutton Eds. Reviews iméfalogy and Geochemistry,
Mineralogical Society of America, Washington, D@)|. 49, 341-428.

Markus, J., McBratney, A.B., 2001. A review of thentamination of soil with lead. II.
Spatial distribution and risk assessment of saitlldenvironment International 27, 399-
411.

McLean, J. E., Bledsoe, B. E., 1992. “Behavior adtMs in Soils,” Ground Water Issue. U.S.
EPA. EPA/540/S-92/018.

Mendez, M.O., Maier, R.M., 2008. Phytoremediatidmone tailings in temperate and arid
environments. Reviews in Environmental ScienceBintechnology 7, 47-59.

Menzies, N.W., Donn, M.J., Kopittke, P.M., 2007 .afxation of extractants for estimation of
the phytoavailable trace metals in soils. EnvirontakPollution 145, 121-130.

Motelay-Massei, A., Ollivon, D., Garban, B., Te¥,J., Blanchard, M., Chevreuil, M., 2004.
Distribution and spatial trends of PAHs and PCBssails in the Seine River basin,
France. Chemosphere 55, 555-565.

Murciego, A., Sanchez, A.G., Gonzalez, M.A.R., RanGil, E., Toro Gordillo, C., Cabezas
Ferndndez, J., Buyolo Triguero, T., 2007. Antimodigtribution and mobility in
topsoils and plantsCytisus striasusCistus ladaniferand Dittrichia viscosg from
polluted Sb-mining areas in Extremadura (Spainyitenmental Pollution 145, 15-21.

Neiva, A.M.R., Andras, P., Ramos, J.M.F., 2008.idwony quartz and antimony-gold quartz
veins from northern Portugal. Ore Geology Reviews533-546.

Newman, L.A., Reynolds, C.M., 2004. Phytodegradatad organic compounds. Current
Opinion in Biotechnologies 15, 225-230.

Nordstrom, D.K., 2002. Worldwide occurrences ofears in ground water. Science 296,
2143-2145

North, W., Gibb, H.J., Abernathy, C.O., 1997. Aisenpast, present and future
considerations. In Arsenic Exposure and Healthd&fed. Abernathy, C.O., Calderon,
R.L. and Chappell, W.R. pp. 406-423. London: Chaparad Hall.

Pilon-Smits, E., 2005. Phytoremediation. Annuaieevof Plant Biology 56, 15-39.

Pokrovski, G.S., 1996. Etude expérimentale du caotepwent du germanium, du silicium et
de l'arsenic et de la complexation de l'aluminiuvea@ la silice dans les solutions
naturelles. These de doctorat, Université Pault8abaoulouse.

Pratas, J., Prasad, MNV., Freitas, H., Conde, @052 Plants growing in abandoned mines of
Portugal are useful for biogeochemical exploratbrarsenic, antimony, tungsten and
mine reclamation. Journal of Geochemical Explora8s, 99-107.

Probst, A., Viville, D., Fritz, B., Dambrine, A.E1992. Hydrochemical budgets of a small
forested granitic catchment exposed to acid depasitThe Strengbach catchments case
study (Vosges Massif, France) Water, Air and SolllRion 62, 337-347.

43



Chapitre I. Literature review

Qin, J., Xia, B., Zhao, P., 2010. Photosynthetigsoblogical response of twbliscanthus
floridulus populations to Cd stressShengtai Xuebao/ Acta Ecologica Sinica, 30, 288-
299.

Raskin, I., Smith, RD., Salt, DE., 1997. Phytoraédn of metals: using plants to remove
pollutants from the environment. Current OpiniorBintechnology 8, 221-226.

Raskin, I., Kumar, PBAN., Dushenkov, S., Salt, DE294. Bioconcentration of heavy metals
by plants. Current Opinion in Biotechnolo§y285—90.

Referentiel Pédologique, 2008. Association Framgpaur 'Etude du Sol, Ed Quee.

Rossiter, D.G., 2007. Classification of Urban andulstrial Soils in the World Reference
Base for soil resources. Journal of Soils and Sexlisn7, 96-100.

Roussel, C., Néel, C., Bril, H., 2000. Minerals troliing arsenic and lead solubility in an
abandonned gold mine tailings. The Science of thtal EEnvironment 263, 209-219.

Ruby M.V., Schoof R., Brattin W., Goldade M., P&t Harnois M., Mosby D.E., Casteel
S.W., Berti W., Carpenter M., Edwards D., Cragin Chappell W., 1999. Advances in
evaluating the oral bioavailability of inorganias $oil for use in human health risk
assessment. Environmental Science and Techn8®g¥697-3705.

Saby, N., Arrouays, D., Boulonne, L., Jolivet, Bochot, A., 2006. Geostatistical assessment
of lead in soil around Paris, France. Science & Thtal Envionment 367, 212-221.

Salt, DE., Smith, RD., Raskin, I., 1998. Phytoreratdn. Annual Review of Plant Biology
and Molecular Biology 49, 643—-668.

Scalenghe, R., Ajmone Marsan, F., 2009. The antlyepic sealing of soils in urban areas.
Landscape and Urban Planning 90, 1-10.

Schwartz, C., Gérard, E., Perronet, K., Morel, ,J.2O01. Measurements of in situ
phytoextraction of Zn by spontaneous metallophgt®sving on a former smelter site.
The Science of the Total Environment 279, 215-221.

Sére, G., Schwartz, C., Ouvrard, S., Renat, J-@if&&u, F., Villemin, G., Morel, J.L., 2010.
Early pedogenetic evolution of constructed techtsosbournal of Soils Sediments 10,
1246-1254.

Séré, G., Schwartz, C., Ouvrard, S., Sauvage, €naRR J-C., Morel, J.L., 2008. Soil
construction: a step for ecological reclamation defrelict lands. Journal of Soils
Sediments 8, 130-136.

Sharma, R.K., Agrawal, M., 2005. Biological effecfsheavy metals: An overview. Journal
of Environmental Botany 26, 301-313.

Shotyk, W., Le Roux, G., 2005. Biogeochemistry anytling of lead. Metal lons and
Biological Systems 43, 239-245

Smejkalova, M., Mikanovéa, O., Biwka, L., 2003. Effects of heavy metal concentration
biological activity of soil micro-organisms. Pla®oil and Environment 47, 321-326.

Smith, E., Naidu, R., Alston, A.M., 1998. Arsenit the soil environment; a review. In:
Sparks, D.L. (Ed.), Advances in Agronomy. AcadeRiiess, San Diego.

44



Chapitre I. Literature review

Steely, S., Amarasiriwardena, D., Xing, B., 200 #Wvestigation of inorganic antimony
species and antimony associated with soil humid aoiolar mass fractions in
contaminated soils. Environmental Pollution 148)-598.

Steinnes, E., Allen, R.O., Petersen, H.M., Ramhkgk, Varskog, P., 1997. Evidence of large
scale heavy-metal contamination of natural surfemiés in Norway from long-range
atmospheric transport. The Science of Total Envitent 205, 255-266.

Strawn, D.G., Sparks, D.L., 2000. Effect of sodj@mic matter on kinetics and mechanisms of
Pb(Il) sorption and desorption. Soil Science SgoidtAmerica 64, 144-56.

Suresh, B., Ravishankar, G.A., 2004. Phytorememhati A novel and promising approach for
environmental clean-up. Critical Reviews in Bioteclogy 24, 97-124.

Varek, A., Ettler, V., Grypar, T., Bdivka, L., Sebek, O., Drabek, O., 2008. Combined
chemical and mineralogical evidence for heavy migitadling in mining- and smelting-
affected alluvial soils. Pedosphere 18, 464-478.

Vernay, P., Gauthier-Moussard, C., Jean, L., BqoréasFaure, O., Ledoigt, G., Hitmi, A.,
2008. Effect of chromium species on phytochemical physiological parameters in
Datura innoxia.Chemosphere 72, 763-771.

Vig, K., Megharaj, M., Sethunathan, N., Naidu, RQ03. Bioavailability and toxicity of
cadmium to microorganisms and their activities iml:sa review. Advances in
Environmental Research 8, 121-135.

Violante, A., Pigna, M., 2002. Competitive sorptioharsenate and phosphate on different
clay minerals and soils. Soil Science Society ofedica Journal 166, 1788-1796.

Wang, Q, He, M., Wang, Y., 2011. Influence of condal pollution of antimony and arsenic
on culturable soil microbial populations and enzyangvities. Ecotoxicology 20, 9-19.

Watanabe, ME., 1997. Phytoremediation on the bahkommercialization. Environmental
Science and Technology 31, 182A-187A.

Webb, J.L., 1966. Arsenicals. In : Webb, J.L., (EdSnzyme and metabolic inhibitors.
Academic Press. New York, 3, 595-790.

Wenzel, W.W., Kirchbaumer, N., Prohaska, T., Stdege G., Lombi, E., Adriano, D.C.,
2001. Arsenic fractionation in soils using an imy@d sequential extraction procedure.
Analytica Chimica Acta 436, 309-323.

Willsky, GR., Malamy, MH., 1980. Effects of arsemain inorganic phosphate transport in
Escherichia coli The Journal of Bacteriology 144, 366— 74.

Wilson, S.C., Lockwood, P.V., Ashley, P.M., Tigi\,, 2010. The chemistry and behavior of
antimony in soil environment in comparisons to aise A critical review.
Environmental Pollution 158, 1169-1181.

Wood, S.A., 1996. The role of humic substancesha ttansport and fixation of metal of
economic interest (Au, Pt, Pd, U, V). Ore Geologyview 11, 1-31.

Xiao, X., Chen, T., An, Z., Lei, M., Huang, Z., biaX., Liu, Y., 2008. Potential dPteris
vittata L. for phytoremediation of sites co-contaminatethwdadmium and arsenic: the
tolerance and accumulation. Journal of Environmesteences 20, 62-67.

45



Chapitre I. Literature review

Zhong, X., Wang, J., Zhao, H., Liu, Y., Zeng, HQ1P. Investigation of heavy metals
pollution in predominant plants around a municipalid waste incinerator plant: a case
study in Shenzhen Qingshuihe MSWI Plant. BeijingvDa Xuebao (ZiranKexue Ban) /
Acta Scientiarum Naturalium Universitatis Pekinerdt, 674-680.

46



a7
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CHAPITRE Il

Matériels et méthodes

|. Site d’étude et échantillonnage

[.1 Description du site

L’ensemble des travaux de cette thése a été réalisges sols développés a partir des
déchets miniers d’'une ancienne mine d’or. Cettéeane mine, située a 60 km au Nord de
Limoges dans le département de la Creuse (Frarest)plus en activité depuis le milieu des
anneées 60. Ses coordonnées GPS sont 01°34'23T&hdeéude pour 46°08’37”N de latitude
(Figure 11.1). L'extraction de I'or a conduit a farmation de déchets miniers stockés dans un
bassin de décantation dont la superficie est dfenvi2 000 m2. On estime la production de
déchets a 34 000 t pendant l'activité de la minasldu processus d’extraction de l'or, la
roche a été broyeée finement selon une granuloneriégc um. Des études précédentes sur ce
site ont déja été menées par le laboratoire d’Asmalgtructurale de Hydrothermalisme
actuellement GRESE, Groupement de Recherche Eaet &oivironement de I'Université de
Limoges (Roussel &tl., 2000 ; Courtin-Nomade ei., 2002 ; Neel, eal., 2003). Ces études

ont été le point de départ de notre réflexion etatee travail.

Notre étude a porté sur des échantillons provepéantipalement de deux profils
établis dans deux zones différentes de part le dgpeégétation qui s’y développe (zone 1 et

2, Figure 11.1) dont la description rapide est é&abi-dessous :

Le profil 1, d'une profondeur de 15 cm environ est un AnthsgboArtificiel
(Référentiel Pédologique, 2008). Il possede un zZooriorganique de 2 cm d’épaisseur
(horizon O), de couleur 10YR 2/3 (very dark browmarron trés foncé), une litiere dont la
structure est aérée. La transition avec I'’horizamsgacent (horizon A) est nette. Cet horizon
(2-5 cm), a la structure particulaire, possedefarte densité racinaire et une pierrosité nulle.
Sa couleur est 10YR 2/2 (very dark brown, marrés foncé). La transition avec I'’horizon C

est également nette. Cet horizon C (5-11 cm), désto 10YR 5/6 (yellowish brown, marron
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jaunatre) possede une texture limono-sableuseeestincture polyédrique. Quelques racines

fines persistent.

