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Résumé

Le sélénium (Se) est naturellement présent dansit@nement. EIément essentiel aux étres vivants a
faibles concentrations, il devient rapidement tagicavec leurs augmentations. Un de ses isotopes
radioactifs, le’°Se est présent & hauteur de 0,04 % dans les déatietactifs de Haute Activité a Vie
Longue (HAVL) dont le stockage géologique proforstl @envisagé. Dans le sol, le Se existe sous de
multiples formes et sa mobilité est affectée parptgentiel d’'oxydoréduction et les activités
microbiennes. Tres peu d’études ont porté suraaivité a I'état de trace.

Afin d’améliorer les connaissances sur le devemircgt élément, nous avons réalisé un travail
permettant de distinguer les principaux processésclymiques abiotiques et microbiologiques
impliqués dans le devenir du sélénite (Se(lV))étal de trace dans le sol. Cette étude était msée
des incubations en batch de boues de sol contasniaddiciellement en Se(IV) a hauteur de
0,4 mg Se.kgsol sec et soumises a des conditions oxique ouigumxLes incubations ont concerné
du sol stérilisé et du sol non stérile sans ou ameendement organique pour stimuler alors les
activités microbiennes. En condition oxique, ibgsaait de glucose ou de cellulose, et les incabati
avec glucose ont été répétées apreés ajout d'ubaatérien ou d'un antifongique. En condition
anoxique, il s'agissait de glucose, et le Se agpdrté a differentes dates correspondant a diffgre
états redox et a des activités microbiennes cdagasPour chaque incubation, nous avons suivi la
distribution du Se entre les phases solide (extrastséquentielles), liquide (état redox, dissous o
colloidal) et gazeuse (piégeage). Nous avons piaums suivi les évolutions géochimiques de la
solution (pH, K, les composés azotés, les acides organiquesoet)ala composition de I'atmosphere
gazeuse des flacons et la microflore du sol (biemastale, biomasse fongique, densité bactérienne,
caractérisation de la structure des communautégrizmmes en condition oxique, dénombrement en
conditions anoxique des bactéries cultivables déaittes, fermentaires, Sgbréductrices et Fe IlI-
réductrices).

Les résultats ont montré que le Se apporté a ltgatrace est relativement peu mobile dans le sol
étudié. Nous avons mesuré entre 50 et 90 % deti@tesur la phase solide. Les processus
géochimiques ont un role majeur dans le contrélé&adeobilité du Se. Au cours du temps, certaines
transformations abiotiques en phase solide abeutiss une immobilisation de plus en plus forte du
Se. Les processus microbiologiques contribuentginauater cette immobilisation au sein de la phase
solide. Néanmoins, en condition oxique et anoxiqae, moindre mesure, certains processus
microbiens peuvent étre, au contraire, responsablew dispersion du Se dans la biosphére par la
production de composés volatils. Par ailleurs, aaades activités bactériennes ciblées en conditions
anoxique (dénitrification, fermentation, réductida fer, homoacétogénése et acétogénése vraie) n'a
eu d’effet spécifique sur la mobilité du Se. Enfanmobilité du Se dans un sol ne peut se déduire d
simple diagramme de Pourbaix(BH). En effet, la plupart des réactions d'oxydduictions se font
dans le sol hors équilibre thermodynamique, et idsrnt a des mesures de $uvent liées un a seul
couple oxydant-réducteur et ce en fonction de Hdaoce des composés et de la sensibilité de
I'électrode a ces composés.

Mots clés: sélénium ; sol ; mobilité ; processus géochimigprocessus microbiologique ; conditions
oxigues et anoxiques.
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Le sélénium (Se) est un élément naturellementeptédans I'environnement. Aux
sources naturelles de Se (dissolution des rocl@sanisme...) s’ajoute une concentration
anthropique associée a la combustion de charboraffimage du cuivre, a la fabrication de
semi-conducteurs (etc.) contribuant a la dispersifedistribution) du Se dans
'environnement (Lemly, 2004). C’est un éléement tavalent” pour les organismes vivants,
car essentiel a de faibles concentrations (oligmméht ayant notamment une fonction
antioxydante), mais rapidement toxique a de plag$oconcentrations (ATSDR, 2003). Aussi
existe-t-il une littérature assez abondante si8dgeportant notamment sur son utilisation en
médecine, en agriculture, dans l'industrie, aing qur ses effets biologiques (carences et
toxicités). Dans le contexte nucléaire/8e, isotope radioactif (émettefirdu sélénium, est
un produit de fission de I'uranium 235 (producti®f4 %). Il se retrouve dans le combustible
usagé, ainsi que dans les déchets radioactifs paovelu retraitement de ce combustible.

En France, le souci de sécurité améne a considéneme nécessaire le confinement
des colis de déchets radioactifs dans les souggéolsgiques (Toulhoat, 2002). Dans le cadre
de I'évaluation des risques liés aux stockages ek dechets, effectuée par 'ANDRA
(Agence Nationale pour la gestion des Déchets Radiiifs), tous les scénarii associés a ce
type de stockage, méme les plus pessimistes, sovisagés. Ainsi, les risques de
franchissement par les radioéléments des diffésebtarieres, artificielles et naturelles
(roches), entourant le colis de déchets sont estib® °Se a été identifié comme susceptible
d’étre remobilisé dans les sols (sous-sols etdmisurface) et, en tant qu’isotope a vie longue
(3,77 x 18 ans) (Bienvenu et al., 2007), de perdurer dab#lsphére.

Les connaissances actuelles concernant®¥e sont essentiellement des résultats
indirects des diverses recherches effectuées ssélémium stable, généralement en zones
séléniferes (a fortes concentration en Se), eugégges travaux portant plus particulierement
sur la réactivité géochimique du Se vis-a-vis daasps minérales (granites, argiles...)
constituant les barrieres du colis de déchets. mesleles radioécologiques couramment
utilisés pour décrire le devenir du Se dans les sblpour évaluer ses impacts sanitaires,
radiologiques et chimiques sont basés essentialieswe des lois mathématiques simples
modélisant un équilibre entre les composants dtesys (sol, solution de sol, plante ...), a
l'aide de coefficients de transfert ou de distribat(par exemples les coefficients de partage

entre sol et plante (Ft) et entre phase solideotietssolution du sol (Kd)). Dans le cas du Se,
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les valeurs génériques de Kd proposées par I'Agémeenationale de I'Energie Atomique
(IAEA, 1994) sont fonction du type de sol et vatientre 150 et 1800 L.Kgrespectivement
pour un sol sableux (>70 % sables) et un sol oggen(> 30 % matiére organique). Plus la
valeur de Kd est grande, plus le Se sera retendapphase solide. Ces coefficients sont
considérés comme constants dans le temps.

Toutefois, cette approche simplifiée semble éteelaptée pour décrire le devenir du
Se, principalement pour deux raisons :

* D'une part, le Se peut exister sous 4 étatsydiatkon (séléniate (VI), sélénite (IV),
sélénium élémentaire (0) et séléniure (-11)). Saitité dans un sol dépend (i) de sa spéciation
(état d’oxydo-réduction et forme chimique) et (i@ divers processus biotiques et abiotiques
tels que la sorption/désorption, la réduction/oxiata et la volatilisation. Ces processus
dépendent de l'état géochimique du sol (pH, potend’oxydo-réduction, atmosphére
gazeuse, phases minérales ...) et des activités beomes (communautés bactériennes et/ou
fongiques aérobies et anaérobies). Par exempleséléniate et le sélénite (solubles)
prédominent en conditions oxydantes, tandis queélénium élémentaire (insoluble) et les
séléniures prédominent en conditions réductriceas@dheleyn et al., 1990, 1991). De plus, il
existe également quelques formes organiques \adatissues principalement de la
biométhylation. Ainsi, il semble difficile d’estimeéoute la complexité de ces transformations
et leurs évolutions temporelles au travers d’un gatametre.

» D'autre part, il existe une interdépendance dasssols entre de trés nombreux
processus, parfois d'origines différentes (tramsfeactivités biotiques et abiotiques). En
effet, les sols de surface sont généralement cérgsiccomme oxiques (présence d’oxygene),
les zones anoxiques (absence d’oxygene) étantirgss a des micro-niches au sein de la
zone oxique, a la périphérie des racines, a dasssifiimergés (riziéres) ou a des zones plus
profondes (voisinage de la nappe). L'état d'oxygé@madu sol affecte principalement les
activités microbiennes du systéme, aérobies etrabias, elles-mémes en étroite relation
avec les transformations géochimiques abiotiquas.eRemple, les activités microbiennes
affectent le pH, le potentiel d’oxydo-réduction,dancentration en composés organiques et
minéraux, la composition de I'atmosphere gazeussotiu.. Mais, la teneur en eau, le pH, la
concentration en composés solubles organiques etérauix (accepteurs terminaux
d’électrons...), la nature des gaz et des phases ra@sé sont autant de variables
géochimiques affectant directement les activitésrobiennes. Aussi, la prise en compte de
couplages entre transferts (gaz, solutés ...), ré#Edi biologiques et abiotiques s’avere

nécessaire pour estimer le devenir des (radio)é&ltmet plus particulierement du Se, dans un
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sol. Actuellement, peu d'études tentent de déclieasemble des processus physico-
chimiques et (micro)biologiques affectant la mdbildu Se dans un sol (Haudin, 2006;
Chabroullet, 2007).

Notre étude s’est focalisée sur I'estimation denfabilité du Se via sa distribution entre les
différents constituants d’'un sol (phases liquidelide, gazeuse et microorganismes), en
conditions controlées de laboratoire (systeme battten fonction de différentes activités
microbiologiques aérobies et anaérobies. Notre ctibj@tait de savoir si les activités
microbiennes affectent directement ou indirecteménta géochimie, la mobilité du Se et en
quelle proportion par rapport aux processus ahiesigL utilisation d&°Se (IV) en tant que
radio-traceur nous a permis de travailler a deseoinations traces, rarement étudiées (0,4
mg Se.kgsol sec), de I'ordre du bruit de fond géochimigiie.ce sens, nous nous sommes
rapprochés d’un scenario de « relargage S%e.

Cette étude se situe également dans le cadre géméraction, menée en accord tripartite
CEA-EDF-IRSN, intitulée ‘transport réactif et zonen saturée’. L'objectif général de cette
action est d’améliorer la prévision du transfer dadionucléides dans la zone non saturée du
sol (ZNS). En particulier, il s'agit d’identifiees principaux processus biotiques et abiotiques
régissant leur mobilité dans un sol.

Parmi les différents facteurs d’'intérét pour EDRiyent engendrer des modifications de la
mobilité des radionucléides, comme le Se, nous @oaipar exemple citer:

* les remaniements des couches de surface causanmgimxggénation des horizons
sub-surfaciques ; ces remaniements pourront interVers de la déconstruction de
site,

» les précipitations prolongées créant un ennoiemesnthorizons surfaciques du sol,

la proximité des sites de centrales avec des @sieu fleuves, qui engendre des battements
de la nappe phréatique produisant une alternange@®noxique de la zone du sol située au

dessus de cette nappe.

Ce mémoire comprend 5 chapitres. Le premier pmpoe synthése bibliographique
traitant (i) des interactions entre géochimie etrobiologie dans les sols, ainsi que de
impact de ces interactions sur la mobilité desnédnts, (ii) de I'état des connaissances sur le
Se dans I'environnement, incluant le contexte dadique, sa mobilité dans un sol via des

processus géochimiques et microbiologiques, et giir les outils expérimentaux existant
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pour étudier le comportement du Se. Le second tkaprésente la méthodologie d’étude

mise en place afin d’évaluer I'impact relatif desgmetres géochimiques et microbiologiques
du sol sur le comportement du sélénium et I'enserdBk analyses effectuées. Les troisieme
et quatrieme chapitres sont consacrés aux incutzatie sol en systéme batch respectivement
en conditions oxiques et anoxiques. Enfin, le derehapitre reprend, dans une discussion
générale, les principaux résultats discutés dansHapitres précédents, et conclut cette étude

en proposant quelques perspectives.
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1. Le systeme sol : milieu complexe vivant

1.1 Généralité

D’'un point de vue pédologique, le sol est la pastiperficielle de I'écorce terrestre
fortement soumise a l'action des agents climaticeidsiologiques (Stengel et Gelin, 1998).
C'est un milieu poreux, triphasique et organisémposé de trois phases inertes
respectivement solide, liquide et gazeuse. Lesgtigms entre ces différentes phases peuvent
varier dans le temps. Aux trois phases inerteostapt un compartiment vivant. Ces 4
compartiments interagissent entre eux et sontéigesde nombreuses réactions bio-physico-

chimiques, dont quelques exemples sont cités @darglre 1.

Phase
solide

?

Dissolution / Insolubilisation
de minéraux

Adsorption — désorption

adsorption de gaz

LN

Précipitation - dissolution .
Organismes

vivants

/
Consommation et production de Respiration et production
composés organiques de gaz
/ \
Phase Dissolution de gaz Phase

liquide < > gazeuse

Figure 1 — Constituants formant un sol et quelquegxemples d’interactions entre les
différents constituants (inspiré de Calvet (2003a))

* La phase solideeprésente de la moitié au deux tiers du volumesalu Elle est
constituée a plus de 90% de minéraux inorganiguesapes (quartz, feldspath...) et
secondaires (kaolinite, goethite...) (Sposito, 1988)matiére organique, représentant de 0,5
a 10 % du sol, est un mélange complexe de constituen décomposition, solubles ou
insolubles, provenant principalement des plantesnaux et microorganismes. Cette matiére

organique est importante biologiquement (sourceet@e pour les organismes vivants...),
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chimiquement (sorption, complexations, adsorptiencdtions...) et physiquement (stabilité
du sol).

* La phase liquidecorrespond a de I'eau infiltrée qui, par percolatise charge en gaz
dissous (@ CO,), en substances minérales dissoutes et en pasioceth suspensions
(colloides). Elle véhicule les substances nutritigea, Mg®*, K*, NOs, CI...) nécessaires
aux organismes vivants.

* La phase gazeuseu atmosphere du sol, occupe les pores du sokneahis par la
phase liquide. L’atmosphére du sol contient géeémaht de 18 a 20 % dyOmais la teneur
en @ peut chuter a 2% voire 0% au voisinage des eacide résidus organiques en
décomposition, au cceur d'agrégats ou de mottereeatan eau, ou en profondeur dans le sol.
La teneur en C@peut varier de 0,3 a 5 % et peut atteindre etsipdes 20 % dans certains
cas (voisinage de racines ou source importante at&m organique). L'atmosphére du sol
contient toujours aussiiNH,O vapeur et Ar, mais elle contient aussi trés soustautres gaz
produits et/ou consommeés biologiquement : NGO NNH;, H, ou CH,.

* Les organismes vivants du ssbnt en excluant les racines et la méso-faune
(proportion typique de biomasse entre parenthdes)pactéries (25 %), les champignons
(59 %), les algues (traces), les protozoaires (€% microfaune (12 %) (Gobat et al., 1998).
Les bactéries représentent les microorganismgsussabondants dans le sol en densité et en
nombre, méme si les champignons représentent wargitude biomasse plus importante. Les
microorganismes du sol sont aujourd’hui reconnusiroe étant un des facteurs clé dans

I’évolution des sols.

1.2 L’état d’oxydo-réduction du sol

Tout comme I'acidité d’'un sol est exprimée en tartde l'activité en protons de la
solution {H'}, soit par la valeur du pH (pH = -log {B), l'intensité d’oxydo-réduction, pe,
est exprimé en fonction de l'activité en électrdes} :

pe = -log {e}

Expérimentalement et de facon classique, le petedioxydo-réduction du sol, &
est mesure, en volt (V), a I'aide d’une électra@ette valeur est ensuite ramenée au pe par la
formule thermodynamique suivante :

En = 0,059 pe
Le Ey est un des paramétres du sol les plus difficilevaluer. De facon
conventionnelle, le fEest mesuré a I'aide d’'une électrode de platinesDa littérature, cette

mesure expérimentale est tres critiquée (Lindbémgumnells, 1984 ; Runnells et Lindberg,
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1990 ; Chapelle et al., 1996 ; Taniji et al., 2008ashington et al., 2004 ; Herbel et al., 2007).
En effet, la définition thermodynamique du potdrdiexydo-réduction (Sposito, 1989 ; Sigg
et al., 2000) suppose un systeme a I'équilibre. K&quilibre thermodynamique entre
différents couples oxydant/réducteur n’est jam#ira dans le sol. Ainsi, la mesure dy e
reflete pas I'état redox de tous les couples impbgdans les réactions d’oxydo-réduction
(0o/H,0, FE'IFe*, NOs/NO,, NO,/N;O, Mn(IV)/Mn*, SQ?/HS, CO,/CH,4 etc.) mais
plutét I'état "moyen” d'un ou quelques couples mar@ément plus abondants dans le sol ou
auxquels I'électrode est plus sensible. Ainsi,@alireux auteurs ont proposé d’autre mesures
pour accéder a un état d’oxydo-réduction du sollegelque les processus terminaux
d’accepteurs d’électrons (TEAPS) ou la mesure d=&mcité oxydative, mesure de J'H..)
(Lovley et al., 1994 ; Chapelle et al., 1996 ; @aal., 2002 ; Tanji et al., 2003). Néanmoins,
la mesure du potentiel d’oxydo-réduction a I'aideng électrode reste encore trés utilisée,
certainement pour des raisons de co(t et de f&adilittilisation.

Concretement, une large gamme ¢e(&u pe) existe naturellement pour les sols. Un E
fort signifie une faible activité des électronsdes conditions oxydantes. A l'inverse, un E
faible, qui peut étre négatif, indique une fortéivai® des électrons et donc des conditions
réductrices. Les sols sont parfois classés endetégories en fonction de leurs valeurs de E
(ou pe) et de pH : oxique, suboxique et anoxigugufe 2). La définition exacte de ces
termes est reliée a la teneur endd sol, mais varie avec les auteurs ; un sol exigt défini
par la présence d’Qun sol suboxique par une faible, ou trés faiptésence d’'Q et un sol
anoxique par I'absence d;OLa plupart des sols de surface sont considérgsritairement
comme oxiques, les conditions anoxiques prévalaribgt en profondeur mais également
lorsque le sol est saturé en eau (cas des riziame@s3équence de la lente diffusion de,I'O
Les conditions anoxiques peuvent également se peothcalement et temporairement au
centre de micro-agrégats de la zone oxique ou pétphérie des racines. Toutefois, en
I'absence de couple oxydant/réducteur avec une &mtivité électronique (par exemple S0
/HS), un sol anoxique peut présenter un éevé et donc des conditions oxydantes. Ainsi,
nous parlerons plutdt de conditions oxydantes aluatices lorsqu’il s’agit de valeurs du
potentiel d’oxydo-réduction et de sols oxiques,ostitues ou anoxiques lorsqu’il s’agit de

présence ou d’absence ¢.0
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Figure 2 — Domaines pe-pH observés pour les solscassibles aux microorganismes
(Sposito, 1989 ; Calvet, 2003b)

Dans les sols, les principales espéces chimiqogdiquées dans les réactions
d’oxydo-réduction sont @ les oxydes de N et NHMnN, Fe, les oxyde de S et les sulfureg, H
CH;, CO,, auxquels il faut bien sdr ajouter les composégamigues qui sont tres
généralement (mais pas toujours) des donneursul@e. Quelques exemples de réactions

de réduction, a pH 7, ainsi que les gammes dequei@es sont présentés Tableau 1.

Tableau 1 — Exemples de quelques réactions de rédion observées dans les sols neutres
pour une gamme de pe donnée (d’apres Sposito, 1989)

Réaction de réduction Gamme de pe
Y, O, + H (ag) + € (ag)> ¥2 K0 () 11,0-5,0
Y% NOy + %5 H' (ag) + € (ag) > Y10 N2 (g) + /5 H,0 () 8,5-3,4
Y% MNnQ, (s) + 2H' (aq) + € (ag) > Y/, Mn?* (aq) + H,O () 6,8-3,4
Fe(OH)(s) + 2H' (aqg) + € (ag) > FE*(ag) + 3H,0 () 5,0-1,7
Y5 SO (aqg) +YsH" (ag) + € (ag) > Y5 HS (ag) + Y/,H,0 () 0,0-2,5
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Ainsi, la réduction de I'@a lieu en conditions oxydantes (sols oxiques bbsigues).
Si tous les couples redox étaient en équilibrentbelynamique, la réduction de NOFe(lll)
et Mn(lV) aurait lieu en conditions modérément oagtks, caractéristiques des sols
suboxiques, et la réduction de §Onécessiterait des domaines de pe trés faiblespri®
entre 0,0 et -2,5 en conditions réductrices (sotxigues). Toutefois, les couples redox ne
sont généralement pas en équilibre entre euxglhsctions sont le fait de microorganismes
plus ou moins speécialisés pour certaines d'entles,elet le donneur d'électrons est
généralement la matiere organique (MO) avec un leofpO/CO, presque toujours en
déséquilibre avec la plupart des couples redox se ltle composés minéraux. Ainsi, la
réduction de S¢ en HS avec l'oxydation concomitante de I'acétate en @®HO est-elle
possible d'un point de vue thermodynamique en tiomdbxique et de nombreux sulfato-
réducteurs fonctionnent mieux (au moins initialetheen condition suboxiques (ou

hypoxiques) qu'en conditions anoxiques strictes.

1.3 Les microorganismes du sol

1.3.1Les sources d’énergie et de carbone

Pour croitre et construire leurs composants oqyees, les microorganismes du sol ont
besoin principalement d’énergie et de carbone. sf donc possible de classer ces
microorganismes en fonction de leur source énepgétet/ou de carbone.

La source d’énergie peut étre soit lumineuse @ntepde phototrophie), soit chimique
(on parle alors de chimiotrophie). Dans ce dermias beaucoup plus général pour les
microorganismes du sol, I'énergie est obtenue @aréhctions d'oxydo-réduction mettant tres
généralement en jeu des composés organiques (Engbtars de chimio-organo-trophie) ou
plus rarement exclusivement des composés minéhimip-litho-trophie). Concernant les
sources de C de constitution, certains microorgaeéssont capables d’utiliser directement le
carbone inorganique sous ses formes, @D HCQ (atmosphérique ou dissous) pour
fabriquer leurs composés organiques de constitutilsnsont dit autotrophes. C'est le cas de
certaines bactéries. Mais, la plupart des micratusgaes ont besoin de substances organiques
déja synthétisées par d’autres organismes ; il dds hétérotrophes. De nombreuses
bactéries et la totalité des champignons sont dgansmes hétérotrophes. A noter que les
hétérotrophes sont tres souvent aussi chimio-ortf@phes et que les autotrophes sont trés

souvent aussi chimio-litho-trophes.
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1.3.2Les réactions d'oxydo-réduction chez les microorgasmes

En condition de chimiotrophie, I'énergie provietioxydo-réductions. Il s'agit de

processus trés généraux chez les étres vivantsleluedes distinctions entre chimio-litho-

trophie et chimio-organo-trophie, on peut distingaessi les microorganismes par le lieu des

oxydo-réductions dédiées a la fourniture d'énergie

exclusivement plasmique chez les bactéries fetaires et mettant en jeu des oxydo-
réductions ou oxydant et réducteur sont tous desxdmposés organiques ;
membranaires pour les étapes ultimes avec présdmahaines respiratoires pour les
microorganismes a catabolismes respiratoires. Lenelar d'électrons est alors bien
souvent a l'origine une molécule organique et éptwur d'électron un composé minéral
(mais parfois des composés organiques peuvent rselgccepteurs terminaux

d'électrons ou des molécules minérales servir deelas d'électrons).

On parle de catabolisme aérobie pour les catabedisou I'Q est l'accepteur terminal

d'électrons. On parle de catabolismes anaérobieslda autres situations.

Selon leur besoin enOes microorganismes du sol peuvent étre classélifférents

groupes :

les aérobies stricts qui ne peuvent vivre qu'esgirée d'Q;

les microaérophiles qui requiérent de J'@our survivre, mais a une concentration
faible ;

les aéro- ou anaérobies facultatives, qui peuvame en présence ou en absence
d'Oz;

les aérotolérants qui sont des organismes anaérpbig qui I'Q n’est pas toxique,
mais qui ne l'utilisent pas ;

les anaérobies stricts qui ne peuvent vivre guserece d’'Q.

Dans le Tableau 2 sont répertoriés quelgues exsmde processus engendrés par les

bactéries aérobies, anaérobie facultatives et abigdrstrictes.
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Tableau 2 — Exemples de biotransformations produitar les divers microorganismes
présents dans les sols (modifié d’apres Stengel 98t Prescott et al., 2003).

PROCESSUS REACTIONS
Microorganismes aérobies
Respiration aérobie (GB) + G, > CO, + H,O
Nitritation NH,"+ %, O, > NO; + 2H" + H,0
Nitratation NG +% G > NOs
Microorganismes anaérobies facultatifs
Réduction catabolique des nitrates C orga s NONO, + CO,
Dénitrification C orga + N@> N,O, N, + CO,
Réduction du Fer, du manganése C. orga’*}, Mn** > F&*, Mn? + CO,
Fermentations C. org2 acides organiques (acétate, butyrate)

Microorganismes anaérobies stricts

Réduction des sulfates C orga (03 HSQ* > S* (ou HS) + CQ
Réduction du C® H, + CO, > CH,;, CHCO, + H'

Déméthylation CHCO, + H"> CO, + CH,

Réduction du proton Acides gras, alcools +PH, +CO, + CH:CO, + H'

1.3.3Les dynamigues microbiennes en fonction de I'état'dxydo-réduction du sol

Si les couples redox étaient en équilibre entse dans un sol suite a une transition
entre conditions oxydantes et réductrices, les gs®mes microbiens respiratoires
interviendraient théoriquement avec utilisation usfdielle, des accepteurs terminaux
d'électrons suivant : HNOs, Mn™, F€" SQ?, CO,... (Figure 3) entre lesquels il faudrait
ajouter quelques accepteurs terminaux d'électroganaues (fumarate notamment) et qu'il
faudrait positionner par rapport aux meétabolisneméntaires et aux acidogéneses (Sposito,
1989 ; Peters et Conrad, 1996). Dans la praticercHainement réel (lorsqu'il existe) dépend
de l'aptitude des microorganismes a effectuer umeplasieurs réactions, a la présence
transitoire d'inhibiteurs plus ou moins sélectifdOp” notamment), et a la présence de
substrats utilisables pour les métabolismes engésdgthanol, petits acides gras volatils
(AGV) ou H, pour la sulfato-réduction). La séquence réelléaetimultanéité de différents
processus dépendent ainsi de la biodiversité fomeélle des microorganismes présents, de la
présence et de la biodisponibilité des donneu@ceepteurs d’électrons nécessaires et des
phénomeénes de compétitions. De plus, les processusouvent simultanés. Par exemple, la

réduction des sulfates, du Fe(lll) et la productitnméthane est possible simultanément, si
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les populations bactériennes sont actives et lemalos d'électrons présents en exces
(Chidthaisong et Conrad, 2000) ou encore un débunéthanogénése arrété ensuite par la

dénitrification faisant s'accumuler du N@xique assez facilement pour les méthanogenes.