BASSIN DE DECANTATION

Zone 2

Réseau Géodésique Frangais 1353 - coordonnées géographiques m

Longitude :01°34' 23" E Latitude :468°08'3T™ N

PROFIL 1 PROFIL 2

Figure Il.1. Localisation du site de La Petite Faye et des Israfiet 2 décrits respectivement dans les zonés 1 e
2 (photographie aérienne téléchargéehsiyr.//www.geoportail.comjuin 2010).
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L’horizon Z., (désignation pour un matériau anthropique teauiqle), > 11 cm, est de
couleur 10YR 6/4 (light yellowish brown, marron fedre clair) et 5Y 6/2(pinkish gray, gris

rose). Sa texture est argilo-limoneuse et décetsiructure lamellaire compacte.

Le profil 2 _d’'une profondeur de 10 cm est un également un Apthsol Artificiel. Il
posséde un horizon organique (OL+OF) épais et démSecm de litiere non décomposée, de
couleur 10YR 2/1 (black, noir) en transition nedieec I'horizon OH (3-5cm) dont la litiere
reflete un état de décomposition plus avancé. IlLheco de cet horizon est 10YR 2/2 (very
dark brown, marron trés foncé). La transition akearizon A (5-7 cm), dont la couleur est
10YR 2/3 (very dark brown, marron tres foncé), @galement nette. Sa texture est argilo-
limono-sableuse alors que sa structure est patreutt peu cohésive. La pierrosité est nulle
sur tout le profil et la densité racinaire est asékevée. La transition avec I'horizon. Z
(> 7 cm) est nette et ondulée. Cet horizon, reptésé le matériau parental, a une couleur
10YR 4/4 (dark yellowish brown, marron jaunatre dé)) une texture limoneuse et une

structure polyédrique.

[.2 Données climatiques

Les données climatiques indiquent des précipitatioroyennes, au cours des 10
derniéres années, de 1018 mm par an pour une tetaEemoyenne annuelle de 11.3°C. En
hiver, la température des mois de décembre, jamtiBvrier est en moyenne de 4.2°C alors

gu’en période estivale, (mai a septembre) la teaipée moyenne est de 17.1°C.

[I. Caractérisation des échantillons

[I.1 Préparation des échantillons

L’ensemble des échantillons caractérisés a étéy@dlans chacun des horizons des 2
profils étudiés, c’est-a-dire des horizons Oi@pdur le profil 1 et des horizons OL-OF @ Z
pour le profil 2. Le prélevement a été fait au moy&outils en plastiques. Chaque
échantillon, stocké dans des sachets en plastgaté séché a I'air puis tamisé a 2 mm. La
plupart des expérimentations ont été réaliséeladuaction < 2 mm ; dans le cas contraire, il

sera precise sur quelle fraction ont été réaliEemesures.
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[I.2 Caractérisation pédologique

Les mesures du pH eau (eau déminéralisée) et pHHQlont été réalisées selon un
ratio solide:liquide de 2:5. Apres destruction de rhatiere organique des différents
échantillons, la granulométrie a été estimée dpetie Robinson pour les fractions inférieures
a 50 um selon trois préléevements (< 2um, argileg) ¢tm, limons fins et < 50 um, limons
grossiers). Les fractions > 200 um et > 50 um ¢dtodétenues par tamisage humide (NF X
31-107, Afnor, 2003). La densité apparente a éténés, en trois répliquats par horizon,
selon la méthode des anneaux de densité, autrelimgratr difference de masse avant et apres
séchage a 105°C. La capacité d’échange cationlQE€) a été déterminée par la méthode
des chlorures de cobaltihexamine, sans modificatiopH du sol, selon la norme NF X 31-
130 (Afnor, 1999). Dans le surnageant, la quaniits cations échangeables’Cag?*, Na'
et K" ainsi que de Al et des protons a été analysée. La mesure du eadrganique et de
I'azote totale a été faite par combustion séchensiegls normes NF ISO 10694 (Afnor, 1995a)
et NF ISO 13878 (Afnor, 1995b) respectivement.

L’ensemble de ces analyses ont été réalisées aratabve INRA de Arras, a I'exception des

mesures de densité réalisées au laboratoire.

[1.3 Caractérisation minéralogique

La minéralogie a été caractérisée, aprés broyageédbantillons < 2 mm, par
diffraction des rayons X (DRX), par des mesuredigéas sur un Brucker D8 Advance
(CuKa, 40 kV, 40mA) entre 2 to 656Zelon un pas de temps de 0.07f@n (Université de
Poitiers). Des analyses DRX ont également été nsesidrela fraction < 2um extraite selon la
loi de Stokes. Celles-ci ont été complétées parathservations de la fraction < 2 mm au
microscope électroniqgue a balayage (MEB) coupléedesa analyses chimiques semi-
guantitatives (EDS — Energy Dispersive X ray Specopy) avec 'appareil PHILIPS XL30
a 20kV (SERMIEL, Université de Limoges, France)s©@bservations ont été faites sur des
lames minces sur lesquelles les échantillons lfsatss broyage) ont été fixés et indurés dans

une résine avant d’avoir été polis.
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[ll. Analyses chimiques

[11.12 Analyses chimiques totales des échantillonsal

La composition chimiqgue des échantillons a été rdaetee par fusion alcaline
(métaborate et tétraborate de lithium) et par raiigation a I'acide nitrique. Les éléments
mineurs ont été dosés par ICP-MS (Inductively Cedp?lasma — Mass Spectrometry) alors
gue les éléments majeurs l'ont été par ICP-AESu@tidely Coupled Plasma — Atomic
Emission Spectrometry). L’'ensemble de cette cargetén a été realisée par le laboratoire

ACME Analytical Laboratories (Vancouver, Canada).

[1l.2 Détermination de la spéciation chimique dé&&n@ents

La spéciation chimique des éléments a été déteempaé I'extraction séquentielle
type BCR (Bureau Community of Reference) en quétapes et accélérée par des ultrasons
(Perez Cidet al., 1998). Pour cela, 0,5 g de sol ont été placés danwbe a centrifuger.
Chaque étape était séparée par une étape de riadag ultrapure avec agitation pendant
20 min et centrifugation afin d’éliminer I'eau degage et poursuivre I'extraction.

La premiére étape qui a estimé la fraction échadrigezt faiblement liée aux constituants du
sol a été extraite avec 20 mL d'acide acétiqueld @pol.L* et 7 min d’'ultrason & 20W.
L’ensemble a ensuite été centrifugé & 5 000 tr’miendant 15 min.

La seconde étape, estimant la fraction réductibteédéments, autrement dit les éléments liés
aux oxy-hydroxydes de fer et aluminium a été etdraavec 20 mL de chlorure
d’hydroxylammonium (0,5 molt) ajusté & un pH de 2. Le temps de sonication a A&W
également de 7 min.

La troisieme étape reflete la part des élémentsecos dans la fraction oxydable et donc
transformable en CQOet notamment liée a la matiere organique. Cettetibn a été extraite
en deux temps. Pour commencer, 10 mL de péroxydelitigéne (300 mgg- 8 mol.L'!) et

2 min de sonication & 20W. Ensuite, 25 mL d'acéti&nmonium & 1 mol.t- pH 2 sont
ajoutés avec un temps de sonication de 6 min.

La derniére étape consistait & minéraliser laifsaatésiduelle par une minéralisation a I'eau
régale (2/3 HCI et 1/3 HNgD et une digestion aux micro-ondes (Anton Paar iMmalie 3000)
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s'effectuant par augmentation de la températuredg@n5 min pour atteindre 1400°C,

température maintenue pendant 25 min, suivi d’tnoicissement pendant 20 min.

[11.3 Oxy-hydroxydes de fer amorphes et cristaflisé

L’extraction au citrate bicarbonate dithionite gtia les oxy-hydroxydes de fer
amorphes et cristallisés. A 2g d’échantillon, nausns ajouté 75 mL d’extractant (pour 1L
de solution, 78g de tricitrate de sodium, 9g deutionate de sodium et 23g de chlorure de
sodium). L’ensemble a été chauffé au bain-mari®-80PC. Lorsque cette température a été
atteinte, 2g de dithionite de sodium ont été apwg laissant agir pendant 30 min avant
centrifugation afin d’extraire le surnageant a gsai.

Pour extraire les oxy-hydroxydes de fer amorphes, extraction a I'oxalate d’ammonium
0,1134 mol.[* et I'acide oxalique 0,0866 mol'La été réalisée & I'obscurité pendant 4h

ajustée a un pH de 3. Le surnageant a égalemepited&é apres centrifugation.

[1l.4 Estimation de la biodisponibilité des élémeAs et Pb

Les trois extractions suivantes ont été mises ewexquour I'analyse de la fraction
théoriguement biodisponible des éléments étudiés :
(i) une extraction au Cag£ une concentration de 0,01 mél.selon un ratio solide:liquide de
19:10mL avec une agitation pendant 2h (Novozanesial, 1993).
(ii) une extraction selon la méthode A-Rhizo copmslant a un mélange d’acides organiques
mimant I'action des exsudats racinaires. Ce mélaegeomposait de I'acide acétique, I'acide
lactique, I'acide citrique, I'acide malique et lide formique. Leur concentration finale était
de 0,01 mol.L. Le ratio solide:liquide est de 1g:10mL avec unpis de contact de 16h (Fang
et al, 2007).
(i) une extraction au DTPA (Acide Diéthylene Tmine Penta-Acétique), selon un ratio
solide:liquide de 1g:2mL. La solution extractantecemposait de 0.085de DTPA, 0,0M
de CaC}, 0,0IM de triethanolamine, le tout a un pH ajusté a 7ihhd@emps de contact de 2h.

[11.5 Dosage des éléments par spectrométrie d’afsmn atomique

Les solutions issues des extractions décrites gedegment en 111.2, 111.3 et 111.4 ont

systématiguement été filtrées a 0,2 um (filtre eétate de cellulose, Sartorius). En fonction
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de la concentration de I'élément a doser, celd-&té dosé apres que I'échantillon ait été
dilué de facon a se trouver dans la gamme d’étalpampour une mesure avec I'appareil muni
d’'un four ou d’'une flamme. Les fortes concentragiotte I'ordre du mg.t ont été analysées
en flamme (Varian SpectrAA 220) dont I'appareil éguipé d’'une correction du signal de
fond au deutérium. A l'inverse, les échantillonspiies faibles concentrations (ug)Lont été
analysés en four graphite avec une correction Zeeanasignal de fond (Varian SpectrAA

880 2).

IV. Culture de Miscanthusx giganteus

IV.1 Les conditions de culture

Pour toutes les cultures d®liscanthus x giganteus nous avons effectué un
prélevement grossier sur le site d’étude, au maoleme pelle en acier, des 20 premiers cm de
sol, dans les zones des deux profils d’étude, agrés enlevé la litiere. Ainsi, les horizons
A-Z et A-Z. respectifs des profils 1 et 2 constitueront Idsaétillons globaux dénommeés
composites dans lesquels la plante se développessra étudiée. Pour les mesures de
biologie moléculaire effectuées dans la rhizosphdgeM. x giganteuset détaillées au
paragraphe V, la plante a également été cultivéersigsol composite supplémentaire prélevé
comme décrit précédemment, dans la zone 2, justeudwle la zone 1. Ce sol composite
présentait des concentrations en As et Sb inteairédi aux deux autres points de

prélevement des zones 1 et 2.

La culture de miscanthus a été réalisée en phytgiemdant 3 mois selon un cycle
jour/nuit de 8h/16h a une température jour de 28f@ 18°C pendant la nuit. L’intensité

lumineuse était de 350 umolas™.

Quatre litres de sol tamisés a 2 mm et séché radldiété placés dans des sachets en
plastique a l'intérieur de pots en plastique afi@vider la perte d’éléments par lessivage.
Aprés une semaine d'équilibrage de I'humidité duas60% de leur capacité au champ, un
rhizome deM. x giganteuspar pot a été ajouté et introduit dans le sohdren 5-10 cm de la
surface du pot. Un rhizome est une tige souterrguieforme de jeunes pousses chaque
année. Les pots ont été arrosés deux fois par serada capacité au champ des sols de fagon
a ne pas submerger les sols. La durée de cultété de 3 mois. Huit répliquats par type de

54



CHAPITRE II. Matériels et Méthodes

sol ont été mis en culture : quatre étaient destané@tre récoltés apres un mois et demi de
culture () pour des analyses relatives aux micro-organisiives V), quatre autres

répliquats, récoltés apres 3 mois de cultug@ @int servis a l'analyse des parametres
photosynthétiques (IV.2), de la mesure de I'accatmh en As, Sb et Pb (IV.3) et a nouveau

aux mesures de biologie moléculaire (V).

IV.2 Mesures des parametres photosynthétiques

Avant la récolte finale, la mesure des parameétrastgsynthétiques (photosynthése
nette, conductance stomatique, concentration ep $i@stomatale et transpiration) a éte
réalisée avec I'appareil Li-Cor Model 6400, LincoME, USA. Nous avons fait une mesure
par pied sur une jeune feuille.

Des mesures de la fluorescence de la chloroplayltet également été effectuées (PAM

FMS1, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK). Paela, I'évaluation des paramétres

Fo/Fm et R/Fy, a été réalisée (aveg,Ha fluorescence initiale,;Ha fluorescence maximale et

F,, la différence entre J-et k). Ry, a été obtenue aprés un flash saturateur de 1s

13000 pmol.rit.s™.

A la récolte, les difféerentes parties de la plafrseines, rhizome, tige et feuilles) ont été

soigneusement séparées, nettoyées a l'eau ultrapesges et séchées a 60°C jusqu'a
stabilisation du poids sec. La masse de ces differéssus sera mesurée avec précision

(Precisa, Swiss Quality).

IV.3 Analyses chimiques des différents tissus géalate

La composition chimique des différentes partiedvlex giganteusa été déterminée
sur la biomasse seche aprés broyage par une atiagleea HNQ@ puis a I'eau régale. Les
éléments As, Sb et Pb ont été dosés par ICP-M3epaboratoire Acme Lab, Vancouver,

Canada.
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V. Evaluation de I'abondance des bactéries et archéesxydantes de

lammonium

V.1 Extraction d’ADN et quantification du géne anasks les sols composites

L’ADN (Acide DésoxyriboNucléique) du sol de chacqua de culture (décrit en IV.1),
avant I'ajout du rhizome de miscanthus, a été axargartir d’échantillons de 0,5 g. Cette
extraction a été réalisée au moyen d’un kit d’etioa spécial pour les sols (FastDNA SPIN
kit, MP Biomedical). La quantité d’ADN a été vééé avec I'appareil NANODROP 1000
spectrophotometer (Institut fur Bodenotkologie, HebttizZentrum, Munich).

La PCR quantitative (Polymerase Chain Reaction,eoufrancais, Réaction en Chaine par
Polymérase) du genemoA (ammonium monooxygénase) présent chez les bactérie
oxydantes de 'ammonium (AOB) et les archées oxigtame 'ammonium (AOA) a été
effectuée en triplicat pour chaque échantillon de @élevé apres que les sols aient été
humidifiés pendant une semaine et avant la migglaae des rhizomes. Ces mesures ont été
réalisées sur le ABI Prism 7300 CYCLER (Institut Bodendkologie, HelmholtzZentrum,
Munich). Chaque échantillon d’ADN a été mélangéuasdrum de bovin, des amorces et du
Power SYBR Green PCR master mix dont les volumas détaillés dans le Tableau II.1. Le
primer sens utiliséamoAlF ; 55GGGGTTTCTACTGGTGGT) visait la partie corpemdant
aux positions 332 a 349 et le primer anti-sensamdAZ2R ;
5'CCCTCKGSAAAGCCTTCTTC, avec K=G ou T et S=G ou @)sait la partie
correspondant aux positions 802 a 822 de la femirimcture publiée pour la séquence du

geneamoAchezNitrosomas europae@McTavishet al.,1993).

Tableau II.1. Composition des 25 pL de Master Mix pour la quasdifon du gén@amoAde AOB et AOA.

Groupe 2x Power Amorce Amorce

. L o

étudié Gene cible SYBR green 3% BSA sens anti-sens ADN Eau
L

AOB amoA 12,5 0,5 0,75 0,75 2 8,5

AOA amoA 12,5 0,50 0,5 0,50 2 9,0
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Chaque cycle d’analyse PCR commencait par une é&@mtivation de 'enzyme a 95°C
pendant 10 min. Le profil thermique du cycle du eg@moA de AOB était 94°C/60s,
60°C/60s, 72°C/60s sur 39 cycles. Pour le gameAde AOA le profile était: 94°C/45s,
50°C/45s, 72°C/45s sur 40 cycles.

V.2 Evaluation de l'abondance du gemenoA chez AOB et AOA dans le sol

rhizosphérique de Miscanthusyiganteus

Les modalités de culture dbliscanthus x giganteus étaient celles décrites au
paragraphe IV1. L’évolution de I'abondance du ganeoAde AOB et AOA au cours de la
culture deM. x giganteusa été effectuées dans la rhizosphére de la pladtiemps différents
de croissance q(tet ). De maniére pratique, les racines entourées didacouche de
rhizosphere constituent les échantillons d’analyse.

Apres un mois et demi de culture){tquatre plantes par sol ont été récoltées. Legas et
leur rhizosphere ont été congelées dans I'azobédiget stockées a -20°C jusqu’aux analyses.
Le reste des plantes a été récolté comme décht.ZnLe méme échantillonnage de quatre
autres plantes a été effectué au bout de 3 momuldere (t). Ainsi, 'abondance du gene
amoA chez AOA et AOB a été mesurée dans chacune desspfieres des plantes ayant

pousseé sur 3 sols composites, aux 2 temps dees@iltomme décrit en V.1).

V.3 Analyses chimiques du sol rhizosphérique

Des mesures de pH, de I'estimation de la biodidplitéi de As et Pb (extraction
CaCb, comme décrit en IV.4) ainsi que la mesure de®uen en carbone organique
extractible a 'eau (WEOC pour Water Extractibleg@mic Carbon, c’est-a-dire carbone
organique extractible a I'eau), en ammonium ¢NN) et en nitrate (N@-N) ont également
été effectuées sur le sol de culture avant la poésele la plante ainsi que sur les sols
rhizosphériques. Cette derniere extraction a été felon un ratio solide:liquide de 1:4 au
CaCh 0,0IM avec une agitation pendant 45 min. L’ensemble sidgtions extraites a été
filtré a 0,45um. Les teneurs en NHN et N&-N ont été analysées en flux continu
(SA 20/40, Skalar Analytical, The Netherlands). ¢@arbone organique a été mesuré sur
I'appareil TOC-5050A, Shimadzu.
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Pour cet ensemble d’expérimentations de biologiomtaire, le pH des sols a été mesuré au
CaClh et non au KCI afin d’étre dans les mémes conditigne les extractions pour la

biodisponibilité et la mesure de 'ammonium, ddsatés et du carbone organique dissout.
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CHAPITRE Il

Comportement géochimique de arsenic, antimoine eigmb
dans les sols éetudies

Les activités anthropiques sont a [lorigine de noeuk phénomenes de
contaminations des sols, des eaux, et de l'airsDaras des sols contaminés, les principaux
risques sont liés a la contamination de la chdineeataire par le biais de la végétation ou de
la ressource en eau. Il est donc impératif d’éuibete dispersion de ces contaminants. Pour
cette étude, les travaux se sont focalisés surngrem bassin de décantation stockant les
déchets provenant de I'industrie extractive de &bde son traitement, terminé depuis 1964.
De ce fait, ces matériaux sont trés fortement com@s en divers éléments potentiellement
toxiques (EPTs) comme l'arsenic, I'antimoine ou aecle plomb et présentent donc un
risque environnemental marqué. Par ailleurs, saitéarrét de I'activité miniére dans les
années 60, des sols se sont progressivement dpesla@p partir de ces déchets laissés a
I'abandon.

L’évolution de ces matériaux et le développemengmassif de sols conditionnent le
comportement environnemental des EPTs. C’est patte caison qu’avant de mettre en place
une gestion appropriée et s'appliquant aux siteslstpollués, il était fondamental de réaliser
une étude pédologique, géochimique et minéralogigese matériaux en question afin de
mieux appréhender le devenir et la mobilité dedaromants. Ainsi, leur éventuel transfert a
la végétation ou d’éventuelles dispersions dansvifennement pourraient étre mieux gérés
et limités.

L’ensemble de ces travaux est détaillé sous ladodmn article intitulé “ Fate and
geochemical behaviour of arsenic, antimony and ieativo anthroposols developed from

mining wastes ” dans le but d’étre soumis a la ee@eoderma.
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Fate and geochemical behaviour of arsenic, antimomgnd lead in

two anthroposols developed from mining wastes
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Abstract: The mining wastesderiving from gold extraction in Massif Central &éifce) have
been stored and abandoned in a settling basin $B®£. Their contents in PTEs (Potentially
Toxic Elements) such as As, Sb and Pb reachingaetrmusand mg.kmight represent a
strong potential hazards for soils, groundwateewen the atmosphere. Formation of soils
concomitant to vegetation colonization of this sitgpacted fate and geochemical behaviour
of the studied PTEs. Theses soils were characteagelechnosols / Anthroposols Artificiels
according to respectively WRB and French nomenaatBCR sequential extraction
procedure indicated that As and Pb were mainlyasdnn residual fraction corresponding to
beudantite and scorodite (the main secondary mogical phases) but not preventing PTEs
interaction with other soil constituents. organic matter. Furthermore, available fractién o
As and Pb seemed to be low as it constituted a lmwypercent of total concentrations.
However, in absolute value, it might be a risk f@getation or groundwater in case of
leaching.

Key words: anthroposol, mining wastes, soil mineralogy, geocical behaviour, metalloids.
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[. Introduction

Anthropogenic activities such as mining activitee® responsible for the increase in
inorganic pollutants occurrence in the environméme of the main concerns of mining
activities is the production of a huge amount aftaminated wastes which are usually stored
in the vicinity of mines. Waste materials usualbntain potential toxic elements (PTES) in
various amounts (depending of industrial procesgyrasenting contamination hazards for
groundwater and food chain especially through fearn® vegetation. Consequently and due
to the no degradability of inorganic pollutants tine environment, it is necessary to
understand and assess their behaviour and fateeveng their releasing and mobility in the
environment. According to the type of climate, d s@y develop from wastes and vegetation
gradually may colonize the site inducing changdagTiks behaviour.
The remediation of contaminated sites is of keyartgnce, but remediation solutions need to
be adapted to the site configuration and to thereadf wastes depositB1 situ treatments,
combining the use of vegetation, are currently Igogiroposed with the aim of
phytostabilizing (roots system preventing transéegroundwater) or phytoextracting (PTEs

extraction through biomass accumulation reducirtypon rate of soil) (Salet al.,1995).

Released elements may migrate toward soil profieecipitate or also induce
neoformation of secondary minerals (Valente and &m2009). Furthermore, PTEs
behaviour is controlled by elements speciation.dx@mple, if they are weakly linked to soils
constituents, their mobility will be higher thartlifey belong to a mineral structure. Moreover,
in case of wastes rich in sulfides/sulfates, oxahatan lead to elements release increasing
their mobility. As a result, PTEs behaviour can Wwell understood by their chemical
speciation assessed by a sequential extractionegwioe (SEP) which provides semi-
guantitative information for their mobility. CommityBureau of Reference (BCR) initialized
by the European Community, is commonly performedgeriments and soils. This SEP leads
to determine four different fractions: the fractieasily exchangeable and weakly bound to
soil constituents, the reducible fraction, the axig fraction and then the residual fraction.
Accordingly, it offers a qualitative repartition egbntaminants in soils and therefore allows

assuming their behaviour to short term (Agjual.,2010; Pueyeet al.,2008). As this kind of
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CE QU'IL FAUT RETENIR...