Il est important de ne pas oublier que la plugag réactions d’oxydo-réduction ne se
font pas entre les couples oxydant/réducteur éw(oir exemple NONO, et FE'/Fe),
mais entre un couple oxydant/réducteur minérat etouple MO/ CQ Il n’y a donc pas de
« sens » interdit ou obligatoire mais presque ®lée réactions sont thermodynamiquement

possibles quelque soit le niveau d'O

T R — 0 45 +10  #i5-+30, pe

Réduction O
REACTIONS DH

REDUCTION Dénitrification

Mn(IV)-Mn(Il)

et}
Réduction NO3
-

Fe (li)-Fe gll:
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- —
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P s il
Production CHg4

Formation H»

re i Wi
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............. >
NH{t->NO3
________________ »
REACT'ONS Dg Okydation Mn(ll)
L'OXYDATION| | |  apeeeemfee. >
Vg "NO3

Figure 3 — Séquence des métabolismes microbienseantenant dans un sol en fonction
du pe (Calvet, 2003b)

1.4 Interactions entre géochimie et microbiologie du o

Comme nous l'avons vu brievement Figure 1, lefdihts composants inertes d’'un
sol (phases solide, liquide et gazeuse) sont eit&telation avec le®4® composant que sont
les organismes vivants. Dans ce paragraphe, naus ahoisi de développer les interactions

entre les parametres géochimiques du sol et le®anganismes.
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1.4.4Effet de la géochimie sur les microorganismes

L'eau est indispensable a la vie et sa teneur dansol a des effets sur les
microorganismes présents. Abondante, elle augmardesponibilité des substrats et facilite
les déplacements des microorganismes ; rare, elbdité les échanges gazeux avec
'atmosphere. Un asséchement du sol a pour conséguane mortalité partielle des
populations et la réduction des activités microbém alors que la réhydratation entraine une
reprise rapide de I'activité microbienne, qui pemdguelques jours, peut étre tres supérieure a
un méme sol conservé humide (Gobat et al., 1998)sdturation en eau, si elle persiste,
entraine la disparition progressive de J'6uite a sa consommation et sa faible diffusion
depuis la surface en milieu liquide. Elle modifidora profondément les équilibres
biologiques : les microorganismes aérobies (bagéérobies et champignons) régressent et
cedent la place aux microorganismes anaérobiegéfizrc anaérobies facultatives et strictes).
La composition de cette eau a aussi un impact itapbsur les microorganismes du sol. En
effet, certaines especes ont des effets d’inhibitior les activités microbiennes anaérobies.
Par exemple, l'effet inhibiteur de NOsur de nombreux catabolismes : fermentation,
réduction du Fe(lll) et des sulfates, et méthanéger{Achtnich et al., 1995 ; Chidthaisong et
Conrad, 2000 ; Cooper et al., 2003 ; Weber et2806). L’inhibition est généralement due
aux effets toxiques des produits intermédiairesladalénitrification (NQ, NO et NO)
(Chidthaisong et Conrad, 2000). En outre, les dormet accepteurs d’électrons nécessaires
aux réactions d’oxydo-réduction doivent étre bipdisibles. Or, la biodisponibilité de ces
composés est affectée, entre autre, par le pH d®ligion, facteur déterminant dans la
spéciation chimique des éléments (Sposito, 198§g & al., 2000). Par ailleurs, le pH a aussi
un impact sur la distribution des microorganismes.majorité des bactéries prédominent
dans des sols neutres ou légérement alcalins, @lerdes champignons prédominent plutét
dans des environnements acides (Prescott et &3).2De plus, des variations drastiques de
pH peuvent également détruire la membrane plasmaguehiber I'activité d’enzymes ou de
protéines membranaires de transport.

L’atmosphére gazeuse a un impact important sucolaposition microbienne du
milieu. Le renouvelement de I'Gconsommé dans le sol est assuré par la diffusiogad a
partir de 'atmosphére extérieure et dépend aitade la teneur en eau du sol et de la porosité
de la phase solide. Toutefois, un grand nhombreadéékies aérobies et de champignons sont
capables de se développer en l'absence,d@nt que le potentiel d’oxydo-réduction reste
oxydant, c'est-a-dire suffisamment élevé pour qleites accepteurs d’électrons soient

disponibles. Par ailleurs, nous avons vu que laueen CQ du sol pouvait atteindre et
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dépasser les 20 %. L'effet de ce gaz est treshlari€ertaines études ont montré que le CO
était nécessaire pour la croissance de quelqueérigscet champignons, notamment dans les
processus de fermentations (Picek et al., 2000)s @lue d’autres études ont montré que le
CO:; limitait la croissance des microorganismes ethialticertaines enzymes (Sarkova et
Simek, 1997). La présence d'Hlans les sols a aussi un impact sur les processus
microbiologiques anaérobies. D’une part la présatiee dans le sol est indispensable a
certaines activités telles que 'homoacétogeneaseeduction du fer ou des sulfates. D’autre
part, c’est un facteur thermodynamique limitant ipl@s réactions d’acétogenese impliquant
I'éthanol, le propionate, le butyrate et le beneo@olfing, 1988 ; Dassonville et Renault,
2002).

La phase solide du sol est un élément importasiwis des microorganismes. Elle
agit également comme un tampon vis-a-vis des vamstde pH du milieu, protégeant ainsi
les microorganismes. Dans un sol calcaire, la proolu de CQ induit une dissolution de la
calcite, minimisant ainsi la dissolution de,GD; en H et HCQ (Sigg et al., 2000).
L’acidification des sols induit une dissolution desy)-hydroxydes métalliques, engendrant,
la mobilisation d’élément métalliques (DassonviteRenault, 2002). En outre, dans le sol, il
existe des enzymes, extracellulaires, ou libéréesde la lyse des cellules, indispensables
pour certains microorganismes, incapables d’'ingéesr macromolécules. Ces enzymes sont
généralement adsorbées a la surface des compatatdsphase solide (argiles, composés
humiques). Ces composants de la phase solide agases comme protecteur et stabilisant
vis a vis des variations physico-chimiques du miké¢ de la dégradation par d’autres enzymes
(protéase) (Gobat et al., 1998). De plus, la mat@ganique est une source importante de

donneur d’électrons pour les microorganismes.

1.4.5 Effet des microorganismes sur la géochimie du sol

Les microorganismes affectent directement le pH shl via les activités
microbiologiques. De maniéere assez générale, Faatation de CQ et d'acides organiques
aura tendance a acidifier le milieu ; par ailleles réductions microbiennes de Fe(lll) et
Mn(IV) auront tendance & l'alcaliniser suite & laspgrande mobilité des ions réduits’ Fet
Mn?* que des ions oxydés Feet Mr** (ou Mrt"). De la méme facon, mais pour d'autres
raisons, les réductions des oxydes de N et desesxgld S auront tendance a alcaliniser le
milieu. Ainsi suite a un passage de conditionse®eédes conditions sans, Gévolution du

pH va résulter de la "somme" de processus auxseffehtrastés. Tres pratiquement, on
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observe plutdt une augmentation de pH dans lesirstilEement acides et une baisse de pH
dans les sols initialement alcalins.

Les activités microbiologiques affectent égalenmientiveau redox du sol. Lorsque le
sol évolue aprés un passage de conditions aéréelesaconditions anoxiques, les
microorganismes utilisent successivement/paralléterdifférents accepteurs d'électrons (Cf.
Tableau 2 et Figure 3) et affectent potentiellener; du sol au travers de trés nombreux
couples oxydant/ réducteur : NINO,, NO; /N0, NO/N2, Mn(1V)/Mn(Ill), Mn(l11)/Mn 27,
Fe(lIl)/FE*, H'/H,, SQZ/HS, CO,/CH, etc. L'évolution du Etelle qu'elle peut étre observée
résulte alors de I'évolution réelle de chacun decoeiples (sans équilibre entre eux, en partie
comme conséquence de la lenteur des réactions,adie parce qu'elles sont le fait
d'organismes plus ou moins spécialisés pour cegaifentre elles et ayant des systemes de
régulation biologiques de leurs catabolismes) dadensibilité de I'électrode & chacun de ces
couples qui est affectée par la nature des compeségmr leur abondance. L'utilisation
simultanée de différents accepteurs d'électrong pee le fait de microorganismes aux
possibilités multiples ou de bactéries différentpgesentant au méme instant des
fonctionnements différents. Le déclenchement diéetion d'oxydo-réduction dépend tres
généralement de la disponibilité en substrats evoe préférences pour certains substrats s'ils
sont présents, de compétitions entre métabolisres Ips mémes substrats et d'inhibitions
variées. Par exemple, en condition réductricephapgtition vis-a-vis de I'kla été largement
étudiée (Achtnich et al., 1995 ; Chidthaisong etn@d, 2000). L'H est le donneur
d’électrons pour la réduction des sulfates, dulfegt la production de méthane. Il semble
gue les bactéries nitrato-réductrices soient égateiwapables d’utiliser I'kHet donc soient un
compétiteur pour les trois processus précedentplide les processus de réduction du Fe(lll)
et du sulfate peuvent également suffisamment dieminkH, du milieu pour que la
méthanogenese ne soit thermodynamiquement plusaial (Achtnich et al., 1995 ; Peters et
Conrad, 1996).

1.5 Parametres géochimiques et microbiologiques influeant la mobilité des éléments
dans un sol
La mobilité d’'un élément dans un sol dépend depnEtés physico-chimiques méme
de I'élément, mais également de la composition raieéet organique du sol, incluant les
microorganismes, et des diverses réactions biog@éapiies pouvant se dérouler dans un sol.
Le systeme sol est trées complexe car plusieurdioéacpeuvent se dérouler simultanément.

Dans ce paragraphe, nous avons choisi de préss&parément et de maniére succincte, les
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parameétres et processus géochimiques et biologigoesant affecter la mobilité des
éléments dans un sol. Ces parametres et processuns développés plus en détail dans le cas

particulier du sélénium (8).

1.5.6Les parametres géochimiqgues

» Le potentiel d’oxydo-réduction et le pH

Le comportement chimique d'un élément est détegminajoritairement par sa
spéciation chimique. Dans les sols, les princip@gkeurs contrélant cette spéciation sont le
potentiel d’oxydo-réduction (g et le pH. Afin de mieux comprendre la spéciatibes
éléments, des diagrammes EpH peuvent étre appliqués. Ce type de diagranappelé
aussi diagramme de Pourbaix, représente et délaegedomaines de stabilités des espeéeces,
soluble/insoluble, oxydée/réduite. Un exemple degdimme k-pH est donné pour le Se
Figure 7.

e Sorption sur les phases solides minérales et argasidu sol

Le terme « sorption » est un terme générique poprimer lI'immobilisation d’'un
élément dans un sol. La Figure 4 représente lesrgligprocessus physico-chimiques de la
sorption : (a) I'adsorption d’un ion via un compéede sphere externe (molécule d’eau entre
la phase solide et l'ion), (b) 'adsorption via somplexe de sphére interne (perte d’'une
molécule d’eau et interaction directe entre la phaslide et lion), (c) I'absorption
(pénétration et diffusion dans le solide) et (d)ptécipitation de surface qui peut résulter
d’'une dynamique d’équilibre liquide/solide ou degerssus d’oxydo-réduction. Par abus de
langage, le terme « adsorption » est trés souvéiseupour désigner tous les phénomenes a
l'interface liquide/solide (Sposito, 1989).
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Figure 4 — Différents mécanismes de sorption d’'unon sur la phase solide du sol
(inspirée de Sparks, 2003).

La réactivité de la phase solide minérale d’'unesilprincipalement due aux argiles
(smectite, illite, ....) et aux (oxy)-hydroxydes nitmes (Al, Fe, Mn) (Sposito, 1989 ;
Sparks, 2003). La sorption d’'un soluté sur ces ghasinérales est due, entre autre, a leur
surface spécifique et a leur charge de surfaceréiant dans le cas de la sorption d’anions
ou de cations) ou aux groupements non chargéijpalement MO) pouvant complexer les
cations métalliques par des liaisons de coordinatia matiere organique intervient souvent
plus que les argiles et les oxy-hydroxydes damétntion des cations.

La matiére organique du sol est extrémement hgiée il y a donc un grand nombre
de réactions directes possibles entre un solutiKisa anions) et cette matiére organique. La
mobilité des complexes organiques dépend de la {@blloides, acides de faible/fort poids
moléculaire) et de la solubilité (soluble/insolybldes composés. De plus, la matiére
organique du sol peut réduire, ou au contraire aumgen, la sorption sur les phases minérales

par la formation d’'un recouvrement organique (c@pta la surface du minéral.

1.5.7Les processus microbiologiques

Aux parametres et processus géochimiques citeggeénment viennent s’ajouter les
processus biologiques dans le contrble de la méhiés éléments dans un sol. Ces processus,
schématisés Figure 5, peuvent entrainer soit useluhilisation, soit au contraire une
solubilisation des éléments (Gadd, 1996 ; Gazs61ROLe mécanisme de volatilisation

biotique sera évoqué uniqguement dans le cas plieticlu sélénium (8.2.2.4).
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Figure 5 — Principales interactions entre un élémean(E) et les microorganismes
conduisant a la solubilisation et/ou a I'insolubiksation de cet élément.

L'immobilisation des éléments est induite prindgmaent pas des phénoménes de
précipitation (via des processus d’oxydo-réductorcts ou indirects et/ou via la production
de complexes insolubles), de biosorption (formatlercomplexes avec des ligands cellulaires
a la surface des microorganismes) et de bioaccuimulg@bsorption cellulaire des éléments).
La solubilisation des éléments est due majoritaéreima des processus d’oxydo-réduction
(directs ou indirects), a la production d’agentsmptexants solubles (tels que les
sidérophores) ou encore, de facon indirecte, &tgadiation de matiére organique pouvant

solubiliser des éléments préalablement complexés.

1.6 Conclusion
Dans ce chapitre, nous avons vu :
i. que le sol est un milieu complexe et hétérogene aesoit par sa structure, ses
parameétres physico-chimiques et sa distributiomemoorganismes,
ii. par quels phénoménes les phases liquide, soligigzeuse du sol ont un impact sur les

microorganismes, leur distribution dans le soket$ activites,
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iii. en quelles mesures les microorganismes modifiesbiaposition de la solution, de
'atmosphere et de la phase solide du sol par ivesses activités,

iv. et que la mobilité des éléments dans un sol estdiéa a la fois par les parametres
géochimiques et biologiques du sol.

Ainsi, afin d’estimer au mieux la mobilité d’'unééhent dans le sol, il est donc
nécessaire de comprendre les impacts, directs ietdnects, des parametres géochimiques et
biologiques du sol sur cet élément. Dans le chagitiivant, nous traitons le cas particulier du

sélénium.

2. Le sélénium

2.1 Généralités

Le sélénium, de symbole Se et de numéro atomiqudai4partie de la famille des
chalcogenes, colonne 16 du tableau périodique ldeseéts (Figure 6). C’est un non-métal,
analogue au soufre par ses propriétés chimiquesxiste 6 isotopes stables naturels du
sélénium, dont le plus abondant est’®®e (49,1 %) et des isotopes radioactifs artificitelat
le "°Se (demi-vie :119,4 jours), utilisé comme traceuradio-écologie et I€'Se, produit lors
du cycle du combustible nucléaire38.1.3).
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Figure 6 — Les 6 derniéres colonnes du tableau pédique des éléments.
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2.1.1Les sources de sélénium et concentrations dans Reronnement

Les origines du sélénium dans [I'environnement peuvétre naturelles ou
anthropiques. Il se trouve naturellement dans féederrestre a une concentration moyenne
de 0,03 & 0,80 mg.Kg(Tamari, 1998). Il peut également se trouver dsstution au soufre
dans certains minéraux tel que dans la chalcopy@ig-e3) ou la pyrite (FeS, Fep
Cependant, diverses activités humaines contribaidialigmentation des teneurs en sélénium
dans I'environnement, notamment la combustion darlain, le raffinage du cuivre et la

fabrication de semi-conducteurs (Lemly, 2004).

2.1.1.1Le sélénium dans les sols, les eaux et 'atmosphére

Dans les sols, les concentrations naturelles emafient de I'ordre de 0,1 mg.Kg
(Chine et en Finlande) & 100 mgkgrlande et Etats-Unis) (Pyrgka, 2002). Ainsi, il est
possible de distinguer des sols séléniprives avee concentration en sélénium total
inférieure & 0,2 mg.kjcomme en Inde (Dhillon et Dhillon, 1999; 2004)eu Chine (Tan et
al., 2002), et des sols séléniferes ou les tenemrsélénium peuvent étre supérieures a 5
mg.kg", comme au Etats-Unis, dans le bassin de « Kest@sservoir », avec 90 mg:kge
sélénium (Zawislanski et Zavarin, 1996). Dans lebldau 3 sont répertoriés quelques

exemples de teneurs en sélénium des sols trounédalattérature.

Tableau 3 — Teneur en sélénium de quelgques sols.

localisation concentration référence
Etats-Unis
_ 1,8 mg.kg' (Masscheleyn et al., 1991)
(Hyco reservoir, Roxboro)
Etats-Unis ) ) .
_ 0,4 - 92,7 mg.kg (Zawislanski et Zavarin, 1996)
(Kesterson reservoir)
Etats-Unis (Montana) 1,2 -9,1 mgkg (Zhang et Moore, 1997)
Etats-Unis (Wyoming) 2,6 - 4,2 mgkg (Ramirez et Rogers, 2002)
France (Nord) 0,1 -1,4 mgkg (Sterckeman et al., 2002)
Chine 0,2 - 3,8 mg.ky (Tan et al., 2002)
Inde 0,1-2,6 mg.ky (Dhillon et Dhillon, 2004)

Le sélénium est présent dans les eaux de surfaes deneurs de 0,1 a 400 pg.L
(Conde et Sanz Alaejos, 1997). Il provient prinl@pzent de réactions de dissolution des sols

et/ou roches meres riches en sélénium.
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Les données concernant le Se atmosphérique sativeehent peu abondantes en
comparaison des données sur les sols ou les easxtebheurs moyennes en sélénium dans
I'atmosphére sont de I'ordre de 0,03 & 5,7 ny(@onde et Sanz Alaejos, 1997 ; Ventura et
al., 2005 ; Dudzinska-Huczuk et Bolalek, 2007). pancipale source naturelle de Se
atmosphérique est l'activité volcanique. L'abondamtu Se dans les sulfures volcaniques
émis peut atteindre jusqu'a 5 % (Seiler, 1998). rPlms zones dépourvues d’activité
volcanique, les sources de sélénium atmosphériqure principalement anthropiques
(combustion du charbon, industrie électroniqueestiere), mais également biologiques. La
volatilisation biologique du Se peut étre produiar les microorganismes (bactéries,
champignons et levures) (83-4-3) et par les plarites émissions mondiales de Se dans
'atmosphere, issues principalement d’activitésheogiques, sont répertoriées, par continent,
dans le Tableau 4, en tonnes/ans. Les contineotiiisant le plus de Se atmosphérique (Asie
et Amérique du Nord) sont les zones géographiguastdes plus fortes teneurs en Se dans

les sols.

Tableau 4 — Emissions mondiales de Se issues prpalement de sources anthropiques
au milieu des années 1990, par continent et en togslans (Dudzinska-Huczuk et
Bolalek, 2007)

Continent Se (tonnes/an)
Europe 838
Afrique 300
Asie 1982
Amérique du Nord 1086
Amérique du Sud 225
Australie/Océanie 170

Total 4601

2.1.1.2Le sélénium en France

La législation francaise (décret frangais n° 2QQ20 du 20/12/2001) impose une
valeur maximale de potabilité pour les eaux de g0 Pren Se. Dans l'arrété du 2 Février
1998 (J.0. Numéro 52 du 3 Mars 1998), des tenearsmales en sé€lénium dans les rejets
gazeux de 1 mg.th(exprimé en Se+As+Te) et dans les boues d'épanded® mg.kg de

matiere séche sont imposées pour la protectiotedeilonnement.

CHAPITRE | — Etat de I'art 23



Sterckeman et al. (2002) ont mis en évidence, ensols du Nord de la France, des
teneurs en Se de l'ordre de 0,1 & 1,4 m{.IRpubaux (2005) a également mesuré des teneurs
en Se, légérement supérieures aux normes de [igtaloié 5 & 14 pg:h) dans des eaux
destinées a la consommation de I'Essonne (riviégeille). || ne s’agit toutefois pas de cas de

forte pollution en Se sur le territoire frangais.

2.1.1.3Le sélénium dans le contexte nucléaire

Le °Se est un produit de fission de I'uranium 235 (puatidn de 0,04 %). Isotope a
longue période (demi vie : 3,77 x °1@ns, Bienvenu et al., 2007), il est présent dass le
déchets nucléaires de haute activité a vie longoeepant du retraitement du combustible
nucléaire usage, ainsi que dans les rejets assagidsnctionnement normal des centrales
nucléaires et des usines de retraitement du coihaudEn tant qu’isotope a vie longue, il est
susceptible de perdurer dans I'environnement (Taatlh2002 ; Adam et Roussel-Debet,
2002).

2.1.2Les effets sur la santé

Le sélénium est un oligo-élément essentiel posirokganismes vivants. Il intervient
notamment dans le fonctionnement enzymatique agissantre le stress oxydant. En tant
gu’élément essentiel, la carence en sélénium chemine a été associée a des maladies
cardiovasculaires et neuro-dégénératives, telleslegs maladies de Keshan ou de Kaschin-
Beck ainsi qu’a une augmentation du risque de cgiirtben et Smith, 1999 ; ATSDR, 2003
; Brenneisen et al.,, 2005). Aussi, aujourd’hui, 3& est retrouvé dans beaucoup de
compléments alimentaires.

Alors que le minimum nutritionnel pour les animaest de 0,05 & 0,1 pg Sé,qine
exposition a des teneurs de l'ordre de 2 & 5 pug Seeut avoir des effets toxiques (Wu,
2004). L’intervalle de concentration entre les efleenéfiques et les effets toxiques du Se est
donc tres étroit. Aux Etats-Unis, dans la réseratumelle « Kesterson Reservoir » (San
Joaquin Valley, Californie), des baisses de lagépction, des malformations et des cas de
mortalités ont été mis en évidence sur les anintkeuba réserve et ont été corrélés aux fortes
teneurs des sols (> 5 mg-Rget des eaux (330 pgi) en sélénium (Conde et Sanz Alaejos,
1997 ; Wu, 2004).
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2.2 Mobilité du Se dans un sol

Nous avons vu, Chapitre 1, que la mobilité deméhés dans un sol était contrblée a
la fois par les parametres abiotiques et biotiqiiesol et de fagon directe et/ou indirectie,
les interactions géochimie/microbiologie. Doncnalie mieux comprendre la mobilité du Se
dans un sol, nous présentons tout d’abord lesivéastabiotiques et biotiques du Se, puis

comment la mobilité du Se est étudiée d’'un pointukeglobal dans un sol.

2.2.3Reéactivités abiotigues du Se

2.2.3.1Effet du potentiel d’oxydo-réduction et du pH dusto la spéciation du Se

La spéciation du Se détermine sa solubilité, aaetngté vis-a-vis de la phase solide, sa
biodisponibilité et sa toxicité dans I'environnerhelbes données thermodynamiques basées
sur une compilation de Denison (2002) et de lérhtture, listées dans les travaux de Morlon
et al. (2006), ont servi a établir le diagrammgpHE, en milieu aqueux du Se a une

concentration de 10mol.L ! (Figure 7).
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Figure 7 — Diagramme E-pH pour le Se & une concentration de 10mol.L™.
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Le sélénium peut exister dans I'environnement squatre états d’oxydations
différents, séléniate (VI), sélénite (IV), séléni@édmentaire (0) et séléniure (-11). Les formes
oxydées, Se (VI) et Se (IV), présentes sous fomienigue (Se@, HSeQ et Se@), sont
solubles en solution, leur réduction conduit a torene insoluble, le Se(0). Les séléniures,
Se(-1l), peuvent exister sous diverses formes oguas solubles, précipités de séléniures
métalliques insolubles (FeSe (achavalite), PbSau&thalite), CuSe (Klockmannite) (Olin et
al., 2005) ainsi que sous formes de composeés Molati

Théoriquement, pour les conditions oxydantes edér@ment oxydantes des sols de
surface, le Se(lV) est I'espéce dominante sur angel gamme de pH environnementaux,
alors qu'en conditions réductrices, les formesgmédantes sont Se(0) et Se(-1l) (Elrashidi et
al., 1987). Néanmoins, les prédictions thermodygaes ne sont généralement pas
applicables a un systéme naturel. En effet, letiodes d’oxydo-réduction sont cinétiquement
lentes et les activités microbiologiques ne rendensysteme sol que rarement a I'état
d’équilibre.

Ainsi, des études ont été réalisées sur la sp@tidti Se en fonction duyet du pH
expéerimentaux d’'un sol ou d’'un sédiment. Dans d¢ades, le | du sol est imposé et est
maintenu dans les systémes expérimentaux par dess aje gaz (Pou N,). Les études de
Masscheleyn et al. (1990 ; 1991), servant génémiente référence pour la spéciation du Se,
ont permis de définir les conditions de prédomieades différentes especes du Se sur une
suspension de sédiment:

« A 450 mV, le séléniate, Se(VI), est I'espece préidame en solution avec
toutefois une forte dépendance au pH, le Se(Viéssmtant 95 % des espéces
dissoutes a p# 8,5, mais plus que 75 % a des pH,5.

« A 200 mV, le sélénite, Se(lV), est devenu I'espsckible majoritaire (60-78
%).

« AO0mV, le Se(lV) est toujours I'espéce majoritaire

« A -200 mV, seules les espéces Se (-1l, 0) étaiéteatees.

* Les formes volatiles du sélénium n'ont été détectamiquement dans les

conditions oxydantes et modérément oxydantes aMB@®00 mV et 0 mV.

Ces résultats et ceux d’autres études (Masschelegh, 1990 ; Sposito et al., 1991 ;
Abdullah et al., 1995 ; Jayaweera et Biggar, 1988)permis de déterminer la séquence de

réduction suivante lors d’une transition oxiquadxque d'un sol/sédiment:
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NOs; /N2> Se (VI)/Se(IV)> Mn(IV)/IMn(ll) = Se(IV)/Se(0, -11y> Fe(lll)/Fe(ll)

Il a également été mis en évidence que, cinétigaénhes processus d’oxydation du
sélénium étaient plus lents que ceux de la rédufiayaweera et Biggar, 1996).

Toutefois, ces expériences ont été réalisées anexédiment naturel contenant des
microorganismes. Les résultats présentés ci-dessgsnt donc pas exclusivement dus a des
transformations abiotiques du Se en fonction dieEdu pH du sol, mais incluent également

les interactions avec les microorganismes pregemstique, volatilisation ...).

2.2.3.2Les phénomeénes de sorption du Se dans les sols

Dans les environnements oxydants a modérémentcteédds, ou le Se est
principalement a I'état soluble (VI et V), la diution du Se entre la phase solide et liquide
est principalement gouvernée par les processusiagins d’adsorption. Les mécanismes
d’absorption (diffusion dans le solide) ne sont (@mstrés peu) étudiés. Par contre, dans des
conditions réductrices et dans des sols acideke & est principalement a I'état Se(0) et Se(-
I), il est généralement admis que la précipitatgouverne la solubilité du Se dans ces

conditions.

* L’adsorption

Dans les sols, les principales phases minéralesteetion du Se étudiées sont :

- les oxy-hydroxydes métalliques (Fe, Mn, Al) (B#iieri et Chao, 1990 ; Zhang et Sparks,
1990 ; Dynes et Huang, 1997 ; Schulthess et Hul 20Reak et Sparks, 2002 ; Wijnja et
Schulthess, 2002 ; Duc et al., 2003 ; Foster e28D3 ; Duc et al., 2006 ; Martinez et al.,
2006),

- les argiles (Bar-Yosef et Meek, 1987 ; Jacquiexr.e 2001),

- et la calcite (Cowan et al., 1990 ; Cheng et1#197).

L’adsorption du Se sur ces phases minérales ddég@nd principalement (i) de sa
spéciation et (ii) du pH du sol. Ainsi, I'adsorptidu séléniate est beaucoup plus faible que
celle du sélénite (Neal et al., 1987 ; Neal et 800%989). De plus a pH acide, la surface est
chargée positivement, conduisant préférentielleradatsorption d’anions, tels que Se(lV) et
du Se(VI) (Neal et al., 1987 ; Balistrieri et Ch4890 ; Su et Suarez, 2000 ; Koch-Steindl et
Prohl, 2001).