Dans ce chapitre, une caractérisation détaillés sbls a été réalisée afin de bien
comprendre le comportement géochimique et la spéciachimique des Eléments
Potentiellement Toxiques (EPTS) As, Sb et Pb.

Nous avons étudié deux profils de sols situés dang différentes zones du site d’étude. Les
principales différences entre ces deux profils senr teneur en EPTs ainsi que leurs
caractéristiques pédologiques (CEC, teneur en narboganique). Ainsi, le profile 1 possede
une CEC et une teneur en carbone organique infég&ucelui de la zone 2 mais présente de
plus fortes concentrations en As, Pb et Sb méntesstoncentrations en EPTs du profile 2

restent tres fortes.

Les EPTs, apparaissent comme étant remobilisépeDdh supposer, premierement, que les
éléments peuvent étre immobilisés par exempleg&orination de minéraux secondaires ou
par des phénomeénes d'adsorption aux différentstitoasts du sol. Deuxiemement, les
éléments peuvent aussi étre exportés hors du mefisol (phénomeénes de lixiviation ou
lessivage). Par conséquent, la spéciation chimigtermine fortement la mobilité des EPTs

dans les sols de ce site d’étude.

Ces sols se sont donc formés en I'espace d'uneuiaane d’années ce qui est un temps court
et malgré un taux de contamination élevé, la véigéta pu se développer progressivement.
La contamination est susceptible d’étre a l'origde nombreuses perturbations au sein de
'écosysteme et notamment au niveau de I'activiiérobienne. De ce fait, notre étude a
également portée sur la caractérisation des popuogabactériennes et archéennes impliquées
dans le cycle de l'azote et en particulier dansitafication, formant les nitrates, éléments

essentiels a la croissance des plantes.
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CHAPITRE IV

Evaluation de la qualité écologique des sols contamés

Exemple de la nitrification autotrophique

Le cycle de I'azote dans les sols est d’'une impegeaconsidérable dans la mesure ou
il est par exemple a l'origine de la formation deésates NQ, I'un des nutriments majeurs
des végétaux et des organismes du sol (Paul amkl, CB89). Les nitrates peuvent étre issus
de I'oxydation de I'ammonium se réalisant par vwierobienne conduisant a la formation de
nitrites (NQ)) puis de nitrates (N§). Cependant, les produits formés au cours du ayele
'azote peuvent étre a I'origine de problémes enmvilementaux tels que la pollution des eaux
souterraines par les nitrates ou la productionauayeffet de serre,® (protoxyde d’azote)
émis par les réactions de dénitrification. En eféet dernier a un potentiel d’action pour le
réchauffement climatique 310 fois supérieur a ceéluiCQ (IPCC, 1995). De méme, dans un
contexte de changement climatique clairement ilérgar la communauté scientifique, il est
fondamental de bien comprendre les communautésobigmes afin de prévenir les
incidences de ces changements sur leur structukes girocessus dans lesquels elles sont

impliquées.

L’azote est un constituant majeur du vivant, entipalier de par sa prévalence dans les

protéines ou dans la molécule d’ADN. Ainsi, y coimpians les sols, le statut de I'azote

organique est majoritairement sous forme protéiqyéméralement selon une répartition

hétérogene. A I'échelle d’'une parcelle, on distegies microsites riches et d’autres pauvres
en azote. Cette répartition affecte les interastientre plantes et micro-organismes. Depuis
environ 70 ans, les recherches ont été particatién¢ orientées vers la prédiction de la

minéralisation de I'azote, de sa biodisponibilit@es besoins fertilisant sans que les résultats
soient, pour autant, entierement pertinents et ettemt des apports d’intrants bien adaptés
aux types de cultures, a la nature des parcellds kur topographie, aux types de climats etc
(Nannipieri et Eldor, 2009).

Toute culture de plantes requiert des éléments raniméessentiels a son développement, sa

croissance, sa santé et sa production. L’azote, faome de nitrates N assure aux plantes
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la principale ressource en N nécessaire a leurhbokdme azoté. Ces besoins en N sont
régulés par des facteurs externes tels que le phhilieu, I'éclairement, la température, la

disponibilité en éléments nutritifs... et par destdacs internes comme le pH cellulaire, la
teneur en glucides, I'état de croissance et deldgpement de la plante... (Morot-Gaudry,

1997).

La nutrition minérale, sous forme d’apports en amimm et nitrate, s’accompagne de
transformations microbiennes. Il y a encore peueteps, on pensait que I'oxydation de
lammonium était entierement réalisée par des bastéoxydantes de I'ammonium
appartenant a des groupes spécifiquespdes y-proteobacteries. Ces bactéries possedent le
géneamoAcodant pour la sous unitéde I'enzyme clef ammonium mono-oxygénasenpB
etamoCcodant pour les deux autres sous unités (Nic8ichteper, 2006). Mais récemment,
Treuschet al., (2005) et Leiningeet al., (2006) ont suggéré I'implication des archées dans
processus global de nitrification dont I'efficacgéurrait méme étre, dans certains contextes,
supérieure a celle des bactéries (Adair et Schwa@@8 ; Hermanet al.,2008). Cependant,
dans une situation de contamination des sols consue de ce travail, le développement de
ces micro-organismes est susceptible d’étre affemiéparticulier 'abondance relative des
bactéries par rapport aux archées, procaryotesmomautés toutes deux actives dans la
nitrification. Leur comportement dans le sol etraweau rhizosphérique est susceptible de
changer aussi en fonction des conditions physi@migies du milieu, des especes végétales
et du climat.

La rhizosphére est définie comme le sol sous infteedirecte de I'exsudation racinaire. De
facon pratique, il s'agit de la fine pellicule del sestant attachée aux racines apres avoir
arraché une plante. Cette zone, de par les sulestanganiques libérées par les racines, est le
siege d'une activité microbienne intense et paitcement active d’'un point de vue

biochimique, chimique et physique (Hinsingtral.,2005).

L’'un des objectifs de cette thése est d’évalueajzacité potentielle de la plartéscanthusk
giganteusa revaloriser les terrains miniers de La PetitgeF®ans la mesure ou cette plante a
été choisie pour sa forte production de biomagsaait primordial de connaitre la capacité
des sols contaminés de ce site a transformer adetfacon a ce qu’il soit assimilable par la
plante. Ceci a été évalué par I'étude du rble dastéibies et archées impliguées dans
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'oxydation de I'ammonium. L’outil utilisé pour det caractérisation du germenoAprésent

chez ces deux communautés est la PCR quantitgfR@R).
Ainsi, les principaux objectifs de ce chapitre sont

(i) de déterminer I'abondance du gemmoA des bactéries oxydantes de I'ammonium
(AOB) et archées oxydantes de I'ammonium (AOA) dapnss sols composites,

aux taux de contamination différents, prélevés &étite Faye.

(ii) d’évaluer I'évolution de ces communautés dans faptexe racines — rhizosphere de

Miscanthusx giganteuscultivé en conditions contrélées pendant 3 mois.

L’article présenté dans ce chapitre, intitulé « Atbance and diversity of ammonia oxidizing
prokaryotes in the root rhizosphere complesMigcanthus x giganteusgrown in differently
metal and metalloid contaminated soils » présergetemiers résultats de cette étude menée
en collaboration directe avec Julien OLLIVIER, dweint de I'équipe TEG (Terrestrial
Ecogenetics) de linstitut IBOE (Institute for Sdtlcology, HelmholtzZentrum, Munich) et
certains résultats (tRFLP) sont encore en coursgdigition. L'article sera soumis au journal

Applied Soil Ecology.
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Ce qu'il faut retenir...

. Dans ce chapitre, nous avons observé les effetsliffiérentes teneurs en métaux et
métalloides de sols présentant des propriétésasigs| sur les communautés des bactéries et
des archées impliguées dans la nitrification auetsade la quantification du germenoA
présent chez ces deux communautés. L'influence delture deMiscanthusx giganteussur
celles-ci, pendant 3 mois et en conditions conédl@ également été évaluée dans le
complexe racines-rhizosphére de cette plante. HEet, efette plante représente un fort
potentiel en termes de bioressource (cf chapitrg Wlétait par conséquent important
d’évaluer I'évolution de la réponse bactériennarehéenne dans sa rhizosphere.

Bien que les milieux de culture possédent un pkl adde (sol S) a Iégerement acide (sol L),
les concentrations en ammonium ne constituaient padacteur limitant pour que la
nitrification par voie autotrophique soit effective

Globalement, I'abondance de ce géne était pludefajie dans des sols agricoles, méme
contaminés artificiellement. La contamination en é&sPb ainsi que l'acidité des sols sont
donc relativement hostiles a ces 2 communautésiobhdance du genamoA était la plus
faible dans le sol S, le plus fortement contamat&liminuait méme dans la rhizosphere de la
plante a cause d’'une possible remobilisation daséhts contaminants. Dans le sol M, moins
contaminé que le sol S, les abondances de AOBnNétpias importantes. Ces abondances
augmentaient dans la rhizosphére et au cours ddtlare. Pour le sol le moins contaming, le
sol L, les abondances du géamoA étaient les plus fortes mais I'abondance des AOB
semblaient entrer en compétition avec les arché&dhondance des archées était par
conséguent plus faible que celle des bactéries.

Le complexe racines — rhizosphere est égalemenéiface d’échanges et donc d’absorption
par la plante des éléments nutritionnels voire aggaminants. Ainsi, une étude du transfert
des contaminants a la végétation colonisatriceitéupgrmettra de comprendre quels sont les
parametres controllant leur accessibilité aux glantDe ce fait, il sera possible ensuite
d’estimer la faculté d’adaptation ddiscanthusx giganteussur sites et sols pollués afin

d’envisager son utilisation potentielle comme resse bioénergétique.
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CHAPITRE V

Transfert sol-plante d’élément métallique et métathides des Antroposols a

la végétation naturelle du site

La présence d'une végétation spécifique développéée site d’étude nous a conduit
a etudier les mécanismes de transfert des métangtatioides vers cette végétation. En effet,
si les especes végétales sont parvenues a s'irapksttce (i) parce qu’elles ont la capacité a
sélectionner les éléments qu’elles absorbent dwaiicontraire sont-elles métallo-tolérantes

et donc capables de se développer tout en absarésgbntaminants ?

La biodisponibilité est définie comme la fractioismbnible d’un métal qui est prélevée par la
plante au travers de processus physiologiques afptien. La biodisponiblité peut aussi étre
définie comme étant le flux de métal vers la swefdie systéme racinaire d’'une plante cible en
tenant compte de la durée d’exposition (Thornto®d99l ISO 2006). Généralement, la
biodisponibilité est estimée de maniere chimiquaisnface a la diversité de ces tests
chimiques, cette étude a également intégré I'évialmalu transfert potentiel des métaux et

métalloides vers les différents organes des esp@getales colonisatrices du site d’étude.

L’objectif de ce chapitre était donc d’étudier Hartsfert des métaux et métalloides du sol vers
les 4 plantes majoritaires ayant colonisé le sig@ude. Pour cela, une approche intégrée
pédologique, minéralogique et chimique (extractis@kectives partielles) a été réalisée. Les
résultats des extractions sélectives ont ensuite@nparés a I'accumulation réelle dans les

plantes représentatives du site d’étude.

L’ensemble de ces travaux ont fait I'objet d’'uniclet soumis a Environmental Geochemistry
and Health : “Metal and metalloids availability finomining anthropols : transfer to natural

vegetation cover in temperate climate”.
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Abstract

Pedological and physico-chemical properties of ssaleveloped from old mine tailing
(France) were investigated in relation to the radtwegetation cover, the aims being to
evaluate the risk of metal and metalloids (Pb, 33) mobility and their potential transfer to
native plants. The soils were classified as Antbsgis/Technosols with high contamination
levels in As, Sb and Pb. The single selective elitras tested (Caglacetic acid, A-Rhizo
and DTPA) showed low labile fractions (< 5 % of bwdoil contents) but important in
absolutes values, related to the highly contamehkgteels of soils. Even over phytoxic levels,
native plants were characterized by small amounfsspSb and Pb in their tissues given the
low translocation factors. This works evidencedithportant role of (i) mineralogical phases
by controlling the solubility of metal and metatlsi and (ii) of the native plants cover in term

of phytostabilization feasibility.

Capsule:mineralogy controls the solubility of metals andtafieids in highly contaminated

mining anthroposols inducing their low transfentdive plant.
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des Anthroposols a la végétation naturelle du site

CE QU'IL FAUT RETENIR...

Depuis la fin de l'activité miniére, soit une ciraqiaine d’années, et malgré une trés
forte contamination en métaux et métalloides, unved végétal s’est développé sur
'ensemble du bassin de décantation, cette végatgmouvant étre relativement tres dense
dans le cas des préles de la zone 2. Les résnitatgent clairement la capacité d’adaptation
des plantes colonisatrices malgré la teneur éleréeontaminants et le faible potentiel
agronomique de ces sols (pH tres acides, faiblegs €Haibles teneurs en éléments nutritifs
entre autres). De plus, quelles que soient lescespeégétales étudiees, les facteurs de
transfert ou de bioaccumulation sont tres faiblésci montre (i) le role de la stabilité
thermodynamique des phases porteuses (cf. ch&pittans ce contexte et par conséquent le
contr6le de la solubilit¢ de As, Sb et Pb et doeclelr biodisponibilité/bioaccessibilité
potentielle pour les plantes; et (ii) laisse sugpapie les plantes bloqueraient le passage des
contaminants étudiés vers leurs divers organeawmoins, vers les parties aériennes.

La présence de la végétation sur cet ancien sitgemjoue clairement un réle de
phytostabilisation naturelle. Ceci limite de maai@fficace, sans impliquer un management

du site couteux, le transfert de métaux et mégdlodans I'environnement.

Pour le cas de sites et sols pollués de grandefmipeil est fondamental de réfléchir a des
solutions (i) de stabilisation de la contaminatitams le but de limiter voire de supprimer les
phénomenes de dispersion a d’autres compartimenisoenementaux (chaine alimentaire,
ressource en eau et/ou air atmosphérique), etlidiiyalorisation potentielle de ce type de
terrains. Dans ce cas, la culture d’'une plantegotést un (des) intérét(s) économique(s), a
faible colt énergétique et agronomique, ainsi ggr'loonne adaptabilité a ce genre de support

serait capitale.
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CHAPITRE VI

Réponses physiologiques ddiscanthusx giganteuscultivé sur des

sols contaminés

Les situations de contamination des sols représedeetres larges surfaces. En effet,
'Union Européenne a recensé pres de 3.5 millioaessies qui seraient potentiellement
pollués (CCE, 2006). Il est donc incontestable Igidille trouver des solutions visant a
dépolluer ces sites ou au moins a stabiliser |#stpms afin de prévenir ou de limiter leurs

transferts aux nappes souterraines ou vers laehaiphique.

Les pollutions métalliques se distinguent des piolhs organiques dans la mesure ou aucune
dégradation biologique n’est envisageable. L'ung pessibilités de réhabilitation des sites
contaminés par des pollutions métalliques est {agopmédiation, une technique utilisant les
végétaux pour leur revalorisation. Deux procédéd sistingués (i) la phytoextraction qui
vise a extraire les EPTs (Eléments PotentiellerRPatiiés) d’'un sol par le systéme racinaire
des plantes puis a les accumuler dans leur paitierae (ii) La phytostabilisation qui a pour
but 'immobilisation des EPTs par le systeme raceafin de limiter les phénoménes de
lixiviation dans les sols, de transferts dans lagxesouterraines et/ou de dispersion de la
contamination par voie éolienne. L'immobilisatioesdEPTs est réalisée au niveau du sol
rhizosphérique, par adsorption sur les racinesasuapcumulation dans les racines avec un
faible transfert vers les tiges et les feuilles.

Chez les espéces végétales, les contaminatioriéreerés métalliques et métalloides peuvent
étre a l'origine de phytotoxicité se manifestant papparition de phénomenes de chlorose
(Barylaet al, 2001), par des perturbations des mécanismehat@gynthese ou encore par
une réduction de la croissance (Vereagl, 2008).

Dans cette étude, le choix s’est porté sur la platiscanthusx giganteus(Figure VI.a), une
poaceae (graminée) au métabolisme en C4, origidadhsie du sud est et qui s’adapte bien

au climat tempéré (Zub et Brancourt-Hulmel, 2011).
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I. Miscanthusx giganteus une plante aux intéréts multiples

I.1 La plante

Miscanthus s.| est un groupe d’environ 20 espegiscanthusx giganteus(Figure
VI.a) est une plante triploide stérile, utiliséensldindustrie et qui est issue de I'hybridation
naturelle entré. sinensiqun diploide) eM. sacchariflorus(un tétraploide) (Linde-Laursen,
1993). Cette plante herbacée est pérenne et séodpeea partir d’'un rhizome assurant une
repousse naturelle chaque année pendant plus desl®omme Cadowet al, (2011) I'ont
résume, apres les deux premiéres années de cu#alsgées sans apports d’intrants sur sols
agricoles, les apports en N, P et K ne doiventdigsasser les quantités exportées dans la
biomasse récoltée soient respectivement 4.9, @.2® e .kg' de matiére séche. Globalement,
les besoins en nutriments pour la cultureMiex giganteussont faibles par rapport aux autres
cultures du fait (i) de son systéme racinaire ttégeloppé assurant une forte absorption de
nutriments, (i) d'un cycle des nutriments impottau sein de la plante entre rhizome et
biomasse aérienne, (iii) d’'un apport de matierggsumigques par la chute naturelle des feuilles
sous forme de mulch et (iv) d’'une potentielle fizat de I'azote par les bactéries de la
rhizosphéere. Par ailleurs, la culture de cettetplaequiert également une bonne ressource en
eau (Cadouet al, 2011). Le pH optimum de culture se situe entbeeh 7.5 (Damien, 2008).

Cette plante a été choisie pour ses intéréts indissidans la mesure ou sa biomasse est
lignocellulosique c’est-a-dire qu’elle contient tke cellulose, de I'hémicellulose et de la
lignine, des molécules intéressantes a plusieurggpde vue. Les cultures dé x giganteus
produisent une forte biomasse (jusqu’a 3-4 m dédayour une plante mature) et présentent
un rendement annuel de 20 a 25 t.laprés trois années de culture (Collatal., 2006). La
bonne combustion de la biomasse dépend de sa teneaau, de sa teneur en éléments
minéraux et en particulier de ses concentrationd ¢azote), S (soufre) et Cl (chlorure). Des
1997, Lewandowski et Kicherer exprimaient les gaalide combustion dél. x giganteus

comme étant similaires a celles du saule.
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Figure Vl.a. Photos deMiscanthusx giganteuscultivé sur sol agricole a différents stades desti¥opement

d’'un cycle annuel de la plante, Novabiom 2011.
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L’analyse thermogravimétrigue de combustion dunmmasse permet d'étudier le
comportement thermique d’une biomasse. Les caistif@es relatives M. x giganteussont
exprimées dans le tableau Vl.a d'aprés I'étude edgpuidim et al. (2010). Ainsi, lors de sa
combustion, il y a une montée en température auee premiére phase de déshydratation ou
'eau s'échappe en vapeur puis une phase de diésati@mn ou les composés organiques les
plus volatils s'échappent de la matiere et br{{€est-a-dire qu’il y a rupture des liaisons c-c
par oxydation) puis une seconde phase de combuslides composés organiques restants du
combustible brdlent en oxydant leurs moléculesdbarnissant de I'énergie. Ensuite, s’opére
une phase de combustion résiduelle de matiéres aloncipalement non organique, dans
laquelle on peut distinguer trois parties : unetipadétectable dans leurs conditions
d'expérimentation par leur analyse, une part ndactible (déduite par bilan de masse) et la
fraction résiduelle des cendres.

Tableau Vl.a. Caractéristiques de dégradation thermiquédeanthusx giganteusa pression atmosphérique,

d’aprés Jeguirinet al. (2010)

Gamme de L. dhumidité
température (%) Tmax (°C)  (@X/d) may (51
Q) °

Devolatilisation 180 94.13 289 1.4x10
340 32.72

Combustion (fraction détectable) 340 32.72 401 BOGx
410 05.96

Combustion (fraction non détectable) 410

+ fraction résiduelle (cendres) 05.96

450 02.04

Il existe d’autres applications industrielles pbutilisation de la biomasse de Miscanthus, par
exemple en tant que litiere pour les volailles @ ¢dhevaux, ou encore pour la fabrication de
bio-béton ou panneaux utilisés comme matériaux alestouction et pour l'isolement des

batiments.

[.2 Réponse aux contaminations métalliques.

Les premieres études impliquant des cultureMeanthusx giganteusen situation

de contamination ont été menées aussi bien en pgdi® qu’'en culture sur sol.
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Actuellement, de plus en plus de projets dans detexgtes de sols contaminés sont a I'étude
(Barbuet al., 2010, Hartleyet al., 2009), parfois en partenariat avec I'Union Europee
C’est le cas du projet Phytner « phytostabilisasan des sols contaminés par des métaux a
des fins énergétiques » coordonné par Francis Daualille, et du projet FEDER
Compétitivité régionale 2008-2013 intitulé « Bioresimation de la qualité des sols au moyen
de l'association d#liscanthusx giganteuset des bactéries du sol ; valorisation des déchets
associés » de Reims. Un troisieme projet en cteipgpjet ANR ECS RESACOR, coordonné
par Isabelle Lamy (Pessac, Versailles) porte poalement sur I'étude de l'impact d'une

culture de Miscanthus sur la dynamique des contaméndans les sols pollués.

Le comportement dkliscanthusx giganteuxvis-a-vis de contamination en cadmium (Cd) ou
chrome (Cr) a été étudié par Arduini et al., (2082106a, 2006b). L'inhibition de I'élongation
des plantes est observée & partir de 0.75 ™deLCd. La formation de nouvelles feuilles est
inhibée & partir de 1.5 mg'LCd et celle des nouvelles tiges & partir de 3 fh@Ht (Arduini

et al., 2006a). De plus faibles concentrations de cet @mn(0.5 mg.[}) stimulent
significativement la croissance des racines apresais de culture (Arduingt al., 2004).
Globalement, les parties aériennes accumulent n@i@sl que les parties racinaiies apres

3 mois de culture et 0.75 m@'LCd, les racines ont accumulé jusqu’a 332 mig.lkdg Cd
contre 40 mgkd de Cd dans la tige principale, cette concentratiétant pas
significativement différente de l'accumulation erd @ans la tige principale pour une
concentration de 0.25 mg'i(Arduini et al.,2004). Ainsi le facteur net de translocation du Cd
(du rhizome aux parties aériennes) est d’enviromt608 mg.&.jr* pour des concentrations
respectives en Cd de 0.5 et 0.75 riig.Rar conséquent). x giganteusapparait comme étant

une plante non hyperaccumulatrice du Cd.

Pour le Cr, les mécanismes d’absorption et d’actatmon sont similaires. Ainsi, les parties
racinaires déVl. x giganteussont celles qui I'accumulent le plus. Entre 0 e big.L* Cr, le
volume racinaire double en formant de fines racimess au-dela, plus aucune racine ne se
forme. La concentration en chrome dans les feuilledes atteint 70 mg.Kgpour une
concentration de Cr en solution de 200 nig.De plus le poids sec de la plante diminue de
17, 37 et 59% pour des concentrations en nitrat€rdespectivement de 50, 100 et 150-200
mg.L™. Pour résumer, le facteur net de translocatio@ddes parties souterraines aux parties
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aériennes est a son maximum pour la plus fortecdesentrations en Cr (Arduirgt al.,
2006b).

Fernando et Oliveira (2004) ont démontré jliex giganteusprésente une grande tolérance a
la toxicité de Pb en terme de paramétres de craisset de production de biomasse (résultats
obtenus apres une culture en pots, sur sols @tifment contaminés par des solutions
salines). Les concentrations testées pour le plémtent de 0.75 et 1 g:m Cependant,
toujours selon ces auteurs, le Pb pourrait étferi@gine de carence minérale au niveau de la
plante et notamment en P (phosphore). En effegritsmesuré une réduction de 15% de la
teneur en P dans les tigesMex giganteussur sol contaminé en Pb.