En premiére approximation, le séléniate forme amaplexes de sphere externe et le
sélénite forme des complexes de type sphére in@vee les phases solides (Balistrieri et
Chao, 1990 ; Zhang et Sparks, 1990 ; SchulthebgigP001 ; Duc et al., 2003 ; Duc et al.,
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2006 ; Martinez et al., 2006). Cependant des coxeplée type sphere interne ont également
été observés entre le séléniate et les oxydesrd®#aceau et Charlet, 1994 ; Su et Suarez,
2000 ; Peak et Sparks, 2002).

Dans certains cas, la sorption du sélénium réslite échange avec les ions présents
a la surface des minéraux (carbonates, sulfatghatphates...). Ces derniers représentent

alors des sites d’échanges anioniques spécififLmsgn et al., 1990 ; Cheng et al., 1997).

Les études portant sur la sorption (principalenagisorption) du Se avec les composés
organiques sont relativement peu nombreuses coepadx études portant sur les phases
minérales. Il est possible de considérer qu'il exgincipalement trois types d’interactions (i)
soit des interactions directes entre le composénigge et le Se, (ii) soit des interactions
indirectes par la sorption sur la phase solideestuita formation d’'un complexe Se-composeé
organique, (iii) soit des interactions indirectémsque le composé organique modifie la
surface adsorbante du solide (augmentation ou diinim de la réactivité). La majorité des
études concernent I'effet de certains composésages (substances humiques ou acides de
faible poids moléculaire) vis-a-vis de la sorptaun sélénium sur des minéraux purs (oxydes
de Fe, Al). Globalement, ces composés n'ont paspewy d’effet sur les quantités de Se
sorbées sur les phases minérales. La présenceleBabumiques a tendance a légérement
augmenter la sorption du sélénite sur des oxydeferdamorphes, alors qu’il n’y a pas de
sorption sur les acides humiques seuls (Tam el @95). Les acides acétiques et formiques
ne modifient pas la sorption du Se(lV) sur la gigethmais augmentent Iégérement celle du
Se(VI) (Wijnja et Schulthess, 2002). Il apparaitalégnent que les acides oxaliques et
citriques ont un effet compétiteur a la fois susdaption du Se(lV) (Dynes et Huang, 1997) et
du Se(VI) (Wijnja et Schulthess, 2002), en dimirtuas quantités sorbées sur les oxydes
d’aluminium. Par contre, les polysaccharides fasamt plutot les processus de sorption du
Se(IV) sur les particules en suspension et assuraéme une protection contre I'oxydation

(Ferri et Sangiorgio, 2001).

» La précipitation / co-précipitation
La précipitation du Se se produit généralementsapne étape de réduction abiotique
d’'une espéce soluble (Se(1V), Se(VI)). Myneni et(4897) ont conclu de leur étude, portant
sur les transformations abiotiques du Se en présdioxyde de Fe (ll, Ill) (rouilles vertes),
que la réduction du Se(VI) en Se(0) avait lieu ggalement par des réactions hétérogénes

(adsorption et/ou co-précipitation), a la fois dé&sscouches interstitielles et a la surface des
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rouilles vertes. De la méme maniere, les travauBrdggeman et al. (2002) et Naveau et al.
(2007) ont mis en évidence la présence d’espécgtecdu Se (Se(0), FeSe et/ou F9Seite
a une étape d’adsorption du Se(IV) sur de la pyFi&S) en conditions anoxiques.

Par ailleurs, une réaction biotique peut étreiréatiement, a I'origine d’une réduction
abiotique. Par exemple, Hockin et Gadd (2003) oisten évidence la précipitation de Se(0)
engendrée par une réduction abiotique entre duvpefl des sulfures produits par une

bactérie Desulfomicrobium norvegicum)

2.2.4Réactivités biotiques du Se

Les microorganismes ont un rdle important dardelenir du Se dans le sol. lls sont
responsables d’oxydo-réductions et modifient desent ou indirectement la mobilité du Se.
Dans ce chapitre, les biotransformations du Se éét divisées en trois groupes :
'assimilation microbienne, les oxydo-réductionslattiransformation en composeés volatils.
Néanmoins, avant d’évoquer ces biotransformatibrest important d’évoquer la toxicité du

Se sur les microorganismes.

2.2.4.1La toxicité du Se et la résistance microbienne

Comme nous l'avons vu auZl1.2 et malgré son caractere essentiel, I'exposéi de
fortes teneurs en Se est toxique et tératogene lpoplupart des organismes vivants. La
toxicité du Se découlerait de la substitution deugements thiol (—-SH) des enzymes
impliquées dans la respiration cellulaire par desugements SeH, engendrant ainsi une
inhibition de ces enzymes (Stolz et Oremland, 19883 formes solubles (Se(IV) et Se(VI))
sont considérées comme étant les plus toxiqudsuetransformation en formes insolubles
ou volatiles (Cf 8.2.2.3 eR.2.2.4) sont généralement attribuées a des farsctde protection
ou de détoxication. La capacité des bactériesisteés de fortes concentrations en Se semble
dépendre de la souche bactérienne ainsi que ders@mnnement. Burton et al. (1987) ont
estimés la proportion des bactéries résistanteSeadans deux environnement différents :
59 % des bactéries issues d’un sédiment riche g1l pg.kd) étaient résistantes a 10
mol.L™de Se (IV) et Se (VI), contre seulement 1 % dedébis issues du sédiment plus
pauvre (< 5 pug.kg. Ces mémes auteurs ont estimé les concentrationimales d'inhibition
(MIC) des bactéries séléno-résistantes et celles ldetéries séléno-sensibles ; quelques

valeurs sont présentées Tableau 5.
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Tableau 5 — Concentrations minimales d’inhibition MIC) en Se(lV) et Se(VI) pour les
bactéries résistances et sensibles isolées sur dsiigs, Kesterson Reservoir (K) (riche en
Se) et Volta Reservoir (V) (pauvre en Se) (modifiéapres Burton et al., 1987)

MIC (mmol.L %
Se(IV) Se(VI)
Seleno-resistantes
Bacillus sp (K) > 200 > 200
Burkholderia (K) 100 > 200
Aeromonas hydrophylia (V) 50 100
Flavobacterium sp. (V) 50 50
Corynebacterium sp. (K) 25 6,25
Seleno-sensibles
Aeromonas sp. (K) 0,78 25
Corynebacterium sp. (V) 0,78 1,56
Pseudomonas aeruginosa (V) 1,56 1,56

2.2.4.2’assimilation dans la cellule

Oligo-élément essentiel a la vie, le Se est ptésaturellement dans les cellules des
microorganismes sous formes d’acides aminés (Skiométe, Se-cystéine, glutathion
peroxydase) et de protéines (Doran, 1982). AiesEé présent dans le milieu, généralement
sous la forme Se(lV) et/ou Se(VIl), peut étre inco& a faible concentration, dans les
microorganismes, pour la formation de sélénopreg{i$tolz et Oremland, 1999).

2.2.4.3L'oxydo-réduction du sélénium

* L’oxydation
L’oxydation biologiquedu Se(0) dans les sols owcelures bactériennes, semble rare
et trés peu étudiée. A ce jour et & notre connaigsaseulement trois études ont porté sur ce
sujet (Sarathchandra et Watkinson, 1981 ; Dowd{@remland, 1998 ; Losi et Frankenberger
Jr, 1998). Le principal produit issu de I'oxydatiest le sélénite.

e Laréduction
La plupart des études portant sur la réductiorrabienne du Se ont été réalisées en

milieu de culture avec des souches bactériennegjétiment d’autres microorganismes
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comme les champignons ou les levures. A notre éssauace, il y a peu d’études portant sur
la réactivité du Se dans des milieux naturels cergd (sol, sédiment, eaux) avec diverses
interactions entre microorganismes. Deux mécanistaegduction microbienne du Se ont été
identifiés :
- la respiration anaérobie, qui correspond a unecté@duavec un gain énergétique pour
les microorganismes, ne se produisant qu'en condioxique ;
- la détoxification, réduction sans gain énergétiqué, peut avoir lieu en conditions
oxique (Hunter et Kuykendall, 2006) et anoxiques(ét al., 2000).
De fagon générale, le Se soluble (Se(lV) et Se(®$))réduit par les bactéries en Se(0) et est
retrouvé sous forme de granules insolubles local{§éa l'intérieur et/ou a la surface des
cellules bactériennes (Garbisu et al., 1996 ; kb$trankenberger, 1997 ; Kessi et al., 1999)
et/ou (ii) dans le milieu de culture (Garbisu et 8096 ; Kessi et al., 1999 ; Roux et al., 2001
; Sarret et al., 2005). Le terme « détoxicatiorsbtees souvent employé dans la littérature
pour les réductions avec ou sans gain énergétigu8eden Se(0), moins toxique, car les
concentrations en sélénite et/ou séléniate utdisis ces études sont souvent tres élevées
(102-10° mol.L'Y).
A notre connaissance, il N’y a pas d’études porsamtles processus de réduction a faibles
concentrations en Se (<i@nol.L™). Ainsi, les données de la littérature ne permepestde
savoir (i) s'il y a réduction microbienne de Sespré a faible concentration dans un sol, et (ii)

si cette réduction est alors réellement un procedsulétoxication.

2.2.4.4La biométhylation et la volatilisation

La méthylation est un processus de transformatiencomposés non volatils en
composés méthylés et volatils. La volatilisation 8 a été observée pour des cultures
fongiques (Challenger et North, 1934 ; Frankenheryeet Karlson, 1994), des cultures
bactériennes (Thompson-Eagle et Frankenberge®96, 1Ranjard et al., 2002), et au niveau
des plantes (Zieve et Peterson, 1984 ; Terry £1892), et ce pour différents milieux tels que
les eaux (Cooke et Bruland, 1987 ; Amouroux et2001), les sols (Doran et Alexander,
1977) et les sédiments (Flury et al.,, 1997). Desled ont été menées pour identifier les
principaux acteurs de la volatilisation dans un Gabu-Erreish et al., 1968 ; Zieve et
Peterson, 1981 ; Doran, 1982 ; Karlson et Frankgapelr, 1988 ; Thompson-Eagle et
Frankenberger Jr, 1991 ; Dungan et FrankenbergeR0®0 ; Ranjard et al., 2003). Les
résultats de ces études sont variés. Il sembiguaitbactéries et champignons soient capables

de volatiliser le Se, en différentes proportionsf@nction, entre autre, des propriétés du sol,
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de I'atmosphére gazeuse, et de la concentratiddeeha volatilisation est augmentée suite a
un amendement organique (Karlson et Frankenberg@®88 ; Calderone et al., 1990). Les
amendements organiques comme la pectine ou I'gelturonique (monomére de pectine)
induisent de plus fortes augmentations de la \sation de Se. Il est possible que ces
composés ayant une structure partiellement méthgtéent une source de groupes méthyles
pour les processus de méthylation microbiens (Karkst Frankenberger Jr, 1988). De plus,
les auteurs observent également un effet de leowiisitité de la source de C. Lorsque la
source de C devient limitée, la volatilisation esmilaire a la condition contrdle, non
amendée.

Le processus de volatilisation est trés souvensidéré comme un mécanisme de
détoxication (Doran, 1982), mais la plupart desiésusur la volatilisation ont été faites a de
fortes teneurs en Se (de 10 & 100 mig.kgl) (Doran et Alexander, 1977 ; Karlson et
Frankenberger Jr, 1988 ; Stork et al., 1999). ToigeDungan et Frankenberger Jr. (2000)
ont montré que la volatilisation du Se était pdssé une faible concentration en Se (10
umol.L'Y) par une bactériecEfiterobacter cloacgesn milieu de culture. Mais, la volatilisation
n'a pas encore été mise en évidence a de faiblasentrations en Se dans un milieu
complexe (sols, sédiments).

La biométhylation a été observée a partir des ésrinorganiques et organiques du Se
(Abu-Erreish et al., 1968 ; Doran et Alexander, 19 Thompson-Eagle et Frankenberger Jr,
1990 ; Azaizeh et al., 1997). Néanmoins, les tai$d volatilisés ne sont pas identiques pour
tous ces composés et dépendent surtout de la pawdlslité du Se pour les microorganismes.
En effet, le Se natif d'un sol n'est pas toujouisdisponible pour les microorganismes
(Reamer et Zoller, 1980). De plus, en présencee@@) Snsoluble, le taux de volatilisation est
tres faible comparé aux autres formes solubles eut& que le Se(lV), le Se(VI) et la
sélénométhionine (Abu-Erreish et al., 1968 ; DarbAlexander, 1977).

» Les formes méthylées et leur devenir
Dés 1977, les composeés volatils issus de la bloytagton ont été identifiés (Doran et
Alexander, 1977). Les deux principaux composés kpuaiiméthyle seleniure (DMSe) et le
diméthyle diséléniure (DMDSe). Alors que le DMSe lesprincipal produit formé lors de la
volatilisation, le DMDSe est plus rarement obseté. troisieme métabolite a été détecté
dans I'atmospheére et identifié comme étant {e5Q par spectroscopie de masse (Reamer
et Zoller, 1980). En condition anoxique, un prodjazeux de Se non méthylé est issu du sol.

On suppose, par analogie au soufre, qu'il s'adit,;8e (Doran et Alexander, 1977).
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Une fois formés, le DMDSe et le DMSe ont des desedifféerents dans le sol. Le
DMDSe peut étre solubilisé dans I'eau, sorbé swolemais aussi transformé en espéce non
volatile ainsi qu’en DMSe (Martens et Suarez, 19%Mang et Frankenberger Jr, 2002). La
rapide sorption et I'instabilité du DMDSe peuvetara expliquer pourquoi la plupart des
études considérent que le DMSe est I'espéce maijeritent formée lors du processus de
volatilisation. Le DMSe n’est pas ou peu sorbé damsol (Guo et al., 1999) mais est trés
soluble dans I'eau (24,4 g') (Azaizeh et al., 2003). Ainsi, dans un sol aéeéDMSe est
retrouvé dans I'atmosphere, alors que dans unasotésen eau, le DMSe est majoritairement
(96 %) piégé dans la phase aqueuse (Zhang et Friaeiger Jr, 1999).

2.2.5La modélisation

Comme nous l'avons vu précédemment, il existeatahmeux processus biotiques et
abiotiques impliqués dans la réactivité du Se dansol. Ces divers processus (réductions
abiotique et biotique, sorption, précipitation, iasktion dans les cellules des
microorganismes, volatilisation...) tendent & diminige concentration de Se dans la phase
liquide. Toutefois, il est trés difficile de modsdr la distribution du Se entre la phase solide et
la phase liquide, car il n’est pas toujours possd# distinguer expérimentalement ces divers
processus. Aussi, des modéles macroscopiques singblaxon mécanistes sont souvent
utilisés pour définir et expliquer cette distritmuti L'isotherme de sorption, parfois appelée
abusivement isotherme d’adsorption, est I'apprdalpus courante.

Nous évoquerons le principe expérimental de Hisaone de sorption et les deux types
d’équations utilisées pour reproduire les donngpgrementales. Il s'agit :

- du modele de Langmuir ;

- du modele de Freundlich.
Nous poursuivrons avec l'utilisation d'un coeffitieinique de distribution liquide/solide,
appelé « Kd » qui est souvent utilisé pour modeéliaerétention ou la remobilisation des

radionucléides dans les sols.

2.2.5.1L'isotherme de sorption : approche expérimentale

L’isotherme de sorption est obtenue par une teglnide laboratoire, en réacteur
fermé parfaitement agité, classiguement appeléahbg schématisée Figure 8.

Concretement, une solution de volume V (L), coatgrun soluté i (par exemple du
Se) a la concentration;Qmol.L™) est mise contact avec une masse m (kg) de s(pire

exemple du sol). Le soluté étant partiellementmetgur le solide adsorbant, la concentration
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Ci en solution va diminuer en fonction du temps (Feg8). De cette concentration en
solution, il est possible de déduire, la conceiumatle soluté de la phase solidgmol.kg?)

en fonction du temps, par I'équation 1 suivante :

Equation 1 i = A(Ci:;—_ci)

Expérimentalement, il n'existe pas de valeur stahgaur le ratio masse de solide sur volume
de solution a utiliser. Pour le Se, dans la lititng ce rapport peut varier entre des valeurs
fortes de 1/2 (Alemi et al., 1991) a des valeutggtlde faible de 1/50 (Wang et Liu, 2005).
De plus, les cinétiques d'adsorption du Se sorgérgéament considérées comme rapides. Des
temps d'équilibre de 2h a 48h suffisent a atteindre2quilibre thermodynamique entre la
phase solide et la phase liquide (Sarathchandiagtinson, 1981 ; Neal et al., 1987 ; Fio et
al., 1991 ; Dhillon et Dhillon, 1999).

Au-dela du temps d’équilibre ¢}, les concentrations en solution et en phase eolid
respectivement € et g* n’évoluent plus. En fixant le temps de contadutgnd/ phase
adsorbante au temps d’équilibggét en faisant varier la concentration initialesetute & il
est alors possible de représenter graphiquemestthérme de sorption®&f(C*%. Selon
I'allure des courbes *G-f(C®9, on peut proposer différentes fonctions mathémat pour
représenter les isothermes de sorption. Les plugoament utilisées sont les isothermes de

Langmuir et de Freundlich.

a 4

C:nwde la solution
S qk‘L]

Solution Caal- —=
de concentration [ ‘
initiale Cpo ; :
{ :>
l:j:> q eq
Masse m —

skt Composition de la phase absorbée | Ceq

< ] [ o , ,
1 Isotherme d'adsorption

—

e

0 t

eq

Cinétique d'adsorption

Figure 8 — Principe expérimental d’obtention de I'sotherme de sorption (appelée
isotherme d’adsorption dans le schéma) (Calvet, 268)

* L’'isotherme de Langmuir

La formulation mathématique de I'isotherme de Lrang est la suivante :
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Equation 2 q; = qmax.%
Avec tnax la concentration maximale retenue sur la phakeeset K, la constante relative a
I'énergie des sites de liaison
L’isotherme de Langmuir repose sur un certain n@ntbiypothéses :
- la surface adsorbante est homogene et tous lesd#dsorption possedent la méme
énergie de liaison ;
- la quantité adsorbée est limitée & une monocouche ;

- l'adsorption est réversible.

* L’isotherme de Freundlich

La formulation mathématique de I'isotherme de Rddigh est la suivante :

Equation 3 q=Kc;N
Avec K une constante et N compris entre O et 1.

Dans le cas particulier de 'isotherme linéairecaMe1, K = Kd, le coefficient de distribution
liquide/solide utilisé en radioécologie. Le pargdra suivant est entierement consacré a ce

parametre.

Les isothermes de Freundlich et Langmuir ont étisées pour modéliser la rétention
de Se sur différents types de sol (Alemi et al9119Fio et al., 1991 ; Sharmasarkar et Vance,
2002). Néanmoins, I'ajustement de fonctions mathigmes sur des données expérimentales
ne signifie nullement que les hypothéses des medlient satisfaites et ne tient en aucun cas
compte des différents processus biogéochimiquesgmbuntervenir dans le devenir du Se. Il
s’agit, le plus souvent, d'un simple ajustementh@éatatique, afin de pouvoir comparer les

valeurs des constantes des formules.

* Le coefficient de distribution liquide solide : Kd

Classiqguement, la réactivité d’'un radioéléement sdam sol est évaluée par la

détermination du coefficient Kd de distributionrenta phase solide et la phase liquide :

Equation 4 Kd = % (L.kg™)

€q
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Kd est un coefficient de distribution macroscopiguee tient pas compte de la spéciation de
'élément, ni des processus impliqués dans cegshgeransformations, mais uniquement de
la répartition de I'élément entre les phases saide&uide. Théoriquement, la formulation de
ce coefficient repose sur un certain nombre d’hygsés :
- les sites de sorption de la phase solide sont uosij@en exces par rapport a la
concentration totale de I'élément ;
- I'équilibre chimique de sorption est atteint. Ledete Kd est un modéle a I'équilibre ;
- les phénomenes de sorption/désorption sont instésitet réversibles ;
- tous les sites de sorption sont identiquement aidies et de méme nature vis-a-vis
de l'intensité de liaison.
Plus la valeur de Kd est importante, plus la réd@endu Se dans le sol est importante.
Selon 'AIEA (IAEA, 1994) et Yu et al. (2001), dst possible de classer des valeurs
« génériques » de Kd pour le Se en fonction du Gek valeurs sont classées selon 4
catégories : sol sableux (>70 % sables), sol argie@5 % argiles), sol limoneux (> 80 % de
limons) et sol organiques (> 30 % matiere organiqDe ces valeurs (Tableau 6), on peut

conclure gue la matiere organique des sols a epéwvoir de rétention du Se dans le sol.

Tableau 6 — Valeurs par défaut de Kd (L.kg!) pour le sélénium en fonction du type de
sol selon I'AIEA (modifié d’aprés Roussel-Debet eolle, 2005)

Se Sol sableux Sol argileux Sol limoneux Sol orgapie

Kd (L.kg?) 150 490 740 1800

Les valeurs de 'AIEA semblent donc étre largenmmestimées car Roussel-Debet et
Colle (2005) ont montré que malgré le peu de valele Kd disponible pour le Se dans la
littérature, les résultats montrent un Kd comprige5 et 50 L.kg. Toutefois, deux études
menées sur 58 sols du Japon (Nakamaru et al., 2008)sols d’Inde (Dhillon et Dhillon,
1999) ont répertoriés des valeurs de Kd allanteetbpement de 12 & 1060 Lkgt de 1 &
570 L.kg", ces sols présentant des pH, composition physitnigue et minéralogique trés
différents. Il est tres difficile de comparer leff@entes valeurs de Kd, car les différentes
hypotheéses relatives au Kd ne sont que raremetesoaspectées. Aussi, ces larges gammes
de valeurs de Kd trouvées dans la littérature neantque la sorption du sélénium n’est pas
contrlée par un parametre particulier, mais paensemble d’interactions entre différents

paramétres. Par ailleurs, Jacquier et al. (200 mmtré qu'’il n’était pas possible d’estimer
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le Kd dans un systeme complexe a partir des Kdnolstpour les phases pures composant ce
systeme complexe. Dans le cas du Se(lV) et du mélamectite-goethite, les différences de

pH des solutions expliquerait la non-additivité #eks

2.3 Outils expérimentaux pour I'étude du Se

Comme nous I'avons vu précédemment, le Se petrbseer dans le sol sous forme
soluble dans la phase liquide, sorbé ou précipitdasphase solide ou encore sous forme de
composeés méthylés dans la phase gazeuse. Aimsid’aBtimer au mieux la réactivité du Se

dans un sol, il est important de pouvoir le quémtifians ces différents compartiments.

2.3.6En phase liquide

Plusieurs méthodes analytiques permettent d’acad&e en phase liquide. Les plus
utilisées pour les échantillons environnementauguities sont la spectrométrie de
fluorescence, la spectrométrie d’adsorption atomiAS) utilisant la génération d’hydrure
(HG-AAS) ou le four graphite (GF-AAS), I'analyse rpactivation de neutrons (AAN), la
chromatographie en phase gazeuse (CG), les métietetgsochimiques .... Néanmoins, les
échantillons environnementaux ont souvent des oemricomplexes, générant ainsi de
nombreuses interférences avec ces différentes oethd’analyses. Aussi, des étapes de
solubilisation, minéralisation, pré-concentratiopsyifications, séparations... sont souvent
employées avant les analyses. Les multiples lindieedétection et interférences des méthodes
citées et des autres sont récapitulées dans leegdibliographiques de Niedzielski et Siepak
(2003), Conde et Sanz Alaejos (1997), Munos Oletaa. (1994), et Dauchy et al. (1994).

2.3.7En phase solide

Les méthodes spectroscopiques (XAS et XR$)les observations microscopiques
(MET, MEBY couplées a la spectroscopie des rayons X par dispeen énergie (EDX)
permettent d’accéder soit aux différents états ytlaxtion du Se directement dans
I'échantillon solide, sans prétraitement, soit différents types de complexes formés entre la
phase solide et le Se (Tokunaga et al., 1996 ; Beak, 2006 ; Ryser et al., 2006 ; Naveau et
al., 2007). Néanmoins, ces technigues nécessigefurtks concentrations en Se (> 10 mg.kg

1) et un appareillage complexe et trés couteux.

' XAS : X-ray Absorption Spectroscopy, XPS: X-rayoRjelectron Spectroscopy
2 MEB : Microscopie Electronique & Balayage, MET chdiscopie Electronique a Transmission
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L’approche la plus simple pour accéder a la distion du Se en phase solide reste les

extractions chimiques (séquentielles ou paralleles)principe est basé sur l'utilisation d’un

extractant chimique qui, soit solubilise une ouspurs fractions (minéralogiques ou

organiques) du sol susceptibles de retenir le @ecible un état d’oxydation du Se particulier

(Se(lv), Se(0)) (Tableau 7). Le Se peut ensuite @mantifié dans chaque extrait par

différentes techniques (AAS, fluorométrie, ...). Bratmue, il est souvent reproché a cette

méthode son manque de sensibilité mais surtouhsomue de sélectivité. De plus, il existe

beaucoup de protocoles différents, ce qui rendrésultats difficilement comparables.

Néanmoins, des extractions communes ont été itimdifces derniéres années. Les

extractions communes sont récapitulées Tableau 7.

Tableau 7 — Phases communes retrouvées dans quelguprotocoles d’extractions

séquentielles.

Phase ciblée Extractant références
(Gao et al., 2000)

Kl (Dhillon et Dhillon, 1999)

Se soluble (Zhang et Moore, 1996)
(Chao et Sanzolone, 1989)
Eau (Martens et Suarez, 1997)

(Dhillon et Dhillon, 2004)
KsHPO, (Martens et Suarez, 1997)

Se(lV) adsorbé ou (Zhang et Moore, 1996)
échangeable KH-PO, (Chao et Sanzolone, 1989)

KoHPO, + KH,PO,

(Hagarova et al., 2005)
(Gao et al., 2000)

(Gao et al., 2000)

Se(0) NaSOs
(Zhang et Moore, 1996)
NaOCl (Zhang et Moore, 1996)
Se associé aux composés (Séby et al., 1997)
. K2S,0g
organiques (Martens et Suarez, 1997)
NaOH (Doran, 1982)
Se « réfractaire » HNO (Martens et Suarez, 1997)
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Dans une évaluation critique de deux des multippgecédures d’extraction
séquentielles (Zhang et Moore, 1996 ; Martens etréay 1997), Wright et al. (2003), ont
modifié la plus sélective d’entre elles (Zhang eidve, 1996) afin d’optimiser sa sélectivité

vis-a-vis des différentes fractions de Se ciblées.

2.3.8En phase gazeuse

Le Se en phase gazeuse peut étre estimé paediéértechnigues. La méthode la plus
directe est l'analyse par chromatographie en plygsseuse (CPG) de I'atmosphere du
systeme (Thompson-Eagle et Frankenberger Jr, 1988rtens et Suarez, 1999 ; Ranjard et
al., 2003). Les autres techniques nécessitent égepge au préalable des formes volatiles.
Généralement, un balayage de gaz (aip, MWr) purge l'atmosphere des systemes
expérimentaux et envoie les espéces gazeuses eergi@jes. Ces piéges peuvent étre soit
liquide (HNG; ou NaOH-HO,) (Zieve et Peterson, 1981 ; Terry et al., 1992) solide
(charbon actif) (Karlson et Frankenberger Jr, 1988abroullet, 2007). Dans le premier cas,
le sélénium est ensuite mesuré en phase liqui@e3(8). Dans le second cas, il est nécessaire
d’extraire le Se du charbon actif, puis de le doserphase liquide. Lorsqu’'un isotope
radioactif émetteuy est utilisé {°Se), la quantité de Se radioactif piégée dansdebcm actif
peut directement étre dosée en spectrometrige plus, I'utilisation d’un isotope radioactif
permet de doser des quantités de Se volatilisécbeauplus faible, de I'ordre du %o,

comparée aux autres méthodes, de I'ordre du %.