Une contamination en cuivre (Cu) de 0.6 et 0.8 gprovoque une réduction de moitié de la
longueur de la plante. Ainsi, Fernando et OlivéRA04) en concluent que la tolérance de
M. x giganteusa la toxicité de Cu est faible. Cependant, la telapparaitrait comme étant
capable d’exclure le nickel (Ni) et le zinc (Znke(Rando et Oliveira, 2004).

Fernandcet al. (2004) ont également fait des essais de cultwes @outs de boues de station
d’épuration lorsque des plants matures avaieninati® cm de hauteur. Les boues étaient
contaminées en Cu, Cd, Ni, Pb, Zn et Cr. Il appayaiaprés trois années de culture, les
concentrations mesurées dans la biomasse sonphisrfaibles au bout de trois ans qu'au
bout d’'un an.

Miscanthus sinensisine espéce sauvageeut accumuler jusqu'a 730 mgkg'As dans ses
tiges en poussant sur le stérile minier d’'une am@emine d’arsenic présentant des teneurs
pouvant atteindre 24 153 mgkg’arsenic (Wei et Chen, 2002).

Globalement, Miscanthus x giganteus apparait comme étant une plante non
hyperaccumulatrice de Cd, Cr, Ni, Cu, Pb et As deenier pourMiscanthus sinensjs
Cependant, les résultats de I'ensemble de ces<tutecté obtenus dans des conditions de
cultures différentes. Par conséquent, des résugitaitaires ou au contraire bien distincts sont
susceptibles d’étre acquis, a niveau de contaroima&tjal, du fait des propriétés pédologiques
et agronomiques des sols de culture. De ce fails revons évalué la capacité be x
giganteusa s’adapter a des sols développés a partir deetdchiniers présentant une

contamination multi-élémentaire.

L’objectif principal de ce chapitre sera donc diea les potentialités d’adaptation de
Miscanthusx gigantusainsi que d’éventuelles perturbations induiteslparsols de notre site
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d’étude sur son développement. Ainsi, un suivi deblomasse et une évaluation du
fonctionnement des systéemes photosynthétiquest@sétablis sur la plante cultivée pendant 3
mois en conditions contrdlées. Pour cela, des rgékade sol ont été prélevés dans les zone 1
et 2 du site, dénommés respectivement S et L,ret¢ggmondant a des composites de sol. Par
ailleurs, la photosynthese nette, la conductarmeatique, la concentration en g@insi que

la transpiration ont été mesurées et comparéespkumes se développant sur un terreau.
Certains parameétres de la fluorescence de la gitighe a ont évalués avec les résulats de
F./Fn et K/Fo. Une attention particuliere a été portée sur fetsede la contamination sur la
croissance de la plante et sur 'accumulation d@¥sHEléments Potentiellement Toxiques)

As, Sb et Pb dans les différents organes.

L’ensemble des résultats de cette étude sont gesselans le manuscrtPotential use of
Miscanthus x giganteus on highly contaminated soils: physiological resmonand

adaptability» dont la soumission est prévue damevae Bioresource and Technology.
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Keywords: anthroposol, Miscanthus x giganteus metallic elements, metalloids,
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Abstract: Mining activities produce a huge amount of contaated wastes, particularly
concentrated in metals and metalloids. These elEm@nesent serious hazards for
environment namely for groundwater, food chain aomhation or atmosphere. As classical
decontamination solutions are very expensive, duessity to find alternative rehabilitation is
fundamental. The aim of this study was to assesgthtential adaptation d¥liscanthusx
giganteus(high ligniocellulosic biomass mainly used as balj on highly contaminated site.
The chosen studied site was a former gold mineirgiwastes were highly contaminated by
As, Pb and Sb with concentrations reaching somstiseseral ten percents. Soils developed
from these mining wastes showed, after severalsyemridic pH, low CEC and nutrients
content. During three months and in controlled doas (phytotron), miscanthus was grown
in highly contaminated composite soils from two a&reof this site and in compost.
Physiological parameters such as chlorophyluorescence, gas exchanges (particularly Pn,
gs, Ci, Tr and WUE) were assessed to determine hehdghe plant was stressed by the
contamination. Results gave evidence of a cleamalabiomass reduction in contaminated
soils. Values of Fv/Fm (the maximum photochemidétiency) and leaves gas exchanges
indicate an impact on physiological activity thrbug slight inhibition of its activity and
physiological development. Metals and metalloidsuaaulation in biomass (translocation
factor to aerial parts) was very low. The majoraasions are (i) the real capacity of growth
of Miscanthusx giganteuson highly contaminated soils, and (ii) its sheamrt use to
phytostabilize soils by cropping the plant with@uy inputs since contaminants content in
biomass was above the threshold for industrialassenergy cropping.

Keywords: anthroposolMiscanthusx giganteus metals, metalloids, photosynthetic activity,
biomass.
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CE QU'IL FAUT RETENIR...

Ce chapitre a permis de mettre en évidence (Bpanse physiologique déiscanthus
X giganteuscultivé sur les sols contaminés du site d’étudd.aePetite Faye sans apports
fertilisants et en conditions controlées, et (iigvdluer les potentialités d’adaptation et

d’éventuelle valorisation ddliscanthusx giganteuxsur site fortement contaminé.

A partir des résultats obtenus en laboratoire pa@sts positifs se dégagent nettement comme
'adaptation duMiscanthusx giganteussur des sols fortement impactés par les activités
anthropiques a l'origine de contamination, une niggophysiologique intéressante ou encore
le faible transfert des contaminants vers les gaidiériennes de la plante. Cependant, la trés
nette différence de production de biomasse enitareusur sols contaminés et sur terreau est
indéniable. De plus, bien que le transfert desamimants soit faible, celui-ci reste encore
trop important dans le cas de cette étude pourpotentielle valorisation de la plante en tant
gue biomasse. Par conséquent, il parait encorieildifie pouvoir envisager I'utilisation de la
biomasse dél. x giganteusen tant que biocombustible a part entiere congsta tles faibles
rendements et du taux d’accumulation des élémené&niellement toxiques. Par ailleurs, des
améliorations agronomiques pourraient tres proloadhe pallier ces inconvénients actuels

(apport de fertilisants naturels et/ou de bouestalion d’épuration des eaux usées).

Pour conclure, le Miscanthus apparait comme étaitivable sur des sols présentant
différents degrés de contamination, mais son atibgs ne sera pas la méme selon qu’il sera
une plante phytostabilisatrice ou une productionrpa biomasse aux intéréts énergétiques.

Une étuden situdevra vérifier ces résultats.
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Conclusions générales

CONCLUSIONS GENERALES

L’exploitation miniere est a la base de la produttdes minerais sur lesquels le
développement technologique sociétal s’appuie,agticplier de nos jours pour les composeés
électroniques. Cependant, les activités minieremccempagnent inévitablement de la
production de déchets bien souvent riches en élismmaétalliques potentiellement toxiques
(EPTSs) et dont le stockage se fait, en généralpgimité des exploitations. Ainsi, la visée de
cette these était I'étude de l'utilisation potelitigles anciens sites miniers pour la production
de plantes bioénergétiques. En effet, il y a négede réduction globale de consommation
des énergies fossiles émettrices de gaz a effesede impliqués dans le changement
climatique, et un besoin grandissant en ressouwaliegentaires. De ce fait, le maintien des
terres agricoles devient indispensable compte tégalement de l'accroissement de la

population mondiale et du désir de mettre fin en&dnutrition.

Dans le cadre de cette étude, I'extraction d’orl’decienne mine de la Petite Faye
(Limousin, France) fut productrice d’'un matériawtenent contaminé en divers éléments
chimiques dont I'arsenic (As), I'antimoine (Sb)letplomb (Pb), stocké dans un bassin de
décantation depuis les années 1960 et depuis laifaandon. Ce site est I'exemple type
d'un site ou une réhabilitation n'a pas été opéf@est pourquoi I'objectif final de ces
travaux de these était d’évaluer une possibilitéedalorisation de ce site par des plantes, en
étudiant la capacité d’adaptation d’une plante fméogétique telle quiliscanthusx giganteus
sur ces sols. Apres avoir caractérisé pédologignemegéochimiquement et
microbiologiquement les sols évoluant sur ce gite)s avons testé I'hypothése, jusqu’a
présent principalement démontrée en hydroponiendebuelleM. x giganteusest une plante
métalotolérante, s’adaptant facilement sur un sdpmeu fertile, explicable par la
translocation des nutriments vers le rhizome emérsaison, tout en ayant un faible transfert
des éléments minéraux (en particulier Cl, N et B)sves parties aériennes (Lewandoveski
al., 2000 ; Strulluet al.,2011) facilitant leur revalorisation industriell@e terrain, pauvre en
nutriments (Chapitre 5) et présentant un importank de contamination (Chapitre 3), était
autrement dit priori hostile au développement de cette plante et stibteed’engendrer un
eventuel transfert des polluants issus du sol aukgs aériennes. En effet, dans le cas de

certaines espéeces se développant naturellemenle ssite, le bouleau ou les graminées
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prairiales sont les végétaux accumulant le plusctegaminants (Chapitre 5). En outre, la
contamination affecte bactéries et archées autmdopmpliquées dans la nitrification
(Chapitre 4).

|. Discussion générale

I.1 Caractérisation des Anthroposols du site d’&pdur une revalorisation adaptée

Les déchets miniers de la Petite Faye, stockésigliégmiannées 60, issus d’'un filon
porteur d’or ont été directement soumis aux cood#iclimatiques tempérées de la région
Limousin pendant presque 30 ans. L'altération,tedegire le processus induisant entre autre
la déstabilisation des sulfures initialement préseians le matériau parental a induit une forte
acidité (jusqu’a un pH de 3.4 mesuré en zone Intgyabablement ralenti la colonisation de
la végétation locale, a laissé place a la formatienphases minéralogiques secondaires
(« recombinaison » minéralogique). Ainsi, par whentification nette d’horizons de sol et par
leur caractérisation physico-chimique, une pédogerfde type Anthroposol Artificiel) a été
clairement mise en évidence (Chapitre 3). Le stBéeolution des 2 profils de sol étudiés est
principalement lié a la nature du matériau parefitaldes déchets accumulés sous forme de
strates « sédimentaires ») ainsi qu’a la nature cduvert végétal et aux conditions
climatiques. Par ailleurs, les EPTs As, Sb et Ripliqgués dans des phases minéralogiques
cristallisées (beudantite, scorodite), mal crisg@ls ou amorphes (de types oxy-hydroxydes
de fer riche en As ou arséniates riche en fer —ptgsite) et la présence de phénomenes de
pédogenese, conferent un comportement géochimigntieyier a ces éléments (Chapitre 3).
Comme l'indiquent les résultats de I'extraction is&hufielle BCR, les phases porteuses des
EPTs sont relativement stables puisqu’elles sonstitotives de I'étape 4 (phase résiduelle)
et encore détectables en Diffraction de Rayons &utdfois, les réactifs extractant les 3
premieres fractions de I'extraction séquentiell&ranent la libération des EPTs, suggérant
une possible altération de leurs phases porteuses.

Les extractions sélectives chimiques visant a estim fraction théoriquement biodisponible
des EPTs, c'est-a-dire accessible aux espécesalgégétu site, (Chapitre 5) ont indiqué
gu’elle représentait moins de 5% (pour la plus irtgae) voire moins de 1% de la fraction

totale des éléments As et Pb. Cependant, comptedes valeurs des concentrations totales
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en As et Pb dans les horizons de sols, les vatlulsur fraction biodisponible atteignent des
teneurs tres élevées représentant un réel risqoerdamination des espéces végétales et de la
chaine alimentaire. Par conséquent, il était diéfide prédire la capacité d’adaptationhex
giganteus sur le site d'étude. Certaines especes vegeétaldss métallophytes, sont
néammoins connues pour se développer sur des ishisren éléments métalliques. En
Europe centrale Minuartina verna Armeria maritima ssp. halleri, Arabidopsis halleri
Thlaspi calaminareet Viola luteassp.calamnaria(endémique de I'Allemagne de I'Ouest et
de la Belgique) sont des exemples typiques. EnéBleySilene vulgarisvar. humilis Viola
tricolor ou Thlaspi praecoxsont des espéces particulierement abondantesisupdlués en
éléments métalliques (Hildebrandt al., 2007). Ces plantes possédent généralement des
champignons mycorhiziens arbusculaires qui leségeit en atténuant les effets des
contaminations (Redoret al., 2009, Zareiet al., 2010). CependantM. x giganteus,

appartenant a une famille distincte de ces espau#ait d’étre étudié.

|.2 Miscanthux giganteusvéritable solution de revalorisation ?