3. Bilan et conclusions de I'étude bibliographique

Dans un premier temps, nous avons vu que le solreensemble hétérogene et
complexe contrdlant la mobilité du Sea des processus géochimiques et microbiologiques.
De plus, ces processus interagissent entre eugrgtedt lieu a de nombreuses interactions
bio-physico-chimiques. Ainsi, ils ne peuvent étmnsidérés comme indépendants dans les
mécanismes de mobilité. Malgré cela, il existe @palement deux types d’approches dans
les études de la mobilité du Se : soit les comgesasiu sol sont étudiées séparément, soit le
sol est étudié dans toute sa complexité. Dansdmipgr cas, que ce soit sur les composantes
biotiques (cultures de bactéries, champignons...) abiotiques (phases minérales et
organiques), les études visent a apprehender desniménes tres fins en terme de réactivité
tel que les processus de réduction et/ou de \Jskttdn pour les microorganismes ou les

processus de sorption pour les phases solidesefbijtlorsque le sol est utilisé dans toute sa
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globalité, la réactivité du Se est étudiée d’'umpde vue macroscopique (isothermes, Kd), au
détriment quasi-total des processus géochimiquescebbiologiques intervenant.

De plus, I'essentiel des études publiées conagerfertes concentrations en Se {10
103 mol.L'™Y). Or, les réactions géochimiques telles que latgor, la distribution en phase
solide ou encore la précipitation (co-précipitalidn Se peuvent étre toutes autres a de plus
faibles concentrations. Il en est de méme poumplesessus microbiologiques, tels que la
réduction ou la volatilisation. Ces réactions idfeér#s comme des processus de détoxication
sont-elles envisageables ou non a des concensatit@s non toxiques. Par ailleurs, ces
gammes de concentrations élevées permettent gaitifies techniques de spéciation en phase
solide telles que les méthodes spectroscopiques, envisageables a des concentrations
inférieures a 10 mg Se.kg

En outre, les connaissances actuelles concereafiSé sont essentiellement des
résultats indirects des diverses recherches, affesta fortes concentrations en Se et donc
inadaptées. A celles-ci s’ajoutent quelques travaortant essentiellement sur la prévision
d'impact du stockage des déchets nucléaires, et phrticulierement orientés vers la
géochimie du Se vis-a-vis des phases minéralesni{gsa argiles...) constituant
potentiellement des barrieres géochimiques.

Enfin, peu d’étude sont consacrées a I'étude aedigues d’évolution du Se. Or, le
systeme « sol » évolue dans le temps et n’estapeenent a I'équilibre.

Donc, afin d’améliorer la prévision du comportemen Se dans les sols, I'objectif de
cette étude est dévaluer l'impact des parametrésclymiques et des parametres
microbiologiques du sol sur les cinétiqgues et leved@ du Se dans un sol a faible
concentration. Pour cela, nous avons choisi deldgper une méthodologie expérimentale
pluridisciplinaire capable (i) de réaliser un graruinbre d’expériences, dans un temps limité,
en maitrisant un maximum de paramétres (grace stérsg batch) (ii) de travailler a I'échelle
des ultra-traces (grace a l'utilisation d'un ratfi@eeur °Se) ; (iii) suivre les évolutions
cinétiques du Se a la fois dans les phases sdiligéde et gazeuse et (iv) de différencier le

rle des parametres géochimiques de celui des paesimicrobiologiques.
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Dans ce chapitre, nous présentons tout d’abordhdéhodologie globale d’étude
adoptée pour la thése (81), puis le design etdepole expérimental développé (82). Nous
donnons ensuite les caractéristiques du sol é{@3iget des solutions utilisées (84). Enfin,
nous terminons ce chapitre par les différentesyaral effectuées relatives au sélénium, a la

physico-chimie et a la microbiologie du sol (85).

1. Méthodologie

L’objectif de notre thése était d’évaluer I'impatgs paramétres géochimiques et des
parametres microbiologiques du sol sur le compaetendu sélénium (Se). Plusieurs séries
d’incubations de sol contraint a différents étatsgbochimiques ont été effectuées en
systemes fermés et agités (batchs). Les différecasitions ont été obtenues en forcant
'atmospheére gazeuse des batchs (conditions oxiguoxique) et les activités microbiennes
présentes dans les systemes (conditions stériestéoile et amendée). La réactivité du Se a
été caractérisée par la cinétique et 'amplituderdactions de sorption sur la phase solide, la
distribution en phase solide et la volatilisatid?our identifier les processus, directs ou
indirects, impliqués dans la réactivité du Se, dmsnées relatives (i) a I'état géochimique du
sol et (ii) aux activités microbiennes ont été asesl La Figure 1 récapitule la méthodologie

globale de I'étude.
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Batchs

O<ique Anoxique
Mesures
+ Activités microbiologiques Réactivité du  Geéochimie et
Se microbiologie
Se volatil E. PH, gaz

1

Centrifugation

.

Mesures Liquide Solide
Réactivité du Se + Se total + distribution du Se en phase solide

+ Se [1W) + e lig 3 la biomasse

Géochimie et « glucaose » biamasse totale

microbiologie * sUCres + diversité des communautés
« anions bactériennes
s acides organiques » dénombrement bactérien
- Fe total et Fe(ll]* » biornasse fangique™
. NHF

*spérifigues qux conditions anoxiques

= apécifique aux conditions oxiques

Figure 1 — Schéma récapitulatif de la méthodologide I'étude et des analyses effectuées

Les conditions d’'incubation proposées se différaieat par :

» la présence ou l'absence g'@onditions oxique ou anoxique) afin de comprendre
influence de I'aération sur I'état géochimique sloi et donc sur la mobilité du Se. En effet,
la présence ou l'absence d'éffecte la survie et I'activité de la plupart deisroorganismes
et la nature des biotransformations qui en résujten

* [l'apport ou non d'amendements. Les amendementgténapportés sous forme de
solutions nutritives a I'exception de la cellulof&® conditions oxigues, les amendements
étaient du glucose ou de la cellulose avec dy N@ans ces conditions, la cellulose est
dégradée plus lentement que le glucose (Dilly, 2084devait étre utilisée préférentiellement
par les champignons (Schutter et Dick, 2001). Brdition anoxique, I'amendement était une

solution contenant glucose, NONH," et sSQZ.
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* la présence ou non de microorganismes, voire &cséh éventuelle des bactéries ou
des champignons, pour ce qui était des incubatimnstérilisant certains échantillons par
irradiation (rayonnemeny), et en apportant a d'autres un antibactériennoantifongique. Il
s'agissait d'une part de différencier les procesdusgine biotique des processus d’origine
abiotique, d'autre part de différencier les contiins relatives des activités bactériennes et

des activités fongiques sur la mobilité du Se.

2.Design et protocole expérimental

2.1 Le design expérimental

Le réacteur fermé de type « batch » a été chaisil@ermet de travailler dans des
conditions contrblées sur des systemes simplesrabpenes a I'échelle du laboratoire. Ce
design expérimental nous a permis de suivre lerdede Se pendant un temps limité, dans
toutes les conditions d’incubations proposées ssdge Nous avons travaillé dans des flacons
a centrifugation en polycarbonate (PC) de 250 mip#s de bouchons septum (Figure 2). Ces
bouchons septum pouvaient étre traversés pourtediecles mesures non destructives du
potentiel d’oxydo-réduction (g et du pH, mais aussi pour caractériser 'atmosphazeuse

sans avoir a ouvrir le flacon et en maintenanahiéhéité du systeme.

Figure 2 — Systeme « batch » : flacon a centrifugain de 250 ml équipé d’'un septum.

2.2 Le protocole expérimental

L’étude cinétique de la réactivité du Se en batadonsisté a mettre en suspension un
échantillon de terre pré-incubé de 30 g sec da@sni5d’une solution saline contenant ou
non un amendement et du sélénite pendant difféyehteées (de 1 h a 15 j). Les flacons ont
été agités dans une enceinte thermostatée (252€Ck & 300 tours.mih(table d’agitation,

KS 250 basic, IKA). 3 réplicats ont été réaliségparallele pour chaque pas de temps étudié.
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A chaque pas de temps, les mesures non destrudtiveld, du g et de 'atmosphere gazeuse
du batch ont été effectuées avant de séparer EesepHiquide et solide par centrifugation a
4600 g pendant 20 min (Sorvallsuperspeed). Le surnageant, filtré & 0,22 pmrefilce, et

le culot de terre ont ensuite été récupérés ettigmour analyses 8.

Pour les incubations de sol stérile, en conditiorgjues et anoxiques, et afin de
maintenir la stérilité des systemes, toutes lesipogations ont été effectuées sous hotte a flux
laminaire, et tout le matériel (batch, spatule,npes de pipette ...) a été stérilisé par

autoclavage ou lavage a I'éthanol 75%.

Pour maintenir la condition oxique durant l'inctiba, un systéme d’aération
permettait de renouveler I'atmosphére du batch.q@agour, une analyse de I'atmosphere
était effectuée par chromatographie en phase ga4€&RG) pour déterminer les teneurs en
O, et CQ du systeme. L'aération était déclenchée si le gantage d’'Q était inférieur a 16
%. Le renouvellement d’atmosphere se faisait gdarsun bullage d’air pendant 10 min, a un
débit de 50 ml.mit} & travers le septum. Cette opération était réf@féés aprés avoir agité
vigoureusement le flacon pour remettre en équiliese compartiments dissous et gazeux.
Pour obtenir des conditions anoxiques, toutes lasipalations ont été effectuées en boite a
gants sous atmosphére inerte))(NPour les conditions anoxiques stériles, leshataient
remplis sous hotte a flux laminaire puis I'atmogghde chaque batch était purgée avec de

I'N , pendant 3 fois 10 min.

Pour estimer la quantité de Se pouvant se fixetesuparois du tube, des expériences

sans échantillon de terre, (tube + solution), agpelblancs » ont également été réalisées.

3. L’échantillon de terre

L’échantillon de terre utilisé dans cette étudété prélevé en bordure du Rhoéne a
hauteur de Creys-Malville (Isére), sur une profamd#environ 30 cm sous la zone racinaire
et a environ 12 % d’humidité pondérale. L’échaatilla été séché a l'air a environ 4 %
d’humidité pondérale, tamisé & 2 mm, puis stock€& ¥, pour minimiser son évolution
pendant le temps de I'étude. Les propriétés phdisniques et minéralogiques de
I'échantillon de terre tamisé sont répertoriéesl|dal 1 et Tableau 2. Ces analyses ont été
effectuées respectivement par le laboratoire d¥aeaties sols d’Arras (INRA) (annexe VII)
et le BRGM (annexe VIII).
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Tableau 1 — Caractéristiques physico-chimiques dé&khantillon de terre.

Corga | CaCO; | CEC* Eléments totaux traces (ppm)
pH
% % meq/100
00 1 00 medt00 T Po | o | cu | N | zn
0,126| 6,14 | 193 | 436 | 845 | 143 | 97,4
7,74 0,99 0,65 4,28
0,4)*| (©)* | (19)* | (52,5)*]| (15,0)* | (24,5)*| (68)*

*CEC cobaltihexamine
* Les valeurs entre parenthéses sont les teneuygnmes des éléments traces dans les sols frangais
(Bourrelier et Berthelin, 1998).

Tableau 2 — Caractéristiques minéralogiques de I'éantillon de terre

Minéralogie / fraction
Argile Limons fins | Limons grossiers | Sables fins Sables grossiers
(<2um) | (2-20 pm) (20- 50 um) (50-200 pm) (200 - 2000 pm)
7.9 % 6,9 % 4,0 % 9,2 % 72,0 %
Quartz Quartz Quartz
Feldspath et phyllosilicates (traces) Feldspath Hydroxyde de fer (traces)
(traces)

Avant les incubations, le sol a été pré-incubé rdaniére a éviter le flush
classiquement observé aprés humectation d'un solesé stabiliser plus ou moins ses
activités microbiennes. Pratiguement, le sol ahét@idifié avec de I'eau UHQ a une teneur
en eau massique d'environ 17 % et a alors été m@naetempérature ambiante (2@ °C)
pendant 2 jours, avant le lancement des incubations

Pour les conditions stériles, la stérilisationsdlia été effectuée par irradiatipidose
de 40 kGy) & partir d'une source ¥€o. Cette technique est connue pour sa grandeeitéic
et est préférée aux techniques chimiques ou aotkwage, qui affectent les propriétés
chimiques et physiques du sol (McNamara et al.3208pres irradiation, I'échantillon de sol
a été conservé a 4°C pendant au minimum 8 semawemst utilisation, pour limiter les
activités résiduelles des enzymes du sol (Lenal.etl991). L’efficacité de la stérilisation a
été verifiée par ensemencement d’'un échantillosofiggion de sol sur boite de pétri (Lensi et
al., 1991).
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4 Les solutions

4.1 Les solutions d’amendements

4.1.1 Les conditions oxiques

Pour toutes les incubations en condition oxiquab{@au 3), la force ionique de la
solution a été ajustée a 8,5X1fol.L™* avec du KCl et le pH a été ajusté a 7,7 avec du
NaOH, afin de se rapprocher dudaftie I'échantillon de terre.

Pour les amendements, le glucose a été ajouttieasodution pour obtenir un apport
de 5 g glucose kysol sec et la cellulose a été apportée sous fatengoudre mélangée
directement au sol, & une concentration de 4,3lgase kg" sol sec. Ainsi I'apport de C a
été identique en quantité dans les deux conditidfia. d’éviter un déficit en N lors de la
croissance microbienne, nous avons apporté singuttant a ces amendements carbonés du
NOs; (a raison de 1,2 g KN§kg™ sol sec). Le bactéricide (condition NSG+B) était lde
streptomycine sulphate apporté a raison de 5'gskfjsec, et le fongicide (condition NSG+F)
était de la cycloheximide apporté & hauteur de &@'gsol sec, ces deux produits étant
connus pour leur sélectivité (Anderson et Domsé&i5).

Pour les conditions stériles, les solutions osatfétrées a 0,22 um avant la mise en

contact avec le sol.
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Tableau 3 — Incubation en conditions oxiques

_ Durée
nom sol solutions _ o
d'incubation (jours)

S stérile  KCI 10

SG stérile  glucose - KNOKCI 6

NS brut KCI 10

NSC amendécellulose - KNQ - KCI 10

NSG amendéglucose - KNQ - KCI 6

NSG+B amendéglucose - KNQ - streptomycine sulphate - KCI 6
NSG+F amendéglucose - KNQ - cycloheximide - KCI 6

4.1.2 Les conditions anoxigues

Les incubations réalisées en condition anoxique poésentées Tableau 4. Comme
pour les conditions oxiques, la force ionique adtéstée & 88L0° mol.L™ et le pH a été
ajusté a 7,7 avec NaOH.

Pour les solutions sans amendement, la force uenitg la solution a été ajustée par
ajout de KClI exclusivement. La solution d’amendemest composée de glucose, d’ions
SO, NO; et NH;" sous forme respectivement deSO, et de NHNOs. Les concentrations
qui ont été utilisées sont les suivantes : 5 gldeoge.kd" sol sec, 4,9 g de#80,.kg™ sol sec
et 0,6 g de NENOz.kg™ sol sec. Les ions NQet SQ? ont été utilisés en tant qu'accepteurs
d’électrons spécifiques pour favoriser des actvib@ctériennes ciblées (dénitrification et
sulfato-réduction). Les ions NHont été utilisés pour éviter un déficit en azaieslle la
croissance bactérienne.

Avant leur mise en contact avec I'échantillontelee et avant d’injecter le Se,
les solutions ont été dégazées avepéhdant 2 h. Une mesure de J'@issous a permis de
vérifier I'état anoxique des solutions.

Pour la condition stérile, les solutions ont étérissées par autoclavage avant le

déegazage.
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Tableau 4 — Incubation en conditions anoxiques

nom sol Durée d'incubation

S stérile 15

C brut 15 |

G amendé 15]

Date d’injection du Se Durée d'incubation en
présence de Se

G 2 amendé 2] 13

G_6 amendé 6] 9j

G_10 amendé 10] 5j

Des incubations amendées supplémentaires ont figtétuées en paralléle de la
condition G, ou le Se a été injecté apres 2 jo6 10 j d'incubation pour les conditions G_2,
G_6 et G_10 respectivement.

4.2 La solution de Se

Le sélénium a été utilisé sous forme de séléniteNd (NaSeQ) a 10° mol.L™*
marqué avec di{PSe (1000 Bg.mt}) (Isotope Products), utilisé comme traceur dut8bls.
La concentration de Se a été choisie pour se sitaes la gamme environnementale selon

I’Agency for Toxic Substances and Disease Reg{(&0903).

5. Les analyses

5.1 Le Sélénium

5.1.1 Mesure de la volatilisation du Se

A chaque date d'analyse, I'atmosphére des batih mirgée, soit avec de l'air en
conditions oxiques, soit avec,Nen conditions anoxiques. Les gaz formés étaients al
envoyés vers un flacon rempli avec du charbon,detife gazeux y étant piégé. L'efficacité
du charbon actif pour piéger les formes méthylaesSe a été démontrée dans la littérature
(Karlson et Frankenberger Jr, 1988 ; Chabroull@®d,72.

L’activité du "°Se du charbon actif contenu dans le flacon étaisahesurée par un

spectromeétrey a bas bruit de fond (LEMER) équipé d'un détect@armanium ultra-pur
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(GeHP) et couvrant une gamme d’énergie de 25-1@80(Kanberra-Eurisys). La limite de
détection était de 0,2 Bq par échantillon pourmtesures de Se, ce qui correspond a un taux
de volatilisation de 0,0013 %o du Se introduit deniatch.

5.1.2 Mesure du Se en solution

La quantité de Se total présent en solution étaduite de la mesure de I'activité du
*Se en phase liquide. Cette mesure était effectaéegmptage en scintillation liquide avec
un spectrometre a bas bruit de fond (Quantulus ,1220lac®). Une fraction de la solution a
analyser (de 50 uL a 1 mL selon l'activité des étHans) était mélangée a un liquide
scintillant (Packard Insta-Gel). La limite de déimc était de 30 mBq par flaconnage,

correspondant a 1,25x1®mol de Se, et I'incertitude de mesure de l'ordrd & 2 %.

Le Se total retenu par la phase solide a été télési mesures de Se total dans le

surnageant des batchs, selon la formule suivante :
\Y,

S=—(Cy-C
M ( 0 e)

Avec S :quantité de sélénium fixée par kilogranttaesol (mol.kg),
C. : concentration finale de sélénium en solutionl(mb, filtrée a 0,22 pum,
Co : concentration initiale de sélénium en solutilm)K.L'l), filtrée a 0,22 um,
V : volume de solution (L)

M : masse de sol sec (kg)

5.1.3 Mesure du sélénite Se(lV) en solution

Le sélénite (Se(IV)) a été dosé dans les expétatiens avec échantillons de terre, en
solution, filtrée & 0,22 um ainsi que dans lesantd ». La mesure était effectuée par un
spectrométre d’absorption atomique couplé a unrgéedr d’hydrures (GH-AAS)(FIAS-100,
AAS 4110-ZL, Perkin-Elmer).

Cette méthode repose sur le principe que le $élést 'unique forme qui réagit avec
le borohydrure de sodium (NaBHen milieu acide (HCI) pour former un hydrure de S
volatil (H,Se). Aprés formation, ce composé gazeux est acléepainflux d’argon dans une
cellule de quartz chauffée a 1000°C ou il est atérmii’absorption est mesurée a 196 nm par
une lampe a décharge sans électrode (EDL). La gademealibration utilisée va de 0,5 a

10 ug.L*. Les solutions d’étalonnage sont réalisées arpditine solution standard de
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NaSeQ (Sigma-Aldrich). Les échantillons sont préparésisd&lCl 10% (vol/vol) pour
lanalyse.

Dans les échantillons naturels, des interférenaasées par des composés organiques dissous
ont été constatées, engendrant une sous-estimdéola quantité de Se(lV) (Roden et
Tallman, 1982 ; Séby, 1994 ; Reddy et al., 199%s héthodes pour éliminer ces composés
organiques dissous ont été proposées (élutionodomrees...) mais peuvent également aboutir
a une perte de Se(lV) complexé a la matiere organgpluble. Pour nos expériences, nous

avons choisi de doser directement les échantitimsnus sans traitement préalable.

5.1.4 Estimation de la distribution en phase solidpar extraction séquentielle

La distribution en phase solide du Se dans I'étlham de terre est obtenue en
réalisant des extractions séquentielles selon @dopole de Coppin et al. (2006). Les
expériences sont réalisées dans des tubes a ogatrén polycarbonate de 50 mL contenant
environ 3 g d’échantillon de terre. Les ratios votude solution/masse de I'échantillon (v/m)
ainsi que les temps d’agitation sont donnés entifmmale I'extractant dans le Tableau 5.
Aprés chaque extraction, l'intégralité du surnagesh prélevée par centrifugation (10008 g
20 min) et filtré a 0,22 um. L'extractant suivast alors ajouté au culot restant dans le tube,
le culot remis en suspension puis & nouveau agitéable d’agitation ou au bain & ultrasons.
Afin de connaitre la quantité de Se extraite a deagétape, un échantillon du surnageant est
dosé par scintillation liquide via I'activité deSe.

La fraction extraite avec KIPQ, représente le Se échangeable avec les phosphates
pour toutes les phases absorbantes, donc en théose(lV) adsorbé a la surface des
minéraux et/ou des composés organiques. La fraetitiaite avec NaOH représente le Se lié
a la matiére organique et plus particulierementsabstances humiques (et/ou aux oxydes de
fer), indépendamment de son degré d’oxydo-réducti@n fraction extraite avec NaO;

représente le Se élémentaire, Se(0).
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Tableau 5 — Etapes des extractions séquentielles.

Etape Phase extraite réactif Condition

1 Se(lV) adsorbé 0,1 moliL 4 h —20°C - 10/1 (v/m)
KoHPO,

2% Se organique 0,1 moltNaOH 15 h—20°C - 10/1 (v/m)

3 Se élémentaire 0,25 mot-L 4h — bain a ultrasons — 10/1
NaxSO; (v/m)

* le temps de centrifugation est d'l heure pourteéitape ; un ringage a I'eau UHQ est ensuite

effectué (agitation de 30 min, méme ratio v/m, rifeigiation 1h).

Afin de connaitre la quantité de Se résiduel,amstlans la phase solide apres les
différentes extractions, I'activité €iSe du culot de terre est dosée en spectrométriengam
Pour cela, suite aux différentes extractions, letcde terre est récupéré, séché, broyé puis
homogénéisé avec une matrice poudreuse inerte (N&8HGensité 2,16 g.ml-1) afin

d’obtenir un volume identique a celui utilisé lais I'étalonnage de I'appareil (5 ou 10 ml).

5.1.5 Mesure du Se associé a la biomasse

Le Se associé a la biomasse a été estimé a taigeotocole de fumigation-extraction
de Vance et al. (1987), utilisé pour quantifieblamasse totale de I'échantillon de terre (8
5.3.1). Dans cette méthode, le C organique estiex@ar KSO, a partir d’'un échantillon de
terre fumigé et d’un échantillon de terre témoini(ge subit pas de traitement). [%Se est
mesuré dans chaque extrait. La différencé&8e de ces deux extraits permet de quantifier le
Se associé a la biomasse microbienne et libéréta lyse des microorganismes, suite a la

fumigation.

5.2 Les mesures physico-chimiques

Les différentes analyses effectuées avaient poufipde caractériser I'état physico-
chimique du sol dans chaque condition d’'incubatotravers plusieurs parameétres, (ii) de
Voir si ces parametres variaient dans les diff@éenbnditions d’incubation, et (iii) de définir
leur impact sur les microorganismes du sol et auéhctivité du Se. Elles supposaient des
mesures relativement simples et rapides afin degoles réaliser a chaque pas de temps, en

paralléle des autres analyses.
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5.2.1 Le potentiel d’oxydo-réduction

La mesure du potentiel d'oxydo-réduction a étés&aau moyen d'une mini-électrode
combinée Ag/AgCl saturé en KCI (Microelectrode.incglectrode est équipée d’une aiguille
de 10 cm de long pour pouvoir traverser le septufaiee une mesure directement dans le
batch (Figure 3). Un étalonnage de I'électrodeéedtectué de facon hebdomadaire par 2
solutions tampons de 220 mV et 470 mV. Le poterdiekydo-réduction par rapport a

I'électrode standard a HJEse déduit des mesures faites par la formule steva
EH =Emesuré" Eagragel

avec E.Ag/AgCI sauré ko= 199 mV a 25 °C

Figure 3 — Mesure du potentiel d’'oxydo-réduction dusystéme au travers du septum.

5.2.2 Le pH

La mesure du pH est réalisée au moyen d'une ndoiréde combinée Ag/AgCI
saturée en KCI (Microelectrode.inc). L’électroddisge est du méme type que I'électrode
d’oxydo-réduction. Une calibration hebdomadaireedfectuée par 2 solutions tampons de pH
Qet7.

5.2.3 L’analyse de I'atmosphére gazeuse

La caractérisation de la composition de la phasegse des flacons {0CO;,, N,
N2O, H,, CH, et Kr) a été réalisée par un chromatographe eseppazeuse (CPG) (Hewlett
Packard 6890) équipé d'une colonne Porapack Qn{l,8t d'un tamis moléculaire 5 A
(1,8 m) et d'un catharometre. L’hélium (qualité )6&ait utilisé comme gaz vecteur.
L'ensemble était piloté par le logici€hemstation L’incertitude relative était de I'ordre de

1% pour tous les gaz, a I'exception dg (B%), dont la masse molaire et la conductivité
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thermique sont proches de celles de He. La calioradtebdomadaire de l'appareil a été
réalisée avec des mélanges de gaz étalons dootrposition est donnée dans le Tableau 6.
Les caractéristiques techniques du CPG ainsi qukescede ['analyse (schéma,

programmation) sont présentées annexe V.

Tableau 6 — Mélange de gaz étalons utilisés pour ¢alibration du CPG

Gaz1l Gaz 2 Gaz 3

0, (10 %)

CO, (5%) CH, (5 %)

Kr (1 %) H, (5%) Kr (100 %)
N,O (1%) N5 (90 %)

N, (83 %)

5.2.4 L'humidité pondérale

La mesure exacte de la teneur en eau de I'écluantie terre utilisé dans les
différentes expérimentations a été effectuée ainals permettre de rapporter 'ensemble de
nos résultats a la quantité de sol sec. Les temeuesiu ont toujours été réalisées en triplicats.
Quelques grammes d’échantillon de terre humide pests avant et aprés 48h a I'étuve
(105°C). La teneur en eaw)(est déterminée par la formule suivante (Pan<baeitheyrou,
2003).

w= meau/ Msol sec= (rnsol humide™ Mol sea / Msol sec

5.2.5 L’oxygene dissous

La mesure de I'@dissous a été effectuée avec une électrode deCtigple (Unisense
OX-N), équipée d’'une aiguille permettant de peteeseptum. L’électrode est connectée a un
pico-amperemetre de haute sensibilité (UnisenseDB@2sensibilité ~ 5pA). L’électrode est
calibrée chaque semaine en 2 points :

* 100 % atmosphérique (~ 20 % d)Paprés 5 min de bullage d’air dans la solution de
calibration (eau UHQ).
* 0 % apreés bullage vigoureux d’'un gaz inertg)(tlans la solution de calibration (eau

UHQ).
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5.2.6 Le dosage du glucose

Le dosage du glucose a été réalisé par colorienépiés oxydation enzymatique en
acide gluconique et en peroxyde d’phr la glucose-oxydase. Les réactifs sont issudtdie
dosage GAGOZ20 (Sigma). Le peroxyde gliidagissait avec de I'o-dianisidine en présence de
peroxydase pour former un complexe oxydé de coldaure. Ce complexe réagissait ensuite
avec de l'acide sulfurique concentré pour formercomplexe de couleur rose-violet plus
stable. C'est ce dernier qui était dosé par spaudtométrie a 540 nm.

Afin de réduire les quantités d’échantillon néesss et d’augmenter le hombre de
dosages, quelques modifications du protocole duoktt été effectuées (Tableau 7). Les
solutions d’étalonnage ont été réalisées a pauitedsolution standard de glucose & 179.L

(Sigma).

Tableau 7 — Modifications du protocole d'utilisation du kit de dosage GAGO20 (Sigma)

Kit Sigma GAGO20 Protocole Labo
Gamme de 1
_ _ 20 -80 mg.L
calibration
1 mL de glucose-oxydase /o- 0,250 mL de glucose-oxydase
dianisidine /o-dianisidine
Melange 2 mL d’échantillon 0,5 mL d’échantillon
réactionnel
30 min & 37°C 30 min & 37°C
1 mL de H,SO4 (12 N) 250 pL de HSOq4 (12 N)
Cuve (5mL de reactif) Microplaque (300 pL de réactif
Dosage 1 mesure en moins d’1 /puit) 96 mesures en moins d'1
minute minute
Nombre de
_ 20 80
dosagel/kit

5.2.7 Le dosage des sucres totaux

Le dosage des sucres totaux a été réalisé pagtleode colorimétrique de Dubois et

al. (1956). Les sucres simples, les oligosacchsyitks polysaccharides et leurs dérivés
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forment un complexe jaune-orangé lorsqu’ils réagissvec du phénol (5% massique) et de
I'acide sulfurique concentré. Le mélange réactibrsele suivant : 250 pL d’échantillon, 250
puL de phénol a 5% et 1 mL d;BO, (98%). Le dosage du complexe coloré est ensuite
effectué par spectrophotométrie a 490 nm. La gamhenealibration utilisée est de 10 a 100
mg.L™". Les solutions d’étalonnage ont été réaliséestir pune solution standard de glucose

a1g.L* (Sigma).

5.2.8 Le dosage du Fe total

En conditions anoxiques, le dosage du Fe totaléaréalisé avec le kit de dosage
Spectroquant® 1.14761.0001 (Merck).

Tous les ions de Fe présents en solution sontitsédn ions Fe(ll) par de I'acide

thioglycoliqgue. Dans un milieu tamponné au thioghate, les ions Fe(ll) forment, avec un
dérivé de triazine, un complexe rose-violet quidzé par spectrophotométrie a 540 nm. La
gamme de calibration utilisée est de 0,1 & 2,5 thglles solutions d’étalonnage ont été
réalisées a partir d’'une solution mére de sel darM(NH,).Fe(SQ),, 6H,0) (Sigma) a 10
mg.L™.

5.2.9 Le dosage des ions Fe(ll)

En condition anoxiques, le dosage des ions Fa(B)e effectué par colorimétrie. En

milieu acide, les ions Fe(ll) forment un complexabte avec l'orthophénantroline 1,10
(Phen), de couleur orangée. Le dosage de ce coenplefectue par spectrophotométrie a
510 nm. La solution mere et la gamme d’étalonnatijesaes sont les méme que celles
utilisées pour le dosage du Fer totab(8.8).

* Le milieu acide tamponné dans lequel s’effectusplaplexation est le suivant :
50 ml d’une solution d’hydrogeno-phtalate de K & fol.L™" auquel sont ajoutés 8,2 ml de
solution d’acide chlorhydrique & 0,1 mof.LLe pH du mélange doit étre de 3,5.

» Le mélange réactionnel est le suivant :
400 pL de milieu acide tamponné a pH 3,5
400 pL d'orthophénantroline & 6xifhol.L™
1000 pL d’échantillon

Les ions Fe(ll) s’'oxydant immédiatement a I'airiens Fe(lll), le mélange réactionnel

doit alors étre effectué sous atmosphére dépoudi/@e. Dans notre cas, le mélange
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réactionnel a été effectué dans la boite & gaots, de I'ouverture des batch. Une fois le

complexe formé, il est stable a l'air.

5.2.10 Le dosage de NA

En conditions anoxiques, le dosage de;Niété effectué en phase liquide et en phase

solide. Pour ce dernier dosage, il a fallu toubdra extraire 'NH" de I'échantillon de terre.
L’extraction s'est faite par la mise en contact’dehantillon de terre avec une solution de
K,SO, & 0,5 mol.I* (ratio v/m = 4), sous agitation pendant 30 minniélange a ensuite été
centrifugé et la solution filtré a 0,45 pm pourdesage de I'NH (Pansu et Gautheyrou,
2003). Un kit de dosage, Spectroquant® 1.14752.00dérck), simple d'utilisation et
n'utilisant pas de produits toxiques et cancérigermntrairement au protocole standard
(Pansu et Gautheyrou, 2003), a été utilisé pouerdbsiH," des échantillons liquides et
extrait de la phase solide. En milieu alcalin, 'NHéagit avec un agent de chloration pour
former de la monochloramine. Celle-ci forme pasuite, avec du thymol, un dérivé du bleu
d’'indophénol, dosé au spectrophotométre & 630 ra®.sblutions d’étalonnage sont réalisées
a partir d’'une solution mére de W&l (dans kSO, 0,5 mol.LY) & 128,5 mg.I* en NH, (100
mg.L'en N). La gamme d'étalonnage est de 0,26 a 3,85 teg.NH,.

5.2.11 Dosage des anions et des acides organiques

Les mesures des anions majeurs, (805, NO,, SQ?) et des acides organiques de
faible poids moléculaire (lactate, acétate, propienformate, butyrate, succinate, oxalate)
étaient réalisées par chromatographie ionique dej(DIONEX DX-120). Les composés
étaient élués dans un gradient de KOH (1-40 mmb).kt séparés a I'aide d'une pré-colonne
AG11-HC et d’'une colonne AS11HC. La mesure étdieatfiée en sortie de colonne par
conductimétrie. La limite de quantification estmv@on 0,5 pmol.[*, dépendant légérement
du composé dosé. Des mélanges étalons ont étésasakgulierement, en intercalage avec
les solutions & analyser. Les quantifications téteéfectuées grace au logiciel Chroméléon a

partir des surfaces de pic du chromatogramme.

5.3 Les mesures microbiologiques

Nous avons choisi de réaliser différents typesaligses, pour accéder a la fois a la
guantité de microorganismes (biomasse totale)lustgpécifiguement a la biomasse fongique
et au dénombrement de la microflore bactériennés également a la diversité moléculaire

des communautés bactériennes.
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5.3.1 Détermination de la biomasse totale

La détermination de la biomasse du sol a étésémlpar fumigation-extraction (Vance
et al.,, 1987). La méthode consiste a extraire puguantifier le C d’origine microbienne
contenu dans le sol. Pratiquement, I'échantillontetliee est divisé en deux aliquotes ; I'une est
fumigée au chloroforme, l'autre non (témoin). Lesdge du C organique dans la solution
d’extraction a été realisé avec un COT-meétre Shama@dOC 5000A. La valeur de C
organique est obtenue par différence entre la medurC total (TC) et la mesure du C
inorganique (IC) (OC = TC-IC). Les gammes de mesiéendent de 3 & 70 mg-lpour le C
total et de 1 & 10 mglpour le C inorganique. La quantité de C total (ES) obtenue par
une mesure du C{détecteur infrarouge) formé par combustion dehi&hntillon dans un four
chauffé & 680°C. La mesure du C inorganique (ICiagepar injection de I'échantillon dans
un réacteur en mélange avecPi, (50 % v/v). Les carbonates solubles sont alors
transformés en C{puis dosés par infrarouge. Le C d’origine microbei(E:) est obtenu par
différence entre le C organique extrait d’'un éciiantde sol fumigé et celui extrait du méme
sol témoin. Cette quantité est alors directemeapgtionnelle a la biomasse totale du sol,
appelée biomasse C{B par la formule suivante :

Bc=Ec/ Kec

La constante K;, correspondant a la fraction extractible du C d@sgle la biomasse
microbienne aprés fumigation, a été fixée a 0,46r pwtre étude (Vance et al., 1987 ;
Joergensen, 1996). Elle peut étre affectée, enitee,apar le type de microorganismes
présents (bactéries et/ou champignons), leur stadiveloppement, le type de sol, la teneur
en eau de I'échantillon et par l'apport d’amendeimearboné (Vance et al.,, 1987 ;
Joergensen, 1996 ; Dictor et al., 1998). Elle @stidrés variable et la détermination de la
biomasse totale ne reste qu’'une approximation d@dmasse réelle (Vance et al., 1987 ;
Joergensen, 1996). Les valeurs de biomasse tothtenwees dans nos conditions
expérimentales sont donc a prendre avec précautiiaigré cela, les valeurs obtenues
peuvent permettre de traiter des évolutions redatigntre échantillons pour les différentes

conditions.

5.3.2 Dosage de la biomasse fongique : mesure azdostérol

L’ergostérol est un composé spécifique de la mambfongique (Montgomery et al.,
2000). Sa présence est considérée comme un mamgiéaubiomasse fongique vivante et une

bonne estimation de l'activité métabolique des ghignons dans le sol (Mille-Lindblom et

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 68



al.,, 2004), bien que certains champignons en sotggourvus (Zhao et al., 2005).
L’ergostérol est extrait du sol selon le protocole Gong et al. (2001) puis dosé par
Chromatographie Liquide a Haute Pression (HPLC-nBx). La HPLC est équipée d'une
pompe (Dionex P580), d’'un passeur d’échantillomrtizestaté a 4°C (Dionex ASI-100), d'une
colonne C18 (Supelco 15 cm x 4,6 mm x 5 pum) et diétecteur UV (Dionex UVD -340S).
L’ergostérol est élué par une phase mobile & 10@8%ndthanol (Sigma) a un débit de 1
ml.min* et est détecté & 282 nm. La gamme de calibradi®s0 & 5000 pgt, a été faite a
partir d’'une solution d’ergostérol (Sigma).

Dans la littérature, il est possible de trouverspurs facteurs de conversion entre la
guantité d’ergostérol et la biomasse fongique,iajnge la quantité de C contenu dans cette
biomasse fongique (Djajakirana et al., 1996 ; Monigry et al., 2000 ; Gong et al., 2001 ;
Mille-Lindblom et al., 2004) Pour nos conditionspéximentales, nous avons choisi, d’aprés
Montgomery et al.,(2000), un facteur de converséigal a 4 pg ergostérol/mg biomasse
fongique (qui semble étre une bonne moyenne deersdis valeurs utilisées dans la

littérature) et une quantité de C contenu dansdmasse fongique de 43 %.

5.3.3 Dénombrement de la microflore bactérienne tate : coloration a I'acridine orange

Le nombre de bactéries présentes dans le soEpeubbtenu par un dénombrement au
microscope a épifluorescence suite a une colorat®oiADN et/ou de 'ARN des bactéries
avec un fluorochrome. Une dilution de la soluti@nabl est mélangée a de I'acridine orange
pour obtenir une concentration en colorant de @40f{vol/vol). La suspension colorée est
alors filtrée a pression réduite sur membraneafilie afin que les bactéries se concentrent sur
le filtre (Millipore GTBP02500). Apres différentincages avec de I'eau stérile, du propanol
pour éliminer I'excés de fluorochrome, puis de reaw de I'eau stérile, le filtre est monté
entre lame et lamelle. Il est ensuite observé acramcope a épifluorescence (Nikon) a
I'objectif a immersion ¥100). Les bactéries, colorées avec I'acridine ozaegtrainent une
fluorescence de couleur verte lorsqu’elles sonitéas par une lumiére bleue a 450 nm - 490
nm (filtre FITC). Généralement, 10 & 15 champs utéase contenant 20 a 30 bactéries par
champ sont comptés au hasard par filtre. Le nombreactéries par g de sol (N) est calculé
grace la formule suivante :

N =nx (S/s)x d x (V/v)/m
Avec N le nombre de bactéries par g de sol se@ madyenne du nombre de bactéries
comptées dans chaque champ, S la surface filt(am®), s la surface d’'un champ oculaire

(mm?2), d la dilution de I'échantillon utilisée, ¥ olume de suspension (mL), v le volume de
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dilution filtrée (mL), et m la masse de sol sec (@ns nos conditions, la surface filtrante (S)
est 201,062 mm?, la surface d’un champ oculairec@yespondant a la surface d’'un champ
vu par la camera ((85 x 95) xtanm), est 0,0080750 mmz, la masse de sol sec () es
d’environ 0,5 g, le volume de suspension (V) egnls, auquel nous avons ajouté I'eau
contenue dans la masse de sol humide (teneur eneatron 28 %), et le volume de dilution

filtrée (v) est 1 mL.

Néanmoins, cette méthode de comptage direct switane coloration a plus
particulierement été développée pour des systempastigues ou des cultures bactériennes
(Kepner Jr et Pratt, 1994 ; Sunamura et al., 2088i. utilisation dans un sol ou un sédiment
reste difficile due a la présence de nombreusedgcples, dont la fluorescence peut masquer
I'énumération des microbes (Kepner Jr et Pratt41,99unamura et al., 2003). Aussi, elle est
trées dépendante de I'expérimentateur, principaléraamiveau de I'énumeération (choix des
formes, tailles pour I'élimination des particulesnmmicrobiennes). De plus, cette méthode est
relativement limitée lorsqu’il s’agit d’extrapoldes données collectées sur la surface limitée
d’'une observation au microscope aux dimensionsr@rpétales (terrain, batch ...) (Tate,
1995). Toutefois, elle est un bon outil de compsmai entre nos différentes conditions

expérimentales.

5.3.4 Les dénombrements de bactéries cultivables p&e Nombre le Plus Probable
NPP

Les populations cultivables de bactériennes ab@sofermentaires, dénitrifiantes,
Felll-réductrices et séléno-réductrices, ont étéerdéinées par la technique d’estimation
statistique du Nombre le Plus Probable (NPP). Qettbnique permet, grace a des dilutions
liquides en cascade, destimer le nombre de bastédultivables d'une population
sélectionnée par un milieu de culture, et qui étamésentes dans I'échantillon de terre
initial.

La Figure 4 présente le principe du dénombrememt MWPP. Un échantillon de
suspension de sol est prélevé et dilué dans unigrdtacon de NaCl (8,5 gt). Aprés
homogénéisation, une partie de la solution estepé&l de ce flacon pour étre a nouveau
diluée dans un second flacon (pour réaliser lars#ealilution), et une partie est inoculée
dans une série de tubes de Hungate contenantieurdi sélection. La méme procédure est

effectuée sur le second flacorf{3dilution), et ce jusqu’a la derniére dilution recthée. En
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pratique, nous avons effectué 8 dilutions ati"j @t 6 réplicats par dilutions ont été effectués

dont un témoin.

Dilution en cascade
des flacons

4.5 ml
4.5 ml
Apres
incubation :
}Témoi.u
sans subshrat Croissance

Pas croissance

Figure 4 - Principe du dénombrement par NPP (dans cet exemple une diloh au 10

entre chaque série de tubes, avec 5 tubes par dilt + 1 témoin).

Les différents milieux de cultures sélectionnégspntés annexe VI, avaient au préalable été
distribués dans des tubes de Hungate stérilestubes ayant été ensuite dégazés avgc N
puis stérilisés de nouveau par autoclave.
Apres inoculation, tous les tubes ont été inculdémudrs a 25°C dans le noir. A la fin de cette
période, les tubes ont été annotés positifs outiiegalon les criteres suivants :
* pour le milieu de culture spécifique des bactéfeamentaires, on considere qu'il y
avait présence de bactéries (tube compté « + squerle milieu de culture est trouble
a l'ceil, ce trouble étant le signe d'une croisséactérienne importante ;
» pour le milieu de culture adapté aux bactériestd@antes, un tube était compté « + »
lors de la disparition de NOet NQ, du milieu, mesurée par dosage colorimétrique

(réactif de Morgan et lecture a 600 nm) ;
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» pour le milieu de culture adapté aux bactériesIFe@ductrices, un tube était compté
«+» lorsqu'il y avait apparition de Fe(ll) dares rhilieu de culture, mesurée par
dosage colorimétrique (méthode de I'orthophénainiadt lecture a 540 nm),

* pour le milieu de culture adapté aux bactériesngétéductrices, un tube était compté
positivement lors de I'apparition d’'une couleur geuprovenant de la réduction du
Se(IV) en Se(0), estimée par observation visuelle.

Les 3 dilutions comprenant les derniéres dilutiens» et les premieres « - » ont alors été
comparées a l'aide d'un tableau statistique stahdir NPP (table de Mc Grady). En
comparant les profils des tubes positifs avec cdwxableau, il est possible d’estimer le

nombre de bactéries par mL de milieu.

5.3.5 La diversité des structures de communautés tigriennes

Aprés une extraction de I’ADN bactérien de l'édillon de terre, la diversité des
structures de communautés bactériennes a été dédernpar électrophorese sur gel
dénaturant (DGGE- Denaturing Gel Gradient Electoophis) d’un fragment du géne codant
pour 'ARN16S.

Cette technique repose sur I'existence d’'une redmI’ADN présente chez toutes les
bactéries, mais qui differe de fagon importantsi@eau de sa séquence des nucléotides. La
DGGE exploite la variabilité du nombre de bases d&@s le double brin d’ADN. Aprés
amplification par PCR, le double brin d’ADN se sépan migrant sur le gel dénaturant. Les
paires de bases de nucléotides GC, plus solideslejubases AT, résistent mieux a la
dénaturation. Donc, plus le double brin d’ADN eshe en paire de bases GC, moins il se
dénature et plus il migre rapidement vers le bageluAinsi, la DGGE conduit & I'obtention
d’un profil de bande, ou chaque bande corresponih@&orie a (au moins) une communauté

bactérienne.

« Extraction et purification de I'ADN bactérien
L’ADN bactérien issu de I'échantillon de terre @& @xtrait en utilisant le kit « Fast
DNA spin kit for soil » (6560-200- Q-biogen). Paéliminer les contaminants de la solution

d’ADN, cette derniére a été purifiée en utilisankit de purification « Geneclean» (1001-200
Qbiogen).

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 72



* Amplification du fragment d’ADN par PCR
L’ADN purifie a subi une premiéere PCR avec les ams fD1 (5

GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', position 8-27 sur le genes de E. coli), et S17 (5'-
GTTACCTTGTTACGACTT-3’, position 1492-1509 sur lergerrs de E. coli). Ces amorces
bactériennes universelles ont permis d’obtenir tadpit PCR donnant approximativement le
gene 16S rADN complet, soit environ 1500 paireshdses. Ce produit a ensuite subi une
seconde PCR avec les amorces 518r et 357F-GC roerdpermettant de fixer a I'extrémité
de l'amplifia 23 paires GC, appelé « GC Clamp »n affimposer une certaine solidité
commune a tous les fragments amplifiés. Le fragnssu de la PCR finale comprend 233
paires de bases. Le programme de PCR utilisé estilant: Aprées une phase initiale
dénaturante & 94°C pendant 5 min, 35 cycles de8@ £5°, 30 sec a 53°C et 30 sec a 72°C

sont réalisés avant la phase finale a 72°C peridantin.

* La migration sur gel dénaturant

Un échantillon de produit PCR est analysé surdggdarose pour estimer la quantité
d’ADN & analyser en DGGE. Les fragments d’ADNr-Kemt ensuite séparées sur gel de
polyacrylamide avec un gradient dénaturant de 8Q % (ou dénaturant & 100 % correspond
a un mélange de 7 mol'Ld’urée et de 40 % de formamide) dans un systémedB{bio-
rad). Des quantités similaires d’ADN de chaque pim®CR sont appliquées sur le gel
vertical dénaturant de 1,5 mm d’épaisseur. La rimgnase déroule ensuite pendant 16 h a 75
Volt & 60°C (Systéme Dcode, Bio-rad) dans un mill&E 1X (TAE 1X: 0,04 mol.[* de
Tris-acétate, 2xI®mol.L"* ’'EDTA & pH 8).

Afin de pouvoir comparer les profils des structude communautés, le gel est ensuite
révélé par du AgN@selon le protocole de Radojkovic and Kusic (20€iQycanné.

Toutefois, I'analyse des communautés bactérieqaesDGGE permet de détecter
uniquement les communautés bactériennes majostdiresystéme. De plus, une bande sur le
profil d’ADN peut représenter plusieurs communaudastériennes. Donc, en complément de

cette analyse, une identification des communawgégtiennes majoritaires est nécessaire.

* Séquencage et analyse
Afin de pouvoir obtenir les séquences d’ADN detaiees bandes de DGGE, les
échantillons initiaux de produit PCR d’intérét alet nouveau subit une migration sur gel avec
un gradient dénaturant avec quelques modificatibadDGGE se déroule comme décrite ci-

dessus, excepté que le gel est ensuite révéléudansolution d’acide nucléique SYBR Green
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I (Sigma-Aldrich), diluée a 1: 10 000. Les bandéstéréts sont coupées sous UV. Puis,
'ADN est séparé des bandes de gel par incubatesibandes dans 25 puL d’eau stérile a
65°C pendant 30 min. L’ADN est ensuite utilisé coenécthantillon pour I'amplification par
PCR comme décrite précédemment, excepté que seuledeycles sont effectués au lieu de
35. Les produits PCR sont analysés a Genome ex(Mesdan, France). Les séquences sont
analysées par NCBI BLASTN search tool (Altschudlet 1990) pour trouver des analogies et
les séquences d’ADN les plus similaires avec leedale données. Deux bases de données
sont utilisées : la premiére est une base de dentrés compléte, librement accessible

couramment utilisée pour les identifications, quantent de nombreuses séquences

d’organismes cultivés ou pas GeneBahnkg://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/; la seconde
est une base locale développée par Richard Chi€leRS, UMR 6543, Université de Nice,
Laboratoire de Biologie Virtuelle, Parc Valrose,108 Nice) qui recense uniguement les

bactéries cultivées.

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 74



6. Références

Agency for Toxic Substances and Disease Regis@§32Toxicological profile for selenium.
U.S. Department of health and human service - Bid#ialth Service

Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W., Hyers, E.W.ipman, D.J., 1990. Basic local alignment
search tool. Journal of Molecular Biology 215, 403

Anderson, J.P.E., Domsch, K.H., 1975. Measuremghacterial and fungal contributions to
respiration of selected agricultural and forestss@anadian Journal of Microbiology
21, 314-322.

Bourrelier, P., Berthelin, J., 1998. Contaminaties sols par les éléments en traces: les
risques et leur gestion. Académies des sciences,

Chabroullet, C., 2007. Etude de la remobilisatitédnents traces a partir d'un sol de surface
contaminé: Influence du vieillissement des composgganiques du sol sur la
remobilisation du sélénium. These. Université Jodequrier - Grenoble I.

Coppin, F., Chabroullet, C., Martin-Garin, A., Bsdent, J., Gaudet, J., 2006. Methodological
approach to assess the effect of soil ageing oenseh behaviour: first results
concerning mobility and solid fractionation of gelen. Biology and Fertility of Soils
42, 379-386.

Dictor, M.C., Tessier, L., Soulas, G., 1998. Resssment of the K(ec) coefficient of the
fumigation-extraction method in a soil profile. B&iology and Biochemistry 30,
119-127.

Dilly, O., 2004. Effects of glucose, cellulose, ahdmic acids on soil microbial eco-
physiology. Journal of Plant Nutrition and Soil Sute 167, 261-266.

Djajakirana, G., Joergensen, R.G., Meyer, B., 189§osterol and microbial biomass relation
ship in soil. Biology and Fertility of Soil 22, 29804.

Dubois, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., RebersAR, Smith, F., 1956. Colorimetric method
for determination of sugars and related substaaeaytical Chemistry 28, 350-356.

Gong, P., Guan, X., Witter, E., 2001. A rapid meltho extract ergosterol from soil by
physical disruption. Applied Soil Ecology 17, 28892

Joergensen, R.G., 1996. The fumigation-extractiethod to estimate soil microbial biomass:
Calibration of the kc value. Soil Biology and Biochemistry 28, 25-31.

Karlson, U., Frankenberger Jr, W.T., 1988. Effesft€arbon and trace element addition on
alkylselenide production by soil. Soil Science ®tciof America Journal 52, 1640-
1644.

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 75



Kepner Jr, R.L., Pratt, J.R., 1994. Use of fluoroches for direct enumeration of total
bacteria in environmental samples: past and preb&atobiological Review 58, 603-
615.

Lensi, R., Lescure, C., Steinberg, C., Savoie, JRdurie, G., 1991. Dynamics of residual
enzyme activities, denitrification potential, andhypico-chemical properties in a
gamma-sterilized soil. Soil Biology and Biochemys23, 367.

McNamara, N.P., Black, H.I.J., Beresford, N.A., éidr, N.R., 2003. Effects of acute gamma
irradiation on chemical, physical and biologicabperties of soils. Applied Soil
Ecology 24, 117-132.

Mille-Lindblom, C., von Wachenfeldt, E., Tranvik,.l, 2004. Ergosterol as a measure of
living fungal biomass: persistence in environmergaimples after fungal death.
Journal of Microbiological Methods 59, 253-262.

Montgomery, H.J., Monreal, C.M., Young, J.C., Sejf&.A., 2000. Determinination of soil
fungal biomass from soil ergosterol analyses. ®wdlogy and Biochemistry 32,
1207-1217.

Pansu, M., Gautheyrou, J., 2003. L'analyse duSsminger-Verlag France, Paris.

Radojkovic, D., Kusic, J., 2000. Silver Staining@énaturing Gradient Gel Electrophoresis
Gels. Clinical Chemistry 46, 883-884.

Reddy, K.J., Blaylock, M.J., Vance, G.F., See, R(B995). Effects of redox potential on the
speciation of selenium in ground water and coalemackfill materials, wyoming.
Proceeding of the 12th annual national meetingmdracan society for surface mining
and reclamation, Gilette, Wyoming.

Roden, D.R., Tallman, D.E., 1982. Determination iabrganic selenium species in
groungwaters containing organic interferences byordatography and hybride
generation/atomic absorption spectrometry. Anadytichemistry 54, 307.

Schutter, M., Dick, R., 2001. Shifts in substratdiaation potential and structure of soil
microbial communities in response to carbon sutedra Soil Biology and
Biochemistry 33, 1481-1491.

Séby, F., 1994. Optimisation de méthodes analysigpeur la spéciation du sélénium
inorganique dans les eaux et les sols. Universiteal et des Pays de I'Adour, Pau.

Sunamura, M., Maruyama, A., Tsuji, T., Kurane, B03. Spectral imaging detection and
counting of microbial cells in marine sediment. @l of Microbiological Methods
53, 57-65.

Tate, R.L., 1995. Soil Microbiology. John Wiley &8s, Inc., New York.

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 76



Vance, E.D., Brookes, P.C., Jenkinson, D.S., 188i7extraction method for measuring soil
microbial biomass C. Soil Biology and Biochemist§, 703-707.
Zhao, X.R., Lin, Q., Brookes, P.C., 2005. Does sajosterol concentration provide a reliable

estimate of soil fungal biomass? Soil Biology andddemistry 37, 311-317.