Le site étudié était intéressant pour envisagerrenalorisation par phytoremeédiation
compte tenu d’un niveau de contamination en Aset3Pb particulierement élevé. Dans cette
these, le choix s’est donc porté sur I'adaptabtiegMiscanthusx giganteus(Chapitre 6),
plante bioénergétique c’est-a-dire productrice dembsse en vue d'une revalorisation
industrielle (sous forme de biocombustible, papigigmatériaux, litiere pour animaux,
bioéthanol, bioplastique). Cette plante peut apasiiciper a la production d’électricité (par
co-génération) (Heatoet al.,2010).

A lissue d’'une culture pendant 3 mois en condgiacontrolées sur 2 sols composites
prélevés a la Petite Faye, nous avons donc démaqunréette plante a la véritable capacité de
se développer sur ce type de terrain particuliéntroentaminé, présentant des pH acides et
une faible teneur en nutriments.

Elle semble tolérante au vue de ses parametrepmibhétiques indiquant une bonne
adaptation du métabolisme de la plante. La rédudii® biomasse serait reliée a la faible
valeur agronomique des sols privant la plante désnments nécessaires a son développement
méme si cette espece est peu exigeante en elémertonnels.

Bien que les parametres photosynthétiques soiebalgment peu altérés par rapport a des

Miscanthus cultivés sur terreau, la production enlasse et les concentrations en As, Sb et
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Pb transférées aux parties aériennes empéchetaigatvalorisation industrielle, au vu des
résultats obtenus. Par conséquent, pour le mor@eod)ture de cette plante sur le site de La
Petite Faye ne serait envisageable gqu’au titreedjpimytostabilisation a I'image des plantes
pionnieres, actuellement naturellement développéaese site et qui présentent une tolérance
a la contamination (Chapitre 4). Néanmoins, d’agess concentrations en As, Sb et Pb
mesurées (Chapitres 4 et 5), a I'issue des 3 neotliures en phytotron, les parties aériennes
de M. x giganteusaccumulent beaucoup moins ces éléments que leteplaolonisatrices du
site échantillonnées en fin de saison estivalersAdpie bouleaux et préles géantes accumulent
de maniére égale Sb par rapportMa x giganteus fougéres et préles accumulent
respectivement moins Sb et Pb. Cependant, ces esesut été effectuées sur différentes
especes et a des stades de développement diffdfeatisvient donc de comparer ces valeurs
avec prudence. Toutefois, le taux de contaminat@Es anciens sites miniers tel que celui de
La Petite Faye est relativement rare. Par conségligtilisation de cette plante sur des sites
contaminés acides mais moins riches en EPTs n'ste 1@gas moins intéressante afin de
pouvoir mieux encadrer la conversion de ce genresdis a la culture de plantes
bioénergétiques.

Du point de vue agronomique, les rhizomes doivérg plantés sur un sol préalablement
travaillé et dépourvu de plantes adventices. lpesisible d’utiliser une planteuse spécifique
ou manuelle comme celle utilisée pour la pomme etee t(Novabiom). De ce fait, cette
premiere étape, particulierement cruciale étantndola pérennité de la plante repoussant
spontanément chaque année pendant environ 15 anmipodans notre cas, conduire, par
exemple, a une dispersion par transport éolien atéicples de sol, alors dépourvus de
végetaux. Par conséquent, a I'amélioration agrogoena faible colt de ce type de terrains
(rehausse du pH par chaulage, amélioration dertditée des sols par apports - mais qui
resteront faibles pouvl. x giganteus,..), s'ajoute une réflexion nécessaire et fondanenta
sur les contraintes pratiques liees a litinératechnique des cultures de plantes
bioénergétiques du typd. x giganteusdans un contexte contaminé.

En outre, au-dela des 3 premieres années de cudwsgsteme racinaire dé. x giganteusse
développe considérablement, avec des racines pbw&andéployer jusqua 2.5 m de
profondeur et représentant 1 a 2 t de matiéere spahénectare (Neukircheet al., 1999,
Amougouet al., 2011). D’apres I'étude de Néet al., (2003) menée sur le méme site, les
concentrations en EPTs a 2 ou 3 m de profondeein, duie plus faibles en surface ne seraient

donc, a priori, pas un frein au développement desnes sur ce site. Cependant, en
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profondeur, le déchet minier est stratifié en degaux particulierement fortement indurés
(surtout en zone 1) et de ce fait tres faiblemesrimgable, limitant mécaniquement le
développement racinaire, la ressource en eau etoxmgeéne. Par conséquent, le

développement des racines en profondeur seraitslsoeptible d’étre difficile.

L’important taux de ligno-cellulose et les fortmidements sont 2 des atoutsMex giganteus

lui conférant des qualités énergétiques économiguenmtéressantes. Sur sols agricoles, la
culture de cette plante requiert également trés @mirants grace au retour au sol des
eéléments minéraux essentiels par la chute deddewh automne (Khakt al.,2001). Ainsi,

ce mulch, aprés décomposition, représente un re®uearbone atteignant 1.5 t Clteni’, ce

qui conduirait a la formation de matiére organiaiabilisant les sols. Dans les parties
souterraines, le rhizome est moins riche en ligmvas plus riches en sucres et composés
azotés que les racines. En tant que résidu cultuisal possedent donc un taux de
décomposition plus rapide (Amougetial.,2011).

Le métabolisme en C4, c'est-a-dire impliquant uaélé perte de composés carbonés
nécessaires a la photorespiration, assure un oreid@dement photosynthétique et donc une
forte production de biomasse. Ainsi, environ 27% chrbone redistribué aux parties
souterraines constitue la rhizodéposition, soi%ddlu carbone fixé, équivalant grossierement
& 400-600 kg C.hapour les céréales et les herbacées (Jenak, 2009). Par conséquent, la
culture d'une plante en C4 commvke x giganteusengendrerait un important relarguage de
carbone organique susceptible de se minéralisdientrer en interaction avec les polluants
du site d’étude dont la labilité serait affectéan® un contexte comme celui de la Petite Faye,
l'activité biologique apparait réduite puisque itkele est accumulée sur les 5 premiers cm
(profile 2, chapitre 2). De plus, la nature siliseude cette litiere issue des préles géantes
induit probablement une dégradation d’autant phiislé (Fraysset al, 2010). De ce fait, la
présence d&l. x giganteussur ce terrain pourrait également, a plus longégmodifier le
comportement géochimique des EPTs et leur interactila matiere organique, pouvant aussi

bien réduire qu’augmenter leur labilité et dona leapacité a étre transférés a la plante.

[.3 Transformation de I'azote sous 'action desnmmiorganismes

L’étude des communautés bactériennes et archéean&strophes permettant

I'oxydation de 'ammonium a démontré que le tauxcdatamination induit une réduction du
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potentiel génétique de la nitrification (évaluée fgbondance du geremoAprésent chez ces

2 communautés, Chapitre 3) par rapport a des sgigkokes, mais sans I'empécher
completement. Par ailleuns!. x giganteusa une influence sur les communautés microbiennes
au sein méme de sa rhizosphére. Globalement, letiéd de I'abondance des communautés
fonctionnelles assurant la premiére étape de tdication résulte du taux de contamination
élevé, de l'acidité des sols ainsi que d’'une pdssibmpétition entre organismes autotrophes
et hétérotrophes pour I'azote du fait de 'augmemoadu carbone organique dissous dans la
rhizosphere.

M. x giganteusétant une plante rhizomateuse, ses besoins emeats et en particulier en
azote du sol sont réduits, du fait d’'une remoltilisades éléments des parties aériennes vers
le rhizome en fin de saison, éléments utilisés tda reprise de la plante au printemps.
L’enjeu majeur de la fertilisation est le risquelelgsivage. Par conséquent il est indispensable
d’ajuster les quantités apportées aux besoins dtuttare. A la Petite Faye, les teneurs en
azote extractible au CaCmesurées ne représentent pas plus de 7, 9 et 18.Ha}
respectivement pour les sols S, M et L (au taugaigamination décroissant). Cadoetxal.,
(2011) suggérent que 60kg N-hserait un bon compromis entre besoin de la plandintien

des réserves et risque limité de lessivage. Pswsdbs agricoles, 30 kg N.haont également
recommandés. Par conséquent, les sols du sitedd élicessiteraient des apports adaptés et

raisonnés pour envisager la cultureMiex giganteus

En dépit d’'une capacité del. x giganteusa se développer sur les sols contaminés en
conditions contrdlées et au vu des résultats obteihun’est pas possible de certifier une
entiére adaptation sur un site d’une telle contation et pendant plusieurs années. En effet,
les résultats de la culture ne nous indiquent plasmante peut concretement évoluer dans de
telles conditions sur au moins un cycle végétatisi la repousse spontanée de la plante est
vraiment possible, compte tenu de sa pérennitértddu nos résultats sont effectivement
encourageants et laissent présager chez cette planéel potentiel de lutte contre I'érosion
et une phytostabilisation des contaminants. Quamtearevalorisation industrielle en tant que
telle, bien gu’inenvisageable a l'issue d’une adtotomme celle que nous avons menée sans
apports et amélioration(s) agronomique(s) des &oldiés, nous avons démontré et confirmé
le faible transfert des contaminants aux partiegeaees : les racines restent des organes

particulierement accumulateurs risquant aussi @’'étgilisées par la contamination. Ceci
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laisse supposer de véritables potentialités, dunsnaur des sites de moins forte

contamination.

I.4 Hypothétiques réponses des Anthroposols auggraant climatique

Sans étre encore vraiment capables de prédire déemaexacte I'évolution de la
vitesse a laquelle les changements climatiqueseetopnt, les climatologues admettent que
nous sommes dans une phase de changement (Sobbralby2007). Ces changements, selon
les endroits, s’accompagnent/eront de phénomenmsscphtrastés (plus sec, plus froid, plus
chaud, plus de précipitations, ...) qui sont renfengar 'augmentation de la concentration en
gaz a effet de serre (principalement £®,0, CH,, vapeur d’eau... issus des activités
anthropiques). Globalement, 'augmentation de hapkrature moyenne induira, par exemple,
une augmentation générale de [l'activité biologigln France, il y aurait plus de
précipitations en hiver mais moins en été et ungmentation générale des températures
annuelles. Par conséquent, les éléments commeriarsu le plomb, connus comme ayant
de I'affinité pour la matiére organique, serontgmiellement plus complexés a cette fraction,
déja particulierement importante sur le site d’ét(ilus de 400 mg.kg de Corg dans I’horizon

de surface, profile 2).

II. Perspectives
Ce travail de these, par une approche pluri-dis@pk, constitue 'une des premiéres
études ayant permis d’obtenir des résultats afinamheprendre la capacité d’adaptation de la
plante pérenne et bioenergétigMigscanthusx giganteussur des Anthroposols Artificiels
fortement contaminés en As, Sb et Pb. Comme tdutdegcelle-ci a également soulevé un
certain nombre d’interrogations auxquelles il seéaessaire de répondre avant de pouvoir
envisager la culture de cette plante dans les tiondiréelles du terrain, en vue d’une

commercialisation de cette biomasse et de 'adaptate la plante sur d’autres sites de ce

type.