CHAPITRE Il — Matériels et Méthodes 77



CHAPITRE [Il — INCUBATIONS DE SOL
EN CONDITIONS OXIQUES

CHAPITRE Il — Incubations de sol en conditions ox@qu

78



Le but de cette premiéere partie de I'étude étatudier le rdle des microorganismes
dans le comportement du Se dans un sol naturebeditmns oxiques. Ainsi, hous avions
deux objectifs principaux: tout d’abord contraindire sol a différents états microbiologiques
puis étudier la réactivité du Se dans ces différetats. La méthodologie de I'étude, les
conditions d’incubation réalisées et les analydtectiées sont présentées dans le chapitre

précédent « Il Matériels et Méthodes ».

Initialement, ce chapitre était divisé en deuxipart la premiere partie était un article publié
dansJournal of Environmental Radioactivigt la seconde partie complétait I'article, aves |
études cinétiques completes (jusqu’a 10 jours diation) des conditions déja présentées,
ainsi que des conditions et des analyses non pg&&esedans la publication. Pour des raisons
d’homogénéité de langue du manuscrit (intégraleraarfrancais), I'article a di étre déplacé
en annexe (Annexe l). Aussi, nous suggérons laidectle la publication (annexe I) au

préalable de ce chapitre.
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1. Résultats et discussion

Les analyses deEpH et production de CGGont présentées sur différents graphiques
avec d’'une part (a) les 4 conditions présentées @apublication (Annexe 1) (S, NS, NSC et
NSG), et d’autre part (b) les 3 autres conditiogfndes comme suivant :

- SG : sol stérile et amendement glucose,
- NSG+B : sol non stérile, amendement glucose thaetérien (streptomycine sulphate) et

- NSG+F : sol non stérile, amendement glucose tébagique (cycloheximide).

1.1Ey et pH

La valeur du potentiel d’oxydo-réduction,,Eest une mesure tres critiguée dans la
littérature. D'une part, la définition thermodyngoe du potentiel d’oxydo-réduction repose
sur I'hypothése que le systeme est a I'équilibre.I'@quilibre thermodynamique n’est jamais
atteint dans un sol, principalement parce que &xtions d'oxydo-réductions résultent
généralement d'activités microbiennes qui agisseétifiguement sur certains couples redox
et parce que les réactions abiotiques d'oxydo-témhscsont généralement lentes, voire tres
lentes. Ainsi, la mesure ne refléte pas tous lemgbments des espéces impliquées dans les
réactions d'oxydo-réduction ¢gQoxydes de Fe et Mn...), mais plutdt une mesureaioqui
dépend de la sensibilité de I'électrode a chaqupleaedox et de I'abondance de ces couples
dans le milieu. Pour toutes les conditions, il a’pas d’évolution majeure dy; En fonction
du temps, ni des amendements (Figure 1a et 1bje3 d¢es valeurs deqEnesurées (de 358 a

516 mV) sont cohérentes avec des conditions oxgdant
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Figures la et 1b: Evolutions cinétiques du potergl d’oxydo-réduction Ey (mV) par
rapport a I'électrode standard a H,. Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type.

Les évolutions du pH en fonction du temps sontaggntées Figures 2a et 2b pour les

différentes conditions.
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Figure 2a et 2b : Evolutions cinétiques du pH. Moyene des trois réplicats + 1 écart-

type.

Pour toutes les conditions, le pH initial de lduson est de 7,7 £ 0,1. Dans nos

systémes expeérimentaux, I'évolution du pH est tgnoent liée a I'accumulation transitoire de

CO, et aux cycles d’aération des batchs. En raisotaderte solubilité du C@et de la

dissociation partielle de 480; en H et HCQ (pH de la solution compris entre 7,7 et 6,5
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proche du pKa de la premiere dissociation d€® de 6,35), la production de G@duit

une diminution de pH. L'aération des systemes abasgmultanément les teneurs en,@D
phase gazeuse et en solution, et engendre a $aware augmentation du pH. Les cycles
d’aération sont ainsi responsables des évolutemporelles en « dents de scie » du pH.

Les aérations ont pour but de maintenir les cammutioxiques (@> 16 %) durant toute
'incubation. En fonction de la consommation ¢ Qlépendante des amendements et des
activités microbiennes, les cycles d'aération ot& éffectués a différents moments de
l'incubation.

Concernant les conditions stériles, le taux diCayant pas vari€, les batchs n'ont pas été
aérés au cours de lincubation, le pH est restBlestsPour la condition NS, les cycles
d’aération ont été effectués aprés 5 jours d’ininhaPour la condition NSC, les aérations
ont été effectuées tous les 2 jours et pour ladiions NSG et NSG+F, les cycles d’aération
sont journaliers. Pour la condition NSG+B, la prémaiaération des batch a eu lieu aprés 5
jours d’incubation, puis de facon journaliere. Nd@ains et malgré les cycles d’aération, une
diminution globale du pH est observée dans toutesliions non stériles. Cette diminution
résulte d’'une augmentation de la concentration €a dans les systemes, plus ou moins
importante selon les conditions, et peut-étre pautie aussi d'oxydations ayant un caractere

acidifiant (par exemple I'oxydation de NHen NQ).

1.2 Les activités microbiennes

1.2.1 L’atmosphére gazeuse

Due a la forte solubilité du GQla quantité totale de G(Qproduite dans un batch se
répartit en phase gazeuse (elle est alors mesar@hmpmatographie en phase gazeuse), et en
phase liquide, (elle peut alors étre calculée dirpde la pression partielle de G@ans la
phase gazeuse et du pH de la solution tant qu't ipas de mobilisation ou d'immobilisation
de carbonates). Aussi, la quantité de,@al (dissous + gazeux) produite dans un batth es
calculée a partir de la formule suivante :

Qco, = (%)x(va + (VWxaCO2x(1+ 1OpH_pKa1)))

ou P(CQ) est la pression partielle de €@esuré dans le batch (Pa), Va le volume de gaz du
batch (), Vw le volume de solution (fy acoz la constante de solubilité pour le £, 85
mol.m? solution/mol.n? gaz), pH le pH de la solution de sol et,pka premiére constante de
dissociation pour KCOs (6,35).
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Les taux de production totale de £@n mol.j*) en fonction du temps sont représentées
Figures 3a et 3b pour les différentes conditions.
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Figure 3a et 3b: Evolutions cinétiques de la prodition de CO, total (mol/jour).
Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type.

Dans les conditions stériles (S et SG), pendanfdub d’incubation, il y a une production
totale de C@de 1,%10* mol/jour. Aprés cette date, la production de,@€ inférieure a la
limite de détection (< 0,05 % atmosphérique). Cptteduction initiale est expliquée par la
dissolution de CaCginitialement présents dans I'échantillon de teetepar I'équilibre CQ

gazeux! CO» dissous Une fois I'équilibre atteint 1 jour), il n’y a plus de production de €O

CHAPITRE Il — Incubations de sol en conditions ox@qu 84



mesurable dans les batchs. Ainsi, nous pouvonslwengu’il n'y a pas dactivités
microbiennes respiratoires aérobies dans les ¢ondi§ et SG.

Pour toutes les autres conditions non stériles,pnaduction de C@est mesurée au-dela du
1*" jour d’incubation. Dans la condition NS, la protioo totale de CQ est faible mais
supérieure a celle des conditions stériles (Fi@ae synonyme d’'une activité microbienne
respiratoire faible, mais présente. L'apport d’adements carbonés a permis d’augmenter les
activités microbiennes respiratoires, mais différent en fonction du type d’amendement
(cellulose ou glucose). Pour les conditions NSGI®G, cette production est respectivement
en moyenne 5 fois et 16 fois supérieure a cellteadmndition NS. Pour la condition NSC,
'amendement cellulose a été choisi car il nécessite hydrolyse préalable au catabolisme
des monomeres de glucose qui en résultent. Cedpe dimitante est le fait de certains
microorganismes seulement, dont des champignom®mdition aérée (Hu et Van Bruggen,
1997 ; Schutter et Dick, 2001 ; Dilly, 2004). Darestte condition, une production de €0
journaliére réguliére jusqu'a la fin de lincubati@l,8<10% mol/jour) est observée. Au
contraire, dans la condition NSG, le glucose gsideament dégradé par les microorganismes.
La production totale de GQest donc trés importante dés féjaur de I'incubation (5,810
mol/jour), et constante jusqu'ad™ jour de Iincubation. Une diminution de la prodoct
journaliére de C®a est observée al'® jour de I'incubation (3,910* mol/jour). Pour la
condition NSG+F, la production de G@: est également trées importante dés le début de
lincubation (4,510 mol/jour), mais toutefois légérement moindre qaegila condition
NSG. Ce retard est rattrapé dtl'Jour de I'incubation et atteint une production @jéx10*
mol/jour. Tout comme pour la condition NSG, une idimtion de la production journaliere de
CO 1o €St Observée au®® jour de Iincubation (5,210* mol/jour). Pour la condition
NSG+B, aucune activité microbienne respiratoiresnfeesurée durant les 2 premiers jours de
lincubation, la production de COut €st équivalente a celle des conditions S et SG
(dissolution des carbonates). Par la suite, laymrtioh de CQ augmente fortement entre le
2" et le 3™ jour de Iincubation (7,410 mol/jour), puis suit la méme évolution que les
conditions NSG et NSG+F, avec une chute de lasetel® production de GQa au dernier
jour de I'incubation (3,210* mol/jour).

L’efficacité des inhibiteurs utilisés (streptomyeiet cycloheximide) a déja été démontrée,
mais uniqguement pour des expérimentations de ®ieuds (Anderson et Domsch, 1975) et
nos expérimentations se poursuivent sur 6 joursisNmuvons alors nous poser la question

de l'efficacité des inhibiteurs dans nos conditieérimentales. De plus, I'utilisation
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d’inhibiteurs sélectifs comporte quelques limitaso(Anderson et Domsch, 1975 ; Lin et
Brookes, 1999) : (i) I'antibiotique utilisé n'esbwent pas suffisamment spécifique, (ii) il
peut étre inactivé par le sol ou dégradé par lesraniganismes survivants, et (iii)
I'élimination des microorganismes ciblés par l'aidtique devient une source d’énergie
additionnel pour les microorganismes restant. Adssile seule la mesure de la respiration ne
permet pas de se prononcer sur l'efficacité desitagantibactérien et antifongique. Des
analyses supplémentaires, comme la mesure de k@enfasgique ou le comptage des
cellules bactériennes, discutées ultérieurement ségessaires pour confirmer ou non
I'efficacité des traitements utilisés. Des dénomimets bactériens et fongiques suite a des
mises en cultures sur des milieux spécifiques (fsateet Domsch, 1975) auraient également

permis de vérifier I'efficacité de l'inhibiteur, nsaceux ci n'ont pas été effectués.

Pour les 3 conditions non stériles avec un ameedemlucose (NSG, NSG+F et
NSG+B), la diminution de la vitesse de productiotale ou globale de GOnesurée a 6 jours
d’incubation est cohérente avec I'évolution de dmaentration en glucose dans les batch
(Figure 4), présentée au paragraphe suivant. Leoghiest une source importante de carbone
pour les microorganismes et, a 6 jours, la totadité la quasi-totalité du glucose a été

consommeée.

1.2.2 L’'amendement glucose

Les évolutions de la consommation du glucose tEmsonditions SG, NSG, NSG+F

et NSG+B sont présentées Figure 4.
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Figure 4: Evolutions cinétiques de la concentratio en glucose en solution (mol
C/batch). Moyenne des trois réplicats + 1 écart-typ.

Dans la condition SG, aucune consommation de Fal@ment glucose (Figure 4)
n'est observée (5,0xT0molC/batch). Il n’y a donc pas eu de dégradatiaiobique du
glucose. Ce résultat témoigne de la stérilité duesye.

Pour les conditions non stériles, dans la condiN&SG, tout comme la production de £@
disparition du glucose est importante dés le prengaer (3,7x10° molC/batch restant en
solution), puis relativement constante jusqu'a &god’incubation. La totalité du glucose
initialement mis en solution est consommée en @sjoles traitements antibactérien et
antifongique ont diminué la consommation de glucasedébut de l'incubation. Dans la
condition NSG+F, le retard observé dans la prodanatie CQ est également observé dans la
disparition du glucose. En effet, il reste 4,9%100lC/batch au® jour de I'incubation. Dans
la condition NSG+B, la quantité de glucose, ingraent mis en solution (5,0x10
% molC/batch) reste relativement constate durantrées premiers jours d’incubation. A partir
du 3™ jour d'incubation, la disparition du glucose erusion est plus importante que dans
les deux autres conditions (x3). La totalitt ducghke est consommé aul™$ jour
d’incubation. Nous pouvons alors supposer que lestébes sont majoritairement
responsables de la dégradation du glucose en déndubation car la plus faible

consommation initiale du glucose est mesurée dansohdition NSG+B. Dans ce cas,
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'antifongique aurait également eu un effet sutaiaes populations bactériennes, expliquant

ainsi le retard observé dans la condition NSG+R@gaport a la condition NSG.

1.3 La caractérisation microbiologique

1.3.1 La biomasse totale

La biomasse totale du sol (ug C/g sol) est en mogele 69 + 40 pg C/g sol sec avant
incubation (T), pour les toutes les conditions. Les évolutiongtiques des biomasses totales
C apres incubation sont présentées Figure 5. L'itapoe des écart-types observés est liée a
la grande variabilité entre les réplicats. Cecitpdre di a I'hétérogénéité de I'échantillon de

terre a I'échelle des 5 g utilisés pour I'analyse.
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Figure 5: Evolutions cinétigues de la biomasse Cotale (ug C/g sol sec). La ligne
horizontale en pointillé représente la valeur de lmmasse C du sol avant l'incubation
(To). Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type.

La biomasse totale du sol, appelée biomassed; €3t proportionnelle a la quantité
mobilisée de C d’origine microbienned)Epar B: = Ec / Kec. Ec est obtenue par différence
entre le C organique extrait d'un échantillon defamigé et celui extrait d’'un sol témoain.
Kec, correspondant a la fraction extractible du C deblamasse microbienne (aprés
fumigation), sa valeur est variable selon les astdia constante g utilisée dans nos calculs
est égale a 0,45 (Vance et al., 1987). Ainsi, leerddénation de la biomasse totale C par
fumigation extraction n’est qu’'une approximation ldebiomasse réelle, notamment car elle

nécessite I'utilisation d’'une constante semi-engpiei (Kec). Dans la littérature, les valeurs de
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biomasse totale C sont trés dispersées. La gammalelers peut varier de quelques dizaines
a plusieurs centaines de pg C/g sol sec en foncliotype de sol, de la profondeur, du
coefficient Kec utilisé, etc....

Les valeurs de biomasse totale C pour la condNiBnse situent parmi les valeurs basses (<
100 pg C/g sol sec) (Badalucco et al., 1997 ; Meyex., 1997 ; Schutter et Dick, 2001). Ce
résultat était attendu car le sol est sableux lativement pauvre en matiére organique et
minéraux argileux, ces compartiments étant conous @tre microbiologiquement tres actifs.
Cette faible biomasse est d'ailleurs cohérente éevéaible activité microbienne respiratoire
mesurée (Figure 3). Pour les autres conditionsamesndements carbonés ont engendré une
augmentation de lad Tout comme la production de @@s cinétiques d’augmentation de la
biomasse sont fonction du type d’amendement. Apwiy la condition NSC, 'augmentation
de biomasse totale est progressive durant I'ineoibaslors que pour la condition NSG, elle
est multipliée par 4 dés 1™ jour de l'incubation. Néanmoins, & 6 jours d'inatibn, les
biomasses totales sont identiques dans ces deuwhtioos (NSG et NSC) (222 pg C/g sol
sec), alors que la production de ££3t 1,8 fois plus importante dans la condition NE€tte
méme quantité de biomasse semble avoir un renderagpiratoire différent, signe que ce
sont des biomasses différentes.

Dans la condition NSG+F, l'augmentation de Ig &1,8) est plus faible que dans la
condition NSG et a lieu plus tard, entre [€"3et le 6™ jour de l'incubation. Ainsi, le
décalage observé de 2 jours pour la production @g (Eigure 3) et la consommation de
glucose (Figure 4) est également observé pour feumgation de la biomasse. Dans la
condition NSG+B, la valeur dedBest fortement augmentée, d’un facteur 5, & pdutig™
jour et atteint plus de 1000 pg C/g sol sec @lij6ur de l'incubation. Ainsi, I'antibactérien a
permis une forte augmentation de la biomasse ermpa@ison des autres conditions et si on
suppose la bonne efficacité de linhibiteur, il gitaa priori d’'une augmentation de la
biomasse fongique. La mesure de la biomasse foegmpus permettra de vérifier cette

hypothese.

1.3.2 La biomasse fongigue

La biomasse fongique de I'échantillon de terrgéaeStimée a partir d’'une mesure de
'ergostérol, composé spécifique de la membranexataebreuses espéces de champignons,

bien que certains champignons en soient dépouhemn(et al., 2005). Avant tout traitement
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(incubation ou stérilisation), I'échantillon de rercontenait en moyenne 46 + 7 ug C de

biomasse fongique /g sol sec (BFC : C de la biom&msgique) () (Figure 6).
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Figure 6 : Evolutions cinétiques de la biomasse fgique C (ug C/g sol sec). La ligne

horizontale en pointillé représente la valeur de lmmasse C du sol avant I'incubation
(To). Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type

La mesure d'une quantité d’ergostérol, dans lesditions stériles (S et SG),
équivalente aux autres conditions, est surprendneeffet, la présence de I'ergostérol est
considérée comme un marqueur de la biomasse famgigante et une bonne estimation de
l'activité métabolique des champignons dans le 8dlle-Linbdlon et al. (2004) ont observé
une dégradation photochimique de I'ergostérol @swchampignon mort de 43 % en 24 h.
Néanmoins, lorsque que les échantillons sont péstélg la lumiere, la dégradation n’est que
de 34 % en 2 mois. La stérilité de nos échantillayant été vérifiée par diverses mesures
(production de Cg consommation de I'amendement glucose et ensemmamtesur boite de
pétri), il semblerait que dans nos conditions expéntales (incubation des systemes dans le
noir et cinétique de 6 a 10 jours) nous mesuroms également de I'ergostérol, non dégradé,
issu des champignons morts.

Concernant les conditions non stériles, duranettatiurée de l'incubation, la BFC est restée
stable pour toutes les conditions, excepté poucdadition NSG+B. La stabilité de la

biomasse fongique est plutét surprenante pour taition NSC. En effet, la cellulose a été
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choisie pour stimuler plutét le compartiment fongggNéanmoins, une biomasse fongique C
stable ne signifie pas que le compartiment fongigeesoit pas actif. Pour la condition
NSG+B, la BFC est multipliée par 7 dés [&"3jour de I'incubation. Toutefois, nous ne
pouvons pas conclure que 'accroissement du compent fongique soit dd a la mort totale
des bactéries et donc se prononcer sur I'efficaotide de I'antibactérien. Par contre, avec cet
antibactérien, la biomasse fongique est stimuléeu est différent des autres conditions. En
ce qui concerne la condition NSG+F, tout comme pesiconditions stériles, nous mesurons,
avec étonnement, une quantité d’ergostérol, équival a celle mesurée dans les autres
conditions. Sur ce point, il est difficile de coma sur I'efficacité du traitement antifongique,
a savoir s'il s’agit d'une BFC morte non dégradée sb le traitement antifongique a été
inefficace.

En combinant les valeurs de biomasse totale € (Bigure 5) et de biomasse

fongique C (BFC) (Figure 6), il est possible d’esdr la part du compartiment fongique dans
la biomasse totale, représentée Figure 7.
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Figure 7 : Evolutions cinétiques du ratio BFC/ B. La ligne horizontale en pointillé
représente la valeur du ratio avant l'incubation (To). La ligne en trait plein représente
100 %. Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type.
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Le compartiment fongique représente environ 71 &slad biomasse totale, avant
incubation () pour toutes les conditions. Cette valeur est mmité avec celles généralement
retrouvées dans la littérature (Djajakirana etl#196).

Dans la condition NS, le ratio est stable jusqu'go6rs d’incubation. L’augmentation
importante du ratio BFC/8 a 10 jours d’incubation est expliquée par la dition de la
biomasse totale C et le maintien de la biomassgidae C (vivante + morte). Dans les
conditions amendées, NSC, NSG et NSG+F, le ratoindie en fonction du temps avec
différentes cinétiques en fonction des conditioms, représentant plus que 9 % pour la
condition NSC a 10 jours et 22 % pour les condgibisG et NSG+F, a 6 jours. Ainsi, dans
ces conditions, la biomasse bactérienne augmenti&taiment de la biomasse fongique. Ce
résultat était attendu pour la condition NSG+Fupeede I'efficacité de I'antifongique. Par
ailleurs, ce résultat confirme I'implication deschaxies dans la dégradation du glucose. Dans
la condition NSG+B, le ratio BFC{Bdépasse les 100 % ati"8jour de I'incubation (164 %).
Cette incohérence peut étre expliquée par la son@sbn du compartiment fongique, induite
par I'ergostérol non dégradé, issu de champignoordsinet par les incertitudes sur la valeur
de Kec et sur la teneur en ergostérol des champignorite @amarque est également valable
pour les autres conditions. Néanmoins, c’est umtprég dans la condition NSG+B que la
biomasse fongique C est suffisamment importante pogendrer cette incohérence. Puis, le
ratio diminue ensuite a 40 %. Ceci nous montre lguibactérien n’est réellement efficace
sur les bactéries qu’en début d’incubation et qeee lthctéries résistances a I'antibactérien se
sont développées dans le systeme. Ainsi, l'augrtientde biomasse totale C précédemment
constatée dans la condition NSG+B (Figure 5) rpestdue au compartiment fongique, mais

majoritairement au compartiment bactérien (60 %).

1.3.3 Le dénombrement bactérien

Le dénombrement bactérien, effectué par comptagecdllules bactériennes suite a
une coloration a I'acridine orange, est préseng@rei 8, pour toutes les conditions, exceptées

les conditions stériles.
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Figure 8 : Evolution cinétique de la densité bactéenne (nombre de cellules/ g sol sec).
Moyenne des trois réplicas + 1 écart-type

Dans la condition NS, contrairement aux valeurdad8C, les valeurs trouvées de
densités bactériennes (8M4° cellules /g sol sec en moyenne) sont stables tucarne
lincubation et supérieures a celles généralemgmbntées dans la littérature par ce mode de
comptage (acridine orange, DAPI, Sybr green...) (\Wairer et al., 1998 ; Dassonville et al.,
2004). Toutefois, de fortes incertitudes sont edié& ces valeurs. L'utilisation de cette
méthode dans un sol ou un sédiment reste diffilause de la présence de nombreuses
particules dont la fluorescence peut se confondee Bénumération des microbes (Kepner Jr
et Pratt, 1994 ; Sunamura et al., 2003). De pliesest trés dépendante de I'expérimentateur,
principalement au niveau de I'énumeération (chois f@mes, tailles pour I'élimination des
particules non microbiennes). Dans notre cas, taijpér a été le méme pour toutes les
énumérations. Nous pouvons supposer que le bigeneiné est donc identique pour toutes les
conditions et nous pouvons comparer les conditemtse elles, ainsi que leurs évolutions
cinétiques.
Pour la condition NSC, la biomasse totale et lamaisse fongique sont respectivement
supérieure et identique a celles de la condition, N&us nous attendions donc a une densité
bactérienne supérieure, alors que les valeurs mEtdddactérienne en nombre se sont avérées
similaires. Néanmoins, il existe de multiples sesrd'incertitudes notamment liées a des
variations d'extractabilité du C microbien ou emcar 'importante incertitude relative a
I'’énumération de la densité bactérienne. La plupoitante densité bactérienne (416"

cellules /g sol sec) est mesurée dans la condNiSG, au gne jour de lincubation. Ce
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résultat confirme le résultat précédent, concermardcompartiment bactérien, favorisé par
'amendement glucose dans nos conditions expéral@sntPour la condition NSG+F, La
densité bactérienne est inférieure a celle de haliion NSG au " jour d’incubation, puis
équivalente au %" jour. Ce résultat montre un effet négatif sur bestéries au début de
I'incubation expliquant les différences observéasgicette condition vis-a-vis de la condition
NSG dans les différentes analyses précédentes. IBarandition NSG+B, au®3® jour de
I'incubation, le nombre de cellules /g de sol sstle plus faible (1,810° cellules /g sol sec)
puis augmente pour étre équivalent aux autres tiongli Ce résultat confirme l'efficacité de
I'antibactérien au début de I'incubation pendantreaximum 3 jours. Toutefois, des bactéries

résistantes a I'antibiotique utilisé se sont déppées dans le systéme.

1.3.4 La caractérisation des communautés bactériern

La structure des communautés bactériennes dwanot ancubation, et apres 3, 6 et 10
jours d’incubation, obtenue par électrophorésegmirdénaturant (DGGE- Denaturing Gel
Gradient Electrophoresis) d’'un fragment du géneanbgour I'ARNr 16S est présentée
Figure 9. A chaque temps (3, 6 et 10 jours), lpsddils verticaux représentent les réplicats de

chaque incubation en batch.

On considere couramment qu’une bande représentpameation bactérienne majoritaire du
systeme et que son intensité relative représeateoifdance relative de cette population
particuliere dans la structure de communauté. Uidian des structures de communautés de
chaque condition a été évaluée par une comparaisoalle des différents profils. Toutefois,
sachant qu'il est tres difficile de reproduire eemgent le méme gradient dénaturant sur
différents gels, des marqueurs spécifiques onuliéés pour permettre des comparaisons
entre les différents gels. En fait, le nombre dedes observées sur les profils ne peut pas étre
interprété comme le nombre exact de populations darcommunauté. En effet, due a la
complexité des communautés bactériennes d’'un '#dDNr 16S de plusieurs populations
bactériennes peut se retrouver dans une seule lengae appelée « smear » (Nakatsu et al.,
2000) et, inversement, une population bactérierawg ptre représentée par plusieurs bandes
(Ueno et al., 2001). Ainsi, en complément du prdfiis structures de communautés, une
identification des populations bactériennes majoes a été effectuée. Les bandes
séquencées sont repérées par des lettres en oesaotiuscules pour les distinguer des
numeéros utilisés dans la publication (annexe I phepulations bactériennes dont la séquence

d’ADN est la plus proche de la séquence identi§iéet présentées Tableau 1. Deux bases de
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données ont été utilisées pour lidentification gepulations bactériennes : la premiére est
une base de données trés compléte, librement #uees®uramment utilisée pour les

identifications, qui contient de nombreuses ségaenorganismes cultivés ou pas GeneBank

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)/ ; la seconde est une base locale développée par
Richard Christen (CNRS, UMR 6543, Université dee\icaboratoire de Biologie Virtuelle,
Parc Valrose, 06108 Nice) qui recense uniquemertidetéries cultivées.
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Figure 9 : Profils des fragments d’ADN bactérien 16 amplifié a partir du sol avant incubation, et apes 3, 6 et 10 jours d’incubation
pour toutes conditions, obtenus par DGGE. A chaquéemps, 3 répliquats ont été amplifiés. Les flechegprésentent les populations
bactériennes remarquables.
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Tableau 1 : Identification des populations bactérienes isolées par I'analyse de 'ADNr
16S. Les rapports entre parenthese représentent lrombre de bases communes sur le
nombre de bases utilisées, le fragment d’ADN ampié complet comprenant 160 paires
de bases.