Du point de vue de la culture déiscanthusx giganteus dans la mesure ou nos résultats
n'ont été obtenus qu’en conditions contrblées,aildrait envisager la mise en place de
cultures sur site afin d’évaluer la véritable adéiph de la plante sur des durées supérieures a
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3 ans, et ainsi, bien comprendre le comportememwetie plante. Afin de pallier le probleme
du rendement de biomasse, il serait nécessairaigedes améliorations agronomiques des
sols, par exemple en chaulant dans le but de tangpdacidité du milieu, mais également en
apportant de matieres organiques en vue de rehidadsetilité des sols. L’apport d’éléments
minéraux permettrait d’entretenir la capacité @msformation de 'ammonium en nitrate des
sols, assurant I'accés a l'un des nutriments mgjaux végétaux. La dénitrification devrait
eégalement étre étudiée, en particulier dans ledtadapter la fertilisation azotée et réduire
ainsi les risques d’émission deM (gaz hautement a effet de serre) produit lordque
dénitrification n’est pas complete. Cependant,ype d’'apports est susceptible de modifier la
spéciation des polluants, par conséquent leur it@leil donc leur disponibilité vis-a-vis de la
plante (Hartleyet al. 2009; Padmavathiamma et Li 2010). Cette modificatpourrait
d’ailleurs étre en faveur d’'une immobilisation gesdluants du fait de pH moins faibles par
exemple.

Bien sdr, il serait donc pertinent de faire desaissde culture sur des terrains présentant des
taux de contamination plus faibles, mais de ménganar, pour déterminer les teneurs seulil
dans les sols permettant une production de bionmasges contaminée, afin d’envisager une

revalorisation industrielle.

Alors que nous avons seulement évalué la réporséamnges gazeux impliqués dans
la photosynthése comme indicateur de stress emsépd la contamination du site, il serait
important de compléter ces résultats par I'étude naétabolisme anti-oxydant ou des
mécanismes de séquestration impliqués dans lataiéses aux éléments métalliques et

métalloides d®l. x giganteus

Outre une potentielle modification de la mobiligsdgolluants suite a des apports d’intrants, il
pourrait également y avoir une modification de tenmunauté microbienne, en particulier
des bactéries et archées impliquées dans la cutidn. Il serait donc trés intéressant
d’étudier la diversité bactérienne lors d’'une cdtdeM. X giganteussans apports et avec
différentes combinaison d’amendements, et d’évdkseéventuels changements au niveau de
ces communautés, ainsi que les impacts sur la ptiodude biomasse. Dans un tout premier
temps, en lien direct avec I'étude du Chapitree8,rEsultats de tRFLP (terminal Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) du géamoAdes archées (AOA) permettraient d’estimer

leur diversité dans les sols de la Petite Fayenetpotentielle évolution de la structure de la
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communauté des archées pendant la culturll.de giganteussur 3 mois, en fonction des
propriétés physico-chimiques des sols.

Par ailleurs, il pourrait étre intéressant de reegtr évidence le réle des exsudats racinaires ou
encore des micro-organismes dans le relarguageERBds et par conséquent l'altération
potentielle des phases minérales porteuses. Ceatrilmgerait ou pourrait participer a
'augmentation de la mobilité des EPTs susceptidkslevenir disponibles pour les espéces
végétales.

Du point de vue minéralogique et de la réactiviaé ghases porteuses des éléments polluants,
une caractérisation des phases les plus fines tamnaoent des colloides (actuellement en
cours dans le cadre d’'une thése débutée en 20#5ep les plus mobiles du sol, permettra de
mieux apprehender les risques potentiels de trargsta végétation ou aux eaux souterraines.
Cela pourrait aussi étre évalué par la techniqud [Effusive Gradients in Thin films) qui
permettrait d’estimer la capacité du sol a réalireela solution du sol en EPTs. L'interaction
de ces phases avec les matieres organiques pagadeiment étre caractérisée dans la mesure
ou le taux de dégradation des matiéres organicgrable étre lent, en particulier dans la zone
2, principalement couverte de préles géantes arwctstes siliceuses et difficilement
dégradables.

L’étude des fractions fines (entre autres les ogydexyhydroxides et phyllosilicates),
fractions susceptibles de jouer un role de piéglg EPTs, permettrait de compléter la

compréhension du comportement de As, Sb et Pitelétsidié mais aussi de la pédogenése.

176



Conclusions générales

Références

Amougou, N., Bertrand, ., Machet, J-M., Recous2811. Quality and decomposition in soll
of rhizome, root and senescent leaf frbtiscanthusx giganteus as effected by harvest
date and N fertilization. Plant and Soil 338, 83-97

Cadoux, S., Riche, A B., Yates, N.E., Machet, J-011. Nutrient requirements of
Miscanthus x giganteus: Conclusions from a reviéwublished studies. Biomass and
Bioernergy,article in press

Fraysse, F., Pokrovsky, O.S., Meunier, J-D., 2@%perimental study of terrestrial plant
litter interaction with aqueous solutions. Geocluianét Cosmochimica Acta 74, 70-84.

Heaton, E., Dohleman, F.G., Miguez, A.F., Juvik.JLozovaya, V., Widholm, J., Zabotina,
O.A., Mcisaac, G.F., David, M.B., Voigt, T.B., Besena, N.N., Long, S.P., 2010.
Miscanthus: A promising crop. Advanvces in BotahRasearch 56, 76-137.

Hartley, W., Dickinson, N.M., Riby, P., Lepp, N.\2009. Arsenic mobility in brownfield
soils amended with green waste compost or biochdr @anted with Miscanthus.
Environmental Pollution 157, 2654-2662.

Hildebrandt, U., Regvar, M., Bothe, H., 2007. Artwiar mycorrhiza and heavy metal
tolerance. Phytochemistry 68, 139-146.

Jones, D.L., Nguyen, C., Finlay, R.D., 2009. Carliow in the rhizosphere: carbon trading
at the soil-root interface. Plant and Soil 321,32-3

Kahle, P., Beuch, S., Boelcke, B., Leinweber, Rchuien, H-R., 2001. Cropping of
Miscanthus in Central Europe: biomass productiosh iafluence on nutrients and soil
organic matter. European Journal of Agronomy 13-184.

Lewandoswski, 1., Clifton-Brown, J.C., Scurlock J®J, Huisman, W., 2000. Miscanthus:
European experience with a novel energy crop. Bssnaad Bioenergy 19, 209-227.

Néel, C., Bril, H., Courtin-Nomade, A., Dutreuil;P], 2003. Factors affecting natural
development of soil on 35-year-old sulphide-ricmentailings. Geoderma 111, 1-20.

Neukirchen, D., Himken, M., Lammel, J., Czypionkealdse, U., Olfs, H-W., 1999. Spatial
and temporal distribution of the root system anat rautrient content of an established
Miscanthus crop. European Journal of Agronomy D1-309.

Padmavathiamma, P.K., Li, L.Y., 2010. Phytoavallgbiand fractionation of lead and
manganese in a contaminated soil after applicatfotinree amendments. Bioresource
Technology 101, 5667-5676.

Redon, P-0., Beguiristain, T., Leyval, C., 200%f@&ential effect of AM fungal isolates from
Medicago truncatula growth and metal uptakein a timekallic (Cd, Zn, Pb)
contaminated agricultural soil. Mycorrhiza 19, 1895.

177



Conclusions générales

Solomon, S., Quin, D., Manning, M., Chen, Z., MasguM., Averyt, K.B., Tignor, M.,
Miller, H.L., 2007. Contribution of the Working Gup | to the fourth assessment report
of the intergovernmental panel on Climate Changankridge University Press.

Strullu, L., Cadoux, S., Preudhomme, M., JeuffrMsH., Beaudoin, N., 2011. Biomass
production and nitrogen accumulation and remotibsaby Miscanthuggiganteusas
influenced by nitrogen stocks in belowground orgdfield Crops Research 121, 381-
391.

Zarei, M., Hempel, S., Wubet, T., Schafer, T., S$gnebi, Gh., Jouzani, Gh.S., Nekouei,
M.K., Buscot, F., 2010. Molecular diversity of adoular myccorhizal fungi in relation
to soil chemical properties and heavy metal comation. Environmental Pollution
158, 2757-2765.

178



Lebenslauf

Nastasia Wanat

Geburtsdatum: 28.09.1984
Geburtsort: Le Creusot (Frankreich)
Adresse: 3 Place de I'ancienne douane
F-68000 Colmar
Frankreich
Ausbildung

2002: Abitur , Bonaparte-Gymnasium Autun (Frankreich)
2005: Bachelor, Schwerpunkt Geology , Universitat von Burgund, Frankreich

2007: Master Degree CEPS (Climatology Environment Paleontology and
Sedimentology), Schwerpunkt Environmental and soil sciences , University von
Burgund, Frankreich

2007-11: PhD (deutsch-franzdsische Promotion), Universitat von Limoges — Technische
Universitat Minchen






Résumé

Dans le contexte actuel, il devient nécessairerdevér des énergies alternatives et de
préserver les sols agricoles pour la productiomedsources alimentaires. Ainsi, ce travail avaitrpo
objectif majeur d'étudier la potentielle adaptatien utilisation d'une plante bioénergétique, le
Miscanthusx giganteus,sur sites et sols fortement contaminés en métaumétalloides, donc
impropres a toute activité alimentaire. Le sitetad® choisi est un ancien site minier situé dans le
Limousin sur lequel le traitement de I'or dansdesées 60 a induit des dépbts fortement contaminés,
et ou un couvert végétal est actuellement en dppeloent.

Les résultats de culture mettent clairement eneéwid les capacités d’'adaptation de cette
plante, avec un faible transfert d’éléments po#dlietinent toxiques, méme sur des sols acides
fortement contaminés (As jusqu’a 83000 m¢,kBb - 15000 mg.kbet Sb - 1100 mg.kY et ayant de
faibles propriétés agronomiques. De plus, la bpputhgbilité des métaux ne représente que 1 a 5% des
teneurs totales en fonction de I'extractant utjlis& qui représente de tres importantes valewsst ét
donné les teneurs totales. Ceci est directemeatliéninéralogie du site.

La réponse dM. x giganteusau stress métallique met en évidence une fortectidsh du
rendement de biomasse, une faible perturbationadphbtosynthése nette, une réduction de la
conductance stomatique et de la concentrationciglitdaire en CQ@Q De plus, la plante modifie la
réponse potentielle des bactéries et archées ghiédgues oxydatrices de 'ammonium en nitrite dans
la réaction de nitrification. Comme attendu, plisbntamination est importante, et plus la répalese
M. X giganteusest marquée.

En dépit d'un transfert d’As, Sb et Pb trés rédweits les parties aériennes de la plante, les
concentrations mesurées ne permettraient pas waeonisation industrielle rapide du site mais la
culture de la plante serait plut6t stabilisatricesdl. Des amendements de type agronomiques Seraien
susceptibles d’améliorer les rendements en vueed'ewvalorisation industrielle.

Abstract

The use of alternative energies as fuel and theegiion of arable soils as resource for food
crop are of major concern in the current contextleficiency of fertile soils. Thus, the main aim of
this thesis was to study the potential adaptatioth@ bioenergetic plarifliscanthusx giganteuson
soils highly contaminated by metals and metallo&ds] unsuitable for food crops. The experimental
site is a former mine located in Limousin (Frane@gre gold treatment induced heavily contaminated
tailings, in the sixties. The vegetation coverasvadays developing.

The culture clearly highlighted adaptation capasitof the plant with a low transfer of potentially
toxic elements even though soils were acidic, etoeplly contaminated (till
83000 mg As.kg, 15000 mg Pb.kjand 1100 mg Sbh.ky and with low agronomic performances.
Moreover, bioavailability represented only 1 to G%ototal concentrations according to the used
reactant which corresponded to very high amountgngvalues of total concentrations. These
findings are directly link to the mineralogy of thie.

M. x giganteusresponded to metallic stress with a strong rednatifobiomass yield, a slight
disturbance of net photosynthesis rate and a riesuof stomatal conductance and substomatal CO
concentration. Furthermore, the plant modified thaential activity of rhizospheric ammonia
oxidizing bacteria and archaea involved in nitafion. As expected, the more the contamination was
high the moreM. x giganteusresponse was marked.

Despite a clear reduced As, Sb and Pb transferettalaparts, values of measured
concentrations could not allow an industrial reviaktion. However, this plant could stabilize tlod.s
Agronomic improvements of the soil might enhanaddg for an industrial revalorization.