GeneBank Bactéries cultivables
NO
Condition
bande

- Uncultured Flavobacteriaceae - Flexibacter elegans
bacterium clone GASP- (112/115)
MB3W3_G10 (113/115) - Flexibacter japonensis

a - Uncultured Sphingobacteriales  (112/115)
cum ‘Crenotrichaceae’ bacterium o .- o filiformis
clone GASP-MB3W2_C04 (112/115)
(113/115)
- Uncultured Sphingobacteria - Algibacter gromivii

NS bacterium clone GASP- (Flavobacteria) (123/132 et

b MA1W2_EO09 (147/153) 19/19)
- Algibacter gromivii strain KMM
6038 (Flavobacteria) (147/153)
- Uncultured freshwater - Prosthecobacter
bacterium clone 965001H06.y1  vanneervernii
(151/155) (Verrucomicrobiae)

d
- Prosthecobacter FC2 (150/151)
(Verrucomicrobiae)
(150/155)

e

NSC @ ——M Pas d’identification

f

-Uncultured bacterium clone - Flavobacterium
NSG c MA42_2003T8b_D12 (159/161) johnsoniae (116/116 et

22/22)
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- Flavobacterium sp. WB 3.1-41
partial (158/161)

-Uncultured bacterium clone

- Flavobacterium

J MA73_2004T8b_H11 (159/160)  pectinovorum (159/160)
n - Flavobacteriaceae bacterium JJ- - Flavobacterium
1007 partial (158/159) hercynium (154/155)
- Uncultured Flavobacterium sp. - Flavobacterium
clone Eur3.PT.3 (159/160) pectinovorum (159/160)
i
- Flavobacterium sp. PR11-2-7
(159/160)
-Uncultured bacterium clone - Flavobacterium
NSG+F c MA72_2004T1d_EO06 (158/161) johnsoniae (116/116 et
36/39)
- Uncultured Flavobacteriales - Flavobacterium
bacterium clone MS011A1 A08 johnsoniae (73/73, 39/41 et
i (152/155) 35/37)
- Flavobacterium sp. SB6
(152/155)
- Uncultured Flavobacteriales - Flavobacterium
bacterium clone MS011A1_A08 johnsoniae (120/121 et
k (152/155) 16/16)
- Flavobacterium sp. SB6
(152/155)
- Soil isolate KBS-EC3 (141/143) - Micrococcus
- Arthrobacter sp CN2 (137/138) xinjiangensis (87/87 et
50/50)
- Micrococcus luteus strain B88
(137/138) - Arthrobacter boritolerans
(87/87 et 50/50)
NSG+B m Pas d'identification
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- Paenibacillus sp. Ch-32 (158/159)- Paenibacillus alikiterrae

n
(113/114 et 44/44)
- Paenibacillus agaridevorans - Paenibacillus
o] (158/159) agaridevorans (114/114 et
44/44)
- Paenibacillus riograndensis - Paenibacillus graminis
D (158/158) (158/158)
- Paenibacillus graminis (158/158)
- Paenibacillus sp. X19 (158/158) - Paenibacillus graminis
q
- Paenibacillus graminis (157/158) (157/158)
- Paenibacillus sp. X19 (158/158) - Paenibacillus graminis
- Paenibacillus riograndensis (157/158)
r
(157/158)
- Paenibacillus graminis (157/158)
- Paenibacillus riograndensis - Paenibacillus graminis
S (158/158) (158/158)

- Paenibacillus graminis (158/158)

Les profils bactériens au®™® jour d'incubation (non présentés dans le chapitre
précédent) montrent qu’il n’y a pas, ou peu, d'étioh dans la structure des communautés
bactériennes entre 3 et 6 jours pour les conditiB®t NSC, alors que le profil évolue pour
la condition NSG (Figure 9). L’identification despulations bactériennes (Tableau 1) a
montré que des populations spécifiques se sontlafes dans chaque condition. Les
mémes populations bactériennes, ou du méme gemegénéralement retrouvées pour les
deux bases de données, ceci permettant de confemesultats obtenus.

Pour la condition NS, nous pouvons noter que &®lbs b et ¢ sont présentes durant
toute I'incubation alors que les bandes a et dgrintent d'intensité qu'al’8 et au 16™
jour respectivement. Les bandes a et d semblenpaseétre présentes avant ces dates.

Toutefois, il ne peut pas y avoir d’ « apparitionde populations, les bandes étaient
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certainement présentes avec des intensités trapedapour étre détectées, et devaient
correspondre a des populations minoritaires. Lgsuladions des bandes a et b ont été
identifiees comme faisant partie du phylum desteroidetesce phylum comptant trois
classes Bacteroides, Flavobacteria et Sphingobacteribes genred-lexibacters(a) et les
Algibacter (b) identifiés font partie, respectivement dessés desSphingobacterieet des
Flavobacteria. Toutes ces populations bactériennes ont déja dwétifiées dans des
échantillons environnementaux (sol, eau...). La bahdeeté identifiée comme faisant partie
du phylum ded/errumicrobia.Ce phylum représente une part importante de laofigce du

sol (Pereira et al., 2006).

Dans la condition NSC, les bandes e et f représedtux populations parmi les populations
enrichies du systéme. La bande e est présent&"8jod d’incubation et diminue en intensité
au 1(?mejour, synonyme d’une diminution d’abondance, gtdade f augmente d’intensité au
10°™jour. Il 'a malheureusement pas été possibleedtifier les populations bactériennes, a
cause d'une superposition de plusieurs populatiegsoupées sous la méme bande. Afin
d'éviter ce type de problémes (superposition desiplus populations, répartitions
statistiques...), la technique du clonage-séquengagtétre utilisée. Cette technique permet
de cloner les brins d’ADNr 16S un par un, puis de $éguencer apres mise en culture.
Néanmoins, cette technique, colteuse en temps tétieli@ment, n'a pas pu étre effectuée,
compte tenu du nombre important d’échantillon.

Dans la condition NSG, les bandes c, g, h et irésgmtent les populations les plus enrichies
du systéme. Une évolution cinétique est observée ém 3™ et le 6™ jour d'incubation,
identifiée principalement par une disparition lantb@ c et une augmentation d’intensité de la
bande h. Toutes les populations bactériennes fasifont partie du genfdavobacterium.
Nous pouvons donc conclure que, pour les bandestifiées, le glucose a permis un
enrichissement du genkdavobacteriundans I'échantillon de terre étudié, alors que plurs
genres sont présents dans la condition NS, sanentent spécifique. Cette sélection du
glucose a déja été observée précédemment (Padnaanatbdl., 2003).

En comparant les conditions NSG et NSG+F, les mmdet g sont communes aux deux
conditions, alors que les bandes |, k et | ne poégentes que dans la condition NSG+F. Les
populationsMicrococcus et Arthrobacter identifiees dans la bande | sont des bactéries
aérobies, faisant partie du phylum destinobacteriaet retrouvées principalement dans les
sols (Prescott et al., 2003). Les bandes | et k isiemtifiées comme faisant également partie
du genreFlavobacterium(phylum desbacteroidete Tout comme dans la condition NSG, le

glucose a donc permis a des bactéries du gé&itmegobacterium de se développer
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préférentiellement et l'antifongique a permis autifas populations bactériennes de se
développer dans le milieu, certainement due avéelale quelgues compétiteurs fongiques
(et/ou bactériens, en moindre mesure). La douldatification de la bande c permet de
confirmer qu’il s’agit de la méme population bam@éane Flavobacterium johnsonige Par
ailleurs, nous pouvons également remarquer que é&menpopulation bactérienne est
identifiee(Flavobacterium johnsonidesur deux bandes ne se trouvant pas a la mémeunaut
Ceci est expliqgué par le fait que certaines popanat bactériennes ont dans leur ADN
plusieurs opérons ribosomiques ayant une variéhikt séquence qui est mise en évidence sur
les gels. Ainsi, la méme population bactériennet @te identifiée au niveau de plusieurs
bandes situées a différentes hauteurs dans le gel.

Dans la condition NSG+B, des communautés bacté&gemésistantes au bactéricide utilisé
ont été mises en évidence, au travers des bandes. mlors qu'au®*jour d’incubation, les
bandes n et o diminuent d’intensité, voire disgeit pour la bande n, les bandes m, r et s
s'intensifient. Tout comme pour les bandes e arisda condition NSC, I'identification de la
bande m n'a pas été possible a cause de la sufienpodes populations. Toutes les
populations identifieées, de la bande n a s, samPdenibacillusfaisant partie du phylum des
Firmicuteset de la classe dd3acilles Ce sont des bactéries aérobies facultatives &nGra
positif capable de sporuler et de produire de neodEs exoenzymes ainsi que des
antibiotiques. Nous pouvons donc supposer que ogmilgtions appartenant au genre
Paenibacillusont été sélectionnées dans ce traitement en gadaise de leur résistance a

I'antibiotique utilisé (streptomycine).

La diversité bactérienne, de milieux naturelsennenant dans la réduction du
sélénium a été caractérisée dans deux études (latddsllibaugh, 2001 ; Siddique et al.,
2006). Dans notre étude, aucune population bant&ieommune avec ces travaux n'a été
identifiée. Toutefois, il est difficile de compareos études car dans les travaux publiés, la
source de sélénium est le séléniate et les comtiems étudiées sont 10 et 100 fois plus
importantes que celle utilisée dans notre étud& (h6l.L™"). Le Se, a forte concentration,
peut avoir exercé une forte pression de sélectimries bactéries. De plus, contrairement a
'étude de Siddique et al. (2006), nous n'avons effisctué d’analyses afin de vérifier la
capacité des populations identifiées a réduireéléngte et ou le séléniate. Par ailleurs, dans
ces deux études d'importantes diversités génétigneété caractérisées, montrant ainsi qu'il

existe un grand nombre de populations bactériesapable de réduire le sélénium, et/ou
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simplement résistantes au Se, en fonction du mili®s sources de C disponibles, de la

concentration en Se.
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Pour conclure sur ces différentes analyses, tesisésultats obtenus ont confirmé la
mise en place d'états microbiologiques différentansd les différentes conditions,
guantitativement (Figure 5, Figure 6 et Figure BQealitativement (Figure 3, Figure 9 et
Tableau 1). Ces différents états sont les suivants

- Aucune activité microbienne n'a été mise en évidedans les conditions S et SG. La
stérilité a été confirmée par (i) I'absence de petidn de CQ, (i) un pH stable, (iii)
aucune croissance bactérienne lors de I'ensememcesoe boite de pétri et (iv)
l'absence de consommation de glucose pour la con@G.

- La condition NS était caractérisée par un étarohiologique relativement stable. La
biomasse (50 pg C/g sol sec) et I'activité respirat(3,9%10° mol/ jour), étaient
inférieures a celles des autres conditions nonletérLe compartiment fongique
représentait en moyenne, en quantité de C, 70 % tdéomasse totale. La densité
bactérienne, supérieure a celles généralementtégsodans la littérature, était en
moyenne de 5xL0° cellules /g sol sec et les différentes populatibastériennes
identifiées faisaient partie des phyluBacteroidetest Verrumicrobiaayant déja été
détectés dans des échantillons de sol, d'eau ....

- La condition NSC présentait une activité microiie intermédiaire entre les
conditions NS et NSG. L’apport de cellulose, a psrmne production de GO
journaliére réguliére jusqu'a la fin de l'incubatifl,8<10“ mol/jour), qui était 5 fois
supérieure a celle de la condition NS, ainsi qu'amgmentation progressive de
biomasse totale (390 pug C/g sol sec a 10 joursukiation). Contrairement a ce qui
était attendu, la biomasse fongique est restédestalyant toute l'incubation et ne
représentait plus, en quantité de C, que 9 % daidmasse totale apres 10 jours.
Néanmoins, une biomasse fongique stable ne sigmfieque ce compartiment ait été
inactif. Bien que les densités bactériennes aignsigilaires a celles de la condition
NS, les différences de profils observés sur gebtdecture des communautés nous
laissent supposer que les populations bactérieétasnt différentes dans ces deux
conditions. Malheureusement, les populations b&ctées ciblées n’'ont pas pu étre
identifiées.

- La condition NSG a présenté des activités miembes importantes dés le début de
l'incubation et supérieures aux autres conditioms stériles, que ce soit la production
de CQ (5,9%10* mol/jour) 16 fois supérieure a celle de la comditiNS, la

consommation de glucose, la dynamique de la bicenadale multipliée par 4 des le
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3°M jour. Compte tenu des similitudes entre les cionit NSG et NSG+F et du
rapport biomasse fongique/biomasse totale (22%j@ui®), nous pouvons supposer
gue les bactéries sont les microorganismes prédonsrdans la condition NSG. Par
ailleurs, nous avons mis en évidence une séledtiogenre bactérieRlavobacterium
par le glucose.
- Dans la condition NSG+F, les différentes analyss@smontré une certaine efficacité
de I'antifongique. Néanmoains, il n'est pas possilibffirmer son efficacité totale, car
nous mesurions une biomasse fongique non nulle, w@sme en condition stérile, il
pouvait s'agir du maintien de I'ergostérol dansnlkeu. Pendant les deux premiers
jours, des différences ont été observées par rappa condition NSG pour toutes les
analyses (production de GObiomasse totale, consommation de glucose, densité
bactérienne) ; elles montraient l'effet de I'antjue sur les microorganismes du sol.
Ces différences se sont rapidement effacées tdridances sont devenues similaires a
celles de la condition NSG & partir dt"3jour d'incubation. Tout comme dans la
condition NSG, le glucose a permis au gefRtavobacteriumde se développer
préférentiellement. Le traitement antifongique ataieement permis a d’autres
populations bactériennes de se développer dangiéaim
- Dans la condition NSG +B, l'antibactérien a éfficace au début de I'incubatior &

3 jours) avec une forte augmentation du compartiniengique &7), facilitée par
'absence de certains compétiteurs bactériens.efaist I'antibactérien n'a pas été
efficace a 100% car des populations bactériennegedrePaenibacillus résistantes a
lantibiotigue, se sont développées dans le syst@&mnda biomasse bactérienne
représente 60 % de la biomasse totale®&8jéur de I'incubation.

Par conséquent, nous pouvons ainsi accéder a CLimmke ces différents états

microbiologiques sur la distribution du Se entre pdases gazeuse, liquide et solide dans le

sol, en fonction du temps.
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1.4 Le sélénium

Dans ce paragraphe, nous présentons les résatisra la distribution du Se entre les
phases gazeuse, liquide et solide.

1.4.1 Le Se en phase gazeuse

Nous présentons ici (Figure 10), les cinétiquevalatilisation de Se. Ces résultats
complémentaires montrent des cinétiques différepteg chaque condition. A cause de la
forte solubilité du DMSe, Zhang and Frankenberggl999) supposent qu'environ 96 % du
Se volatil est piegé dans la phase aqueuse d'uersgsennoyé. Dans nos conditions
expérimentales, nous pouvons supposer que la tgidetiSe volatilisé est sous-estimée, mais
nous avons tenté de limiter cette sous-estimatiwrgoremise en équilibre des compartiments

dissous et gazeuxié I'agitation), toutes les 10 min durant la purgeasphérique des batch.

0,4 7 ——nNs

—>—NSC

0,37 _e—NsG

—&—NSG+B
0,2 -

—& -NSG+F

0,1 -

Se volatilisé cumulé (%)

0,0 -
0 2 4 6 8 10 12

temps (jours)

Figure 10: Cinétique des quantités cumulées de s@lém volatilisé (exprimée en %o du
Se introduit dans le batch). Moyenne des trois réfats + 1 écart-type.

Aucune volatilisation n'a été détectée dans leslitimms stériles (S et SG). Ces résultats
confirment que la volatilisation du Se est un psscs biotique. Dans toutes les conditions
non stériles, la volatilisation cumulée mesurée Ske était comprise entre 0,002 %o
(correspondant & »A0* pg Se.kd <o) aprés 1,5 jours d'incubation et 0,3 %. de Se vlolat
cumulé aprés 10 jours d'incubation (correspondarit310* pg Se.kd s). Les faibles

valeurs de volatilisation sont cohérentes avecibld biomasse totale (Figure 5). Pour la
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condition NS, la production de Se volatil n’étagtspconstante dans le temps. Elle prenait pour
valeur moyenne 0,003 %o /jour entre 3 et 8 jourss pugmentait & 0,007 %o /jour entre 8 et
10 jours. Des études précédentes (Karlson et Fnaiekger Jr, 1988 ; Calderone et al., 1990)
ont montré gu'un amendement organique permettatigthenter la volatilisation du Se.
Ainsi, nous nous attendions a une volatilisatiamspimportante dans les conditions amendées,
NSG et NSC, par rapport a la condition NS et avoiatilisation maximale dans la condition
NSG qui favorisait le plus les activités microbieanDans la condition NSG, la quantité de
Se volatilisée a bien été supérieure a celle derdition NS, mais elle était inférieure a celle
de la condition NSC. De plus, dans la condition N&CGquantité de Se volatil mesurée a 5
jours (0,05 %0) est supérieure a la quantité mesaréeour (0,02 %0). Ce résultat aberrant
pourrait s'expliquer par l'inversion des donnéeseeh et 6 jours. Dans la condition NSC,
alors que la quantité de Se volatil est identiqlee @ndition NSG apres 3 jours d’incubation,
elle augmente brusquement & partir de 4,5 jourattetnt 0,3 %. au 10 jour. Dans le
chapitre précédent, nous avons fait I'hypothese lqueolatilisation était un processus
exclusivement microbien (bactéries et/ou champighddous avions d'abord supposé que le
compartiment fongique pouvait avoir augmenté apigsport de cellulose (Hu et Van
Bruggen, 1997) et que ce pool microbien seraitaesgble de la volatilisation du Se (Abu-
Erreish et al., 1968). L'hypothese d'une augmemtatiu pool fongique avec l'apport de
cellulose n'a pas été confirmée par I'expérience.plus, l'ajout du fongicide (condition
NSG+F) n'a pas affecté la quantité de Se volagili@ comparaison a la condition NSG).
Toutefois, dans la condition NSG+B aprés 6 jouisatibation, la biomasse fongique était
multipliée par 7 et la quantité de Se volatiliséaité9 fois plus importante que dans la
condition NSG et 2 fois plus importante que dansdadition NSC. Ce résultat est opposé a
certains résultats trouvés dans la littératureestaluteurs notent une plus forte volatilisation
du Se dans les expériences avec antifongique (&ewreterson, 1981 ; Thompson-Eagle et
Frankenberger Jr, 1991 ; Azaizeh et al., 1997).cAntraire, Abu-Erreish (1968) supposait
que les champignons étaient les principaux actedes la volatilisation du Se.
L’'expérimentation avec antibactérien (NSG+B) montlienportance du compartiment
fongique dans les processus de volatilisation dpdbe notre sol d’étude.

La littérature assimile souvent, la volatilisati@mn processus de détoxification (Zhang et
Frankenberger Jr, 1999). Nos résultats vont a ¢etre de cette interprétation, car la
concentration en Se utilisée dans notre étude (4PRG* sol sec) est non toxique pour les

microorganismes (Dungan et Frankenberger Jr., 2000)
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1.4.2 Le Se en phase liguide
Dans la condition S, un équilibre apparent attdéd la premiere heure d’incubation (50

+ 1 % de Se total en solution) (Figure 11). Lésuftats obtenus dans la condition SG
confirment également cet équilibre rapide (46 + 1d&Se retenu a une heure). Ainsi, les
interactions abiotiques entre le Se et les padfwu sol (organiques et minérales) sont
rapides £ 1 heure) et conduisent a un équilibre d’enviro®5du Se retenu en phase solide.
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100 1 5 SG  —a NSG+B
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Figure 11 : Evolution du pourcentage Se total (nofiltré) restant en solution en fonction
du temps - Moyenne des trois réplicats + 1 écart-pe.

Pour les conditions non stériles, la quantité deedenue par le sol augmente dans le
temps, avec des cinétiques dépendant de I'ajompoud’un amendement carboné et du type
d’amendement. Pour la condition NS ou les microoigraes ne sont pas stimulés par un
apport carboné, une cinétique de rétention relatérd lente est observé, avec une diminution
de 15 % du Se en solution entre 1h et 10 jourscdbation. Pour la condition NSG,
'augmentation de Se retenu par la phase solidéagsus rapide, et I'équilibre entre phase
liquide et solide est atteint aprés 2 jours d'iratidn, 5 % du Se restant en solution. Dans la
condition NSC, une double cinétique de disparitiarSe est observée : entre 1 et 3 jours, une
cinétique de disparition lente (environ 2%/ jowsinilaire a celle de la condition NS, puis
entre 3 et 6 jours d’'incubation une accélératiamade de la disparition du Se (-30 %). La
durée d’incubation de 10 jours permet de confiropgéun équilibre apparent entre la phase

solide et la phase liquide a bien été atteint aprgsurs d’'incubation (cf annexe I). Dans
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l'article (annexe ), nous avions supposeé que labtcinétique pouvait étre expliquée par la
succession de différentes populations microbienbastériennes puis fongiques, intervenant
dans la dégradation de la cellulose (Hu et Van geag 1997 ; Schutter et Dick, 2001).
Néanmoins, le compartiment fongique ne semble pasaél'origine de 'augmentation de
rétention du Se sur la phase solide. En effet, dam®ndition NSG+B, 'augmentation du
compartiment fongique n’a pas induit d'augmentatiena rétention du Se. Les résultats sont
identiques a ceux de la condition S. Dans cettéition et contrairement a la condition NSG,
l'augmentation de la biomasse bactérienne, au dal&®™ jour d'incubation, n'a pas
augmenté la rétention du Se. Dans la condition NS@*+comportement du Se est identique
a celui de la condition NSG, mais, tout comme gesractivités bactériennes, un retard de 2
jours est observeé : 40 £ 1 % du Se était toujougsgnt en phase liquide dans cette condition,
alors gu'il ne restait seulement que 17 + 1 % dansondition NSG. Ainsi, la quantité et la
nature des bactéries ont une importance dans émtig du Se : toutes les populations
bactériennes n’induisent pas systématiguement wgenentation de la rétention du Se,
comme par exemple dans la condition NSG+B.

En complément de ces résultats, nous présentqmauleentage de Se présent en phase

liquide apres filtration de la solution a 0,22 piglre 12).
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Figure 12: Quantité de Se > 0,22 um dans le surnagde du batch, exprimée en
pourcentage du Se total dans le surnageant. Moyenules trois réplicats + 1 écart-type.

Dans les conditions stériles (S et SG) et non lstéron amendée (NS) ou avec

antibactérien (NSG+B), il n’y a pas de Se colloidanobilisé sur des particules supérieures
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a 0,22 um dans le surnageant des batch durantlimgtgbation. Dans la condition NSG+B,
les populations bactériennes résistantes a I'anigjpie Paenibacillu3 semblent n'avoir eu
aucun effet sur le Se, contrairement aux populatizactériennes du genkavobacterium
qui se sont développées dans les conditions avemdement glucose. Dans les autres
conditions, NSC, NSG et NSG+F, les activités baetéies ont permis la formation de Se
colloidal (> 0.22 um) dans les surnageants desh®aiour la condition NSC, nous avions
supposé dans l'article (annexe I) gu’il n’y avagtspde Se colloidal, la quantité mesurée a 6
jours étant faible (8 %). Or aprés 10 jours, cqtiantité représente 23 % du Se initialement
en solution. Nous pouvons noter que c’est danstroés conditions que le compartiment
bactérien s’est initialement développé au détrindentompartiment fongique. Nous pouvons
alors envisager que le Se retrouvé dans la frastip@rieure a 0,22 pum se trouve soit sous
formes de granules de Se(0), soit incorporé danmleroorganismes. Nous savons que le Se
peut étre réduit en Se(0) par les bactéries ménmoedition oxique. Ces granules peuvent
étre localisés a l'intérieur et/ou a la surface delfules bactériennes (Garbisu et al., 1996)
et/ou dans le milieu de culture (Garbisu et al96190remland et al., 2004). Dans ces deux
cas, le Se se retrouve dans la fraction colloitititée a 0,22 pm car les bactéries ne passent
pas la barriere des filtres de 0,22 um (seuil dalis¢ par définition) et les granules de Se(0)
mesurent en moyenne 0,3 um (Oremland et al., 200dlheureusement, la concentration de
Se utilisée dans cette étude est trop faible pcenmettre ['utilisation de techniques
microscopiques (MET, MEB)ou spectroscopiques (XAS)pour vérifier la présence de
granules de Se(0).

Ainsi, nous pouvons conclure que les bactéries sesponsables de cette fraction
colloidale. Le Se colloidal se trouve dans la pleapesuse, et peut, a ce titre étre transporté
avec la phase liquide lorsque les conditions lengttent (type d’écoulement, géométrie du
milieu poreux ...). Par ailleurs, le Se(0), insolykdst considéré comme la forme la moins
toxique du Se (Garbisu et al., 1996), mais I'oxiafatu Se(0) sous formes oxydées (Se(lV)
et Se(VI)), toxique, est possible. Malgré des pseus d’oxydation plus lents que ceux de la
réduction (Jayaweera et Biggar, 1996) et une oiydatu Se(0) en Se(lV) par les
microorganismes trés peu étudiée (Sarathchandfatdinson, 1981 ; Losi et Frankenberger
Jr, 1998), la voie de transport colloidal (sousrferde Se(0)) n'est cependant pas a négliger,

ainsi que le transpovia la cellule microbienne (sous forme de Se(IV)).

3 MET : Microscopie Electronique a Transmission - MBBicroscopie Electronique a Balayage,
4 XAS : X-ray Absorption Spectroscopy
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Nous avons également mesuré le sélénite (Se(I\épemt dans la fraction dissoute (< 0,22
um). L’évolution de la concentration en sélénite femction du temps, exprimée en
pourcentage du Se dissous, est présentée Figureed3mesures du Se(lV) n'ont pas été

effectuées pour les conditions NSG+F et NSG+B.

100, %S
-+ SG

go| NS
——NSC
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% Se(IV) / Se total (< 0,22 pm)
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Figure 13: Evolution du sélénite (Se(lV) présent re phase dissoute, exprimé en
pourcentage du sélénium total dissous, mesuré via °Se. Moyenne des trois réplicats +
1 écart-type.

Pour toutes les conditions, dés la premiere helimeutbation, le Se(IV) ne représente que
20 % du Se mesuré. Ce pourcentage est resté codstant toute I'incubation, excepté pour
la condition NSC. Dans cette derniére, a parti6diijour, la proportion de Se(1V) augmente
puis se stabilise & 62 % ati"8jour de I'incubation.

Dans nos conditions expérimentales, la présence ek€lut une réduction abiotique et la
faible durée d’incubation<(1 heure) exclut une oxydation abiotique en Se(&b,processus
d’oxydation étant plus lents que les processugdeation (Jayaweera et Biggar, 1996). Dans
les échantillons naturels, des interférences, emupa@r des composés organiques dissous
avec la méthode de dosage utilisée ont été coastaagendrant ainsi une sous-estimation de
la quantité de Se(IV) (Roden et Tallman, 1982 ;y$&894). Ainsi, en accord avec Février et
al. (2007), qui ont également constaté une pep&eade sélénite (-70 %) dés la mise en
contact avec la phase solide, I'explication d’'unteiiaction entre les composés organiques
dissous et le sélénite semble 'hypothése la phabgble. Ainsi, il existe dans la fraction
dissoute, du Se(lV) « libre » (20 %) et des espéségniées (Se(lV)), autre que du
Se(IV) « libre » (80 %).
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Afin d’expliquer 'augmentation du pourcentage de(I8) dans la fraction dissoute, nous
présentons I'évolution du pourcentage de Se(IV3alis en fonction du Se initialement mis

en solution et I'évolution du pourcentage de Saltdissous en fonction du Se initialement
mis en solution (Figure 14).
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Figure 14 : Evolution cinétique des concentrationselatives en pourcentage de (a) Se(lV)
et (b) Se total dissous (<0,22 um). Moyenne desiga@éplicats + 1 écart-type. Se ini :
Concentration initiale en Se dans le surnageant doatch.

Dans toutes les conditions, exceptée la conditiSBiCNes évolutions relatives cinétiques des
concentrations en Se(IV) et Se total (<0,22 pm} sonilaires. Pour la condition NSC, alors
gue la concentration en sélénite diminue faiblenfebt%), la diminution de la concentration
en Se dissous total est beaucoup plus importand@ @6). Ainsi, 'augmentation du ratio
Se(lV)/Se total observée Figure 13 est due, nonapaee augmentation de la quantité de

sélénite, mais a une diminution du Se dissous .t@akte diminution est reliée a une
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immobilisation d’espéces séléniées solubles auteelg Se(lV) « libre ». Le méme type de
résultat a été observé par Février et al. (200@)s mvec un sol brut, sans amendement. Ces
auteurs proposaient alors deux hypotheses pouigeeplce phénomene : (i) une interaction
directe entre les microorganismes et les espédésié&es solubles autre que le Se(lV)
« libre », comme I'assimilation et/ou la réductioiotique de ces espéces en Se(0), et/ou (ii)
une transformation de ces especes due aux chantgemleysico-chimiques en solution
induits par les microorganismes, suivi de leur irbitigation abiotique ou biotique. La
premiere hypothése permet d'expliquer la diminutiorSe dissous total ; en effet, nous avons
mis en évidence une réaction directe entre le Ssdtactéries engendrant la formation de Se
dans la fraction supérieure a 0,22 um (Figure Tautefois, le faible pourcentage de Se
supérieur a 0,22 um mesuré dans la condition N$@apaort aux autres conditions (NSG et
NSG+F) laisse supposer que I'assimilation et/otétiuction biotique n’est pas le processus
majoritaire pour expliquer la diminution du ratie(8/)/Se total. La seconde hypothése
(immobilisation du Se découlant des changementsiptychimiques en solution) semble
plus probable ; en effet, dans cette condition,snavons observé une augmentation de la
rétention du Se sur la phase solide & partir 8% ur d'incubation, coincidant avec la

diminution de la concentration en Se dissous total.

1.4.3 Le Se en phase solide

Les évolutions cinétiques de la répartition soldle Se dans le sol pour toutes les
conditions sont présentées Figure 15. Les résudimts normalisés en pourcentage du Se
retenu dans la phase solide.

La distribution en phase solide du Se dans I'éclhamtde terre est obtenue en realisant des
extractions séquentielles selon le protocole depopt al. (2006) modifié. Brievement, 3
étapes font intervenir des extractants dont laefest croissante de facon a cibler les fractions
de Se retenues dans le sol de plus en plus « fentesn
- La fraction 1, extraite avec,KPQ,, représente a priori le Se(IV) adsorbé a la sarfac
des minéraux et/ou des composés organiques ;
- la fraction 2, extraite avec NaOH, représent8ddié a la matiére organique et/ou aux
oxydes de fer, indépendamment de son degré d’oxgiaction,
- lafraction 3, extraite avec bBO;, représente le Se élémentaire Se(0), et
- lafraction 4 représente le Se résiduel, restans le sol a la suite des 3 extractions.
Par rapport au protocole de Coppin et al. (2006)sm’avons effectué ni I'extraction avec

CaClb supposée donner acces au Se soluble, ni I'exdraatrec NaOCI ciblant le Se associé
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aux composeés organiques réfractaires. Généraletadndction "Se soluble” (extraction avec
de I'eau ou un sel comme CaQ@u KCI) extrait majoritairement du séléniate (Mag et
Suarez, 1997 ; Wright et al., 2003). Dans notre&tle Se est injecté sous forme de sélénite.
De plus, un potentiel d’'oxydo-réduction de 350 raxf,pH moyen inférieur & 7 et des temps
d’incubation courts (de 1 h a 10j) rendent unedatypn en séléniate trés peu probable
(Masscheleyn et al., 1990). Par ailleurs, le Se@&saux composés organiques réfractaires se

retrouve dans la fraction 4 de notre protocoleréSaluel).

Les extractions chimiques séquentielles ou paealledont souvent critiquées pour leur
manque de sensibilité, et surtout leur manque dectsété (Wright et al.,, 2003). En
conséquence, les quantités de Se extraites daweninterprétées avec prudence. Néanmoins
malgré les différents artéfacts, les extractionsifues restent un bon outil pour estimer en
routine la distribution solide du Se au laboratogertout pour de telles concentrations, trop

faibles pour utiliser des outils microscopiques (MBIEB) ou spectroscopiques (EXAFS)...
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Figure 15: Evolution dans le temps de la répartitn solide du Se pour toutes les
conditions. Moyenne des trois réplicas, exprimé e% du Se retenu en phase solide + 1

écart-type.
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La répartition solide du Se, aprés 1h dincubatiest identique dans toutes les
conditions, stériles et non stériles, excepté pmaondition NSG+B. Le sélénium se retrouve
principalement dans la fraction extraite aHRO, (81 %) et dans la fraction extraite avec
NaOH (16 %). Les pourcentages de Se élémentaigsieuel sont négligeables (< 1%). Alors
que les mécanismes de rétention rapidel (heure) sont supposés étre de I'adsorption de
surface (Duc et al., 2006), seulement 81 % du See&®uvé dans la fraction échangeable
avec les phosphates. Ce résultat peut étre attéilnémanque d’efficacité de I'extraction aux
phosphates (une seule étape, non répétée). En ffgght et al. (2003) ont montré que
'extraction aux phosphates ne remet en solutiolrgu partie du Se(lV) adsorbé et que
I'efficacité est augmentée lorsque le protocoler@gété plusieurs fois.

Dans les conditions stériles (S et SG), alors tauilibre entre les phases solide et liquide
est atteint, une redistribution abiotique entredé&rentes phases solides est observée. Cette
redistribution est caractérisée principalement wae diminution de la fraction extraite a
K,HPQ, au profit des 3 autres fractions. Les études icjunés completes de la distribution du
Se en phase solide dans les conditions stérilestreminque cette redistribution est
progressive dans le temps et qu'elle se stabilisartir du 6™ jour d'incubation. A 10 jours
d’incubation, le Se est retrouvé principalementsdas fractions extraites pasPQ, (51 %)

et par NaOH (41 %). Le sélénium élémentaire etdeaésiduel augmentent et représentent
respectivement 2 % et 5 %. L’évolution cinétiqueladistribution solide nous permet de
supposer que la rétention abiotique du Se danela@ssun mécanisme en deux temps. Dans
un premier temps, le Se est majoritairement adssupdes particules du sol tels que les
oxydes de Fe ou la matiére organique (corresporalar@l % de Se extrait avecHPO,
apres 1 h d’'incubation), la fraction adsorbée émoliensuite vers une forme plus fortement
liée avec les particules de sol par la formationndcomplexe non échangeable avec les
phosphates. En outre, les cinétiques d’évolutionde® quantités de Se extrait par les
différents d’extractants sont identiques dans Esxcconditions stériles (S et SG) ; dans ces
conditions, le glucose ne modifie pas les inteomdtientre le Se et la phase solide. Par
ailleurs, le pourcentage non nul de Se extrait §5Rg supposé étre du Se élémentaire, est
étonnant : la stérilité exclut une réduction biodcet les conditions oxydantes ne sont pas en
faveur d’une réduction abiotique, bien qu’elle nespe pas totalement étre exclue. Aussi, il
est probable que le Se extrait a,8@; ne soit pas du Se élémentaire, mais un résidu de
I'étape précédente (Ponce De Leon et al., 2003gn@ore des séléniures organiques (Wright
et al., 2003 ; Chen et al., 2006).
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Les cinétiques pour les conditions non stériles tneoi que la distribution solide du Se
évolue également en fonction du temps, mais aver plos grande amplitude et plus
rapidement que dans les conditions stériles. Dam®hdition NS, la redistribution en phase
solide est progressive dans le temps. Aprés 1Gsjdlincubation, le Se est retrouvé en
quantité équivalente dans la fraction extraite a1PO, et dans la fraction extraite & NaOH
(environ 45 %). Le sélénium élémentaire et le S&duel augmentent et représentent
respectivement 5 % et 6 %. Dans la condition N&Glidtribution évolue qualitativement de
maniere similaire a la condition NS (diminutionlddraction par KHPO, au profit des autres
fractions), mais plus rapidement et avec une ptaade amplitude. A 10 jours d’incubation,
le Se est retrouvé majoritairement dans la fracérmaite par NaOH (55 %). Le sélénium
élémentaire et le Se résiduel augmentent et repefgerespectivement 6 et 13 %. Dans la
condition NSG, I'évolution du Se dans la phasedsokst la plus rapide ; I'équilibre semble
étre atteint vers 1e®3®jour d'incubation. Le sélénium est retrouvé prratement dans la
fraction extraite avec NaOH (56 %) et dans la feectle sélénium résiduel (20 %). De plus,
c’est dans cette condition que nous retrouvondus inportante quantité de Se élémentaire
(7 %). Dans la condition NSG+F, un retard par rappda condition NSG est observé a 3
jours d’incubation. Aprés 6 jours d’incubation,detribution solide est quasiment identique.
Le retard observé a 3jours d’incubation est cattéravec les résultats observés
précédemment (activités microbiennes et cinétiqudisparition du Se en phase liquide).
Dans la condition NSG+B aprés 1 h d’incubationydpartition du Se en phase solide est
légérement différente des autres conditions. Léngéin se retrouve en quantité moindre dans
la fraction extraite a BHPO, (75 % au lieu de 80 %) et un peu plus importargasdlia
fraction extraite avec NaOH (24 % au lieu de 17 dpanmoins, compte tenu des
incertitudes, ces différences ne sont pas suffisambimportantes pour étre significatives. Par
ailleurs, alors que la quantité de Se en solutdiminue pas durant la durée de l'incubation
(Figure 11) (comme pour les conditions stériles)rddistribution du Se en phase solide est
plus importante que la redistribution abiotique dmmditions stériles. Aprés 6 jours
d’incubation, la répartition solide du Se est goesit identigue & la condition NSG+F.
D’aprés les analyses microbiologiques, nous avomsti& que I'antibactérien n’était efficace
gue pour les deux premiers jours de lincubationqae des populations bactériennes
(Paenibacillus)s’étaient développés par la suite. Alors que cqmilations bactériennes ne
semblent pas avoir d’effet sur la rétention du &&@ure 11), elles contribuent a la

redistribution du Se en phase solide, comme le raphtes résultats (Figure 15).
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Dans toutes conditions, une importante quantit&eleésiduel est retrouvée (de 5 a 20
%). Dans notre protocole expérimental, nous n'avpas effectué I'extraction a NaOCI,
théoriquement effectuée en dernier. Cette extnactioit principalement solubiliser le
sélénium associé a la matiére organique réfractdificilement attaquable et contenant en
partie les humines. Nous retrouvons ainsi ce pantda fraction « Se résiduel ». Par ailleurs,
c’est plus particulierement dans les condition&GNNSG+F et NSG+B, que nous retrouvons
les quantités les plus importantes (20 %). Nousvpos supposer que la dégradation du
glucose par les microorganismes a engendré une eaugtion de cette matiére organique
réfractaire a laguelle s’est associé le Se.

Nous confirmons ainsi que les microorganismes dstabilisent la rétention du Se en phase
solide. Les bactéries provoquent des redistribstiapides entre pools de Se en phase solide,
aboutissant a une rétention plus forte du Se imiisébi De plus, nous pouvons également
conclure que la présence de Se élémentaire, repéépar la fraction extraite a p&O;,

résulte essentiellement d’une réduction biotique.

1.4.5 Le Se lié a la biomasse

Le sélénium lié a la biomasse est présenté Fig6repour toutes les conditions

(excepté les conditions stériles) aprés 3, 6 W& d’incubation.
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Figure 16 : Sélénium lié a la biomasse, exprimé gmourcentage du Se total mis en
solution. Moyenne des trois réplicats + 1 écart-pe.
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Dans la condition NS, apres 3 jours d’incubatei$e lié a la biomasse représente 1,5
% du Se initialement mis en solution. Cette quéarditninue et ne représente plus que 0,5 %
apres 6 et 10 j d’'incubation. Pour les conditiol®INNSG et NSG+F, le Se lié a la biomasse
représente environ 3,5 % du Se initialement misaation apres 3 jours d’incubation. Cette
quantité diminue a environ 2 % aprés 6 jours gblifs d’incubation pour la condition NSC.
Dans la condition NSG+B, le Se lié a la biomasseepeésente que 0,5 % du Se initial apres
3 et 6 jours d’incubation. Nous pouvons supposél existe des interactions directes entre le
Se et les bactéries, plutdt qu'avec les champigrnensffet, c’est dans la condition NSG+B,
ou il y a peu de bactéries en début d’'incubatiom, mpus retrouvons la plus faible quantité de
Se lié a la biomasse. Aucune relation entre la tifgade biomasse et le Se lié a cette
biomasse n’a pu étre mise en évidence. Ceci etimement d0 au fait que les biomasses
sont radicalement différentes dans les conditiorpéementales. Nous pouvons ainsi
conclure que la qualité de la biomasse a une phusdg importance que la quantité en ce qui
concerne les interactions directes entre Se eboriganismes. De plus, dans les 3 conditions
NSC, NSG et NSG+F, la quantité de Se lié a la bgsmaliminue avec le temps alors que le
Se colloidal (Figure 12) ainsi que le Se(0) quantifar les extractions séquentielles (Figure
15) augmentent. Nous pouvons alors supposer g8e l& aux bactéries est réduit en Se(0),
gu’il peut étre ensuite (i) expulsé de la cellulactérienne suite a la lyse des cellules
bactériennes ouvia des processus d’expulsion (Garbisu et al., 1996 et Frankenberger Jr,
1998) et se retrouver ainsi dans la fraction ligug® colloidal et donc potentiellement mobile

mais également en partie se retrouver dans la @udise et donc beaucoup moins mobile.

2. Conclusion

Nous voulions obtenir différents états microbiotpges et différencier ces différents états
par un jeu de donnés complémentaires sur les dyo@simicrobiennes. Nous avons pu
montrer (i) le développement préférentiel des catipants fongique ou bactérien grace a
des mesures de biomasse totale et de biomassediendii) I'inefficacité de I'antibactérien
au-dela de 2 jours, grace aux dénombrements bawser{iii) confirmer des différences de

structure des communautés bactériennes avec la DGGE

Nous avons suivi le devenir de sélénite dans leesofonction de ces différents états
microbiologiques. Ce complément d’étude a configqué la rétention du Se dans un sol en
condition oxique résulte d'un ensemble de proceabigtiques et biotiques. Les processus

abiotiques contribuent, majoritairement et rapidetna la rétention du Se sur la phase solide
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(> 50 % de rétention dés 1 h d’incubation) print@paent suite a des adsorptions. Mais |l
existe une redistribution abiotique en phase sqkdefaveur d’'une plus forte rétention) qui se
stabilise en quelques jours. Cela se traduit pardiminution de la fraction échangeable au
profit des autres fractions. La fraction extrait€;HPO, représente, initialement, 81 % du Se
retenu en phase solide et diminue a 50 %.

L’impact direct et/ou indirect des microorganisngs le Se n'est observable que pour des
temps d’incubation supérieurs a 1 h. On observei aie la volatilisation de Se, une
augmentation de la quantité de Se retenue dandl let sle la force de cette rétention. Les
cinétiques de ces réactions sont dépendantes dasomganismes présents (bactéries et
champignons) ainsi que de leurs activités. Mémes sstimulation par un amendement
organique, la mobilité du Se dans un sol diminuerppport & une condition stérile. Cette
mobilité réduite est caractérisée par une augmentédible, mais continue (i) de la quantité
de Se retenue (69 % du Se est retenu sur la pbéide aprés 10j) et (ii) de la force de
rétention du Se en phase solide (la fraction ertcakHPO, nereprésente plus que 44 % du
Se retenu en phase solide). Dans nos conditiongriexgntales, lorsque les activités
microbiennes sont stimulées avec un amendemenhigiga simple comme le glucose ou
plus complexe comme la cellulose, le compartimewtdrien se développe préférentiellement
et représente 78 et 91 % de la biomasse totalectdg@ment pour les conditions NSG et
NSC. Les activités bactériennes engendrent aloesdiminution de la mobilité du Se plus
importante que dans le sol nhon amendé. Les vitasdsmnsformations du Se (rétention et
redistribution en phase solide) sont corréléesvitesses de développement des bactéries. Les
cinétiques les plus rapides sont observées daimtiition NSG, ou le glucose est rapidement
dégradé par les microorganismes. L’expérimentatiat antifongique a confirmé le réle des
bactéries dans toutes les transformations du $gpbthése de la formation de Se colloidal,
sous formes de granules de Se(0) provenant d’'uhetién bactérienne a été proposée pour
les conditions ou le compartiment bactérien esplles actif (NSG, NSG+F et NSC).
Néanmoins, cette transformation ne contribue pas aotant & une diminution de la mobilité
du Se. En effet, le Se colloidal se trouve danfdetion soluble, et peut, a ce titre étre
transporté avec la phase liquide. La condition awstibactérien a montré que le
compartiment fongique n’intervient pas dans lexessus de rétention du Se en phase solide.
Des populations bactériennes, différentes des sagtaditions, se sont développées dans le
systeme et contrairement aux autres conditions tnpas engendré d’augmentation de
rétention. Ce résultat montre ainsi I'importancelaeaature des microorganismes dans les

processus de rétention du Se. En revanche, nowepesupposer qu’elles sont & l'origine de
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la redistribution en phase solide, similaire autresi conditions. Par ailleurs, dans nos
conditions expérimentales, a la fois bactérieshetmpignons sont capables de volatiliser le
Se, conduisant ainsi a une dissémination possibl8alhors du systeme sol. Toutefois, les
quantités de Se volatilisée sont faibles, de l'emie 0,02 %o pour une condition non amendée,
et sont totalement dépendantes des microorganigrésents. Nos résultats mettent en

évidence en particulier le role du compartimengiqoe dans ce processus de volatilisation.
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CHAPITRE IV — INCUBATION DE SOL
EN CONDITIONS ANOXIQUES
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Avant propos ...

Dans le chapitre précédent, nous avons tenté terntéer I'impact relatif des
parametres géochimiques et microbiologiques d'ufi so condition oxique, sur le
comportement du sélénium, présent a une faible esdration (0,4 mg Se.Kg,). Ces
expériences ont montré que le sélénium était rete@s rapidement(1 heure) sur la phase
solide et majoritairement par des processus abiesid51 + 1 %). Les activités microbiennes
affectent le comportement du Se pour des tempsubation plus long (quelques jours) et
dépendent de la quantité et de la qualité des worgamismes présents (communautés
bactériennes et fongiques). D’une part, les migaoismes favorisent la volatilisation du Se,
méme présent a faible concentration, et d’autre paiaugmentent la quantité de Se retenu en
phase solide ainsi que la force de rétention (dition de la fraction Se(lV) adsorbé
échangeable avec les phosphates). De plus, certaickevités bactériennes induisent la
formation de Se colloidal (fraction > a 0,22 pnmané soit du sélénium élémentaire insoluble
et/ou du sélénium associé a des bactéries. Paurgillces expériences nous ont permis de
valider le design et le protocole expérimental iaqee la complémentarité des différentes
analyses microbiologiques effectuées pour caraetéraux mieux les différents états

microbiologiques.

Le but de ce chapitre est de déterminer I'impelettif des parametres géochimiques et
microbiologiques d’'un sol sur le comportement diérsém, mais a présent en condition
anoxique.

Le sol étudié, la concentration en Se et le de@yge batch) sont identiques a ceux utilisés en
condition oxique. Nous avons suivi la distributiofune contamination en Se dans les
conditions suivantes : une condition stérile (3) eondition contréle, sans amendement (C)
et une condition amendée avec une solution nurilucose, nitrate d’ammonium, sulfate
de potassium) (G). En parallele de ces conditi@nspnditions supplémentaires, amendées
avec la méme solution nutritive que la conditionoBt été effectuées en parallele et le Se a
été injecté a différents moments de l'incubatiof §Ret 10j), de maniére a cibler différentes
activités bactériennes (G_2, G_6 et G_10).

Dans ces différentes conditions et périodiguementlceng de lincubation, nous avons

caractérisé les parameétres géochimiques (pHatBhosphergyazeuse et composition de la
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solution) et les parametres microbiologiques (dédmement bactérien et structure des
communautés bactériennes, dénombrement des bactérieentaires, dénitrifiantes, ferri-
réductrices et séléno-réductrices) du sol. La ntébdu Se a été estimée au travers de sa
distribution entre les phases liquide, solide etegae. Tout comme en condition oxique, la

distribution du Se au sein de la phase solide alignues par des extractions séquentielles.

Initialement ce chapitre était présenté sous laéod’un article qui sera soumisSail Biology
and Biochemistryultérieurement. Nénmoins, toujours pour des rasdimomogénéité de
langue du manuscrit (intégralement en francaiajtitle a di étre déplacé en annexe (Annexe
II). Aussi, nous conseillons fortement la lectueeld publication (annexe II) au préalable de

ce chapitre, qui ne reprend, en francais, queréepaRésulats et Discussion » de l'article.
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1. Résultats et Discussion

1.1 Evolutions géochimiques et microbiologiques

Pour des raisons de clarté, nous présentons igu@ment les résultats concernant les
conditions S, C et G car les différentes date ditipn du Se (2], 6j et 10j) n’ont pas affectées

les parametres géochimiques et microbiologiquasodesystemes.

1.1.1La condition stérile (S)
Dans cette condition, la stérilité a été vérifx@e la non production de gaz (M0,

H, ou CHy). De plus, nous avons mesuré aucune productiaoohposeés organiques, anions
et cations minéraux en solution. Le pH de la sotutiiminue de 7,7 a 7,4 et lg, Eeste stable
(360 mV) durant toute la durée de I'incubation (Hig et 1b).

1.1.2La condition control (C)

Dans la condition control, les activités bactémes présentes n'ont pas modifié les
paramétres géochimiquesy(Et pH) comparé a la condition S (Fig. 1la et 1h)e @ctivité
bactérienne respiratoire est mesurée via une ptiodute CQ constante (Fig. 2) (de1,7xt0
mol C.batcH au jour 2 & 3,6xImol C.batcH au jour 15). Aucune production de@® H;
ou CH,, ni de composés organiques ou minéraux n’'ontlitéreé en solution.

La densité bactérienne, estimée par comptagetdieste stable & 7,4x1bactérie.g'
de sol entre les jours 2 et 15. De facon simildeenombre de bactéries fermentaires, ferri-
réductrice et séléno-réductrices sont stables titwate I'incubation & 2,9xfMactérie.g de
sol, 1,7x16 bactérie.g de sol, 3,8x1®bactérie. § de sol et 1,7xI0bactérie.¢ de sol

respectivement.
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Figure 1: Evolution du pH and Ey pour les conditions S, C et G a/ pH; b/ E Moyenne
des trois réplicats + 1 écart-type.
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Figure 2: Evolution de la production de gaz pour le conditions C et G (mol.batcH).
Moyenne des trois réplicats + 1 écart-type.

La structure des communautés bactériennes dupsek dh, 2, 6, 10 et 15 jours
d’incubation, obtenue par électrophorese sur gehtldant (DGGE- Denaturing Gel Gradient
Electrophoresis) d’'un fragment du gene codant B&RNr 16S est présentée Figure 3 pour
les conditions C et G. A chaque temps, les 3 ofdrticaux représentent les réplicas de
chaque incubation en batch.

Pour la condition C, aucune évolution majeure tntdsservée entre les triplicats. Les
profils évoluent durant les premiers jours d’indidra (disparition des bandes 1 et 2) et se
stabilisent rapidement aprés f&%jour d'incubation.
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Figure 3: Profils des fragments d’ADN bactérien 16Samplifié & partir du sol obtenus
par DGGE a/ condition C et b/ condition G. A chaquetemps, 3 répliquas ont été
amplifiés. Les fleches représentent les populatiofmctériennes remarquables.

1.1.3La condition amendée (G)

L’apport d’'un amendement glucosé a induit une dution de pH et du jdurant les
trois premiers jours de l'incubation (Fig. 1a e).1bn état fortement réducteur (-280 mV) est
observé entre 1e®3° et le 8™ jour de l'incubation, puis la valeur de Eetrouve une valeur
« oxique » (220 mV) apres le f@'incubation. Cette évolution dusEest due a la formation
de donneurs et d’accepteurs d’électrons dans leregs(Fig. 4), induite par les activités
bactériennes suite a 'amendement glucose. Datigéeture, la valeur de Emesurée est
souvent différente de celle supposée par les dentig&rmodynamiques et les couples
oxydant-réducteurs présents dans le systeme. Gecid(e a la simultanéité de plusieurs
activités microbiennes et a la nature complexe mlesses minérales souvent méconnues
(Runnells et Lindberg, 1990; Picek et al., 2000p G4 al., 2002; Alewell et al., 2006).
Néanmoins, selon les équations et les données ddgmamiques de Sposito (1989) et les
concentrations en espéces N, Fe et H, nous suppogentrois couples oxydant-réducteurs
contrélent la valeur deEdans nos conditions. Ainsi, le Eest, tout d’abord, contrélé par
NOs;/NO, durant la période 0-2 jours (valeur théorique wige +400 mV), puis par #H.
durant la période 3-8 jours (valeur théorique dékeu350 mV) et enfin par Fe(OMye’
durant la période 9-15 jours (valeur théorique wale 170 mV).
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L’'amendement glucose a induit une augmentatiofad&oduction de C®(x7) par
rapport a la condition C (Fig. 2), mais de facompsenante la densité bactérienne est
identique. Cependant, la méthode utilisée pouréieocthbrement bactérien reste difficile et
peu adaptée pour les bactéries du sol a causeadd gombre de particule auto-fluorescente
du sol (Kepner JR et Pratt, 1994; Sunamura eR@03). Ainsi, nous pouvons supposer que
nous avons surestimé le nombre de bactérie et i curestimation a masqué
'augmentation de la densité bactérienne dansndition G.

Les profils des structures des communautés bact&$edu sol obtenus par DGGE sont
présentés fig. 3 pour la condition G. Tout commerpa condition C, aucune différence n’est
observée entre les triplicats. Les profils de DGi&E conditions C et G sont similaires apres
1 h d'incubation (bandes 1 et 2) et différent &ipau 2™ jour d'incubation. Nous pouvons
supposer que la disparition des bandes 1 et 2emtess seulement au début de l'incubation,
peut étre attribuée a la mort des bactéries aé&raltiectes. En effet, le sol n'a pas été pré-
incubé en anoxie avant l'incubation, les bactéaémbies strictes et facultatives sont donc
présentes dans le systéme au début de I'incubddans la condition G, la stabilisation des
profils de DGGE apparait plus tard que dans la itmmdC (entre 6 et 10 jours d’incubation).
Les évolutions temporelles des profils observées ¢k condition G suggerent des processus
anaérobique successifs d0 a la dégradation dugguco

De plus, les résultats des dénombrements desrigactinitrifiantes et fermentaires
cultivables confirment une évolution temporellecés populations fonctionnelles. En effet, le
nombre de bactéries cultivables dénitrifiantes aemmde 2,1x10to 2.5x10 bactéries. gde
sol durant les six premiers jours, puis diminueadtip du jour 10 pour atteindre 8,2xX10
bactéries. § de sol au jour 15. Le nombre de bactéries fernmestaultivables est compris
entre 2,1x1Bto 7.2 x16 bactéries. § de sol durant les dix premiers jours de I'incubati
puis diminue jusqu'a 1,9xf0bactéries. § de sol au jour 15. Aucune augmentation n'est
observé dans le nombre de bactéries ferri-rédestnimr rapport a la condition C (~3x*10
bactéries. § de sol), malgré la réduction du fer (cf. fig. Hservée dans la condition G.
Compte tenu de la faible quantité de Fe(ll) meswrdesolution, ce résultat n'est pas
surprenant. De plus, ce résultat peut égalemexplgieer par les hypothéses suivantes :

- un milieu de culture trop sélectif et/ou unebfaicultivabilité des bactéries ferri-
réductrices.

- d'autres communautés bactériennes fonctionnekesent également réduire le fer
comme les activités dénitrifiantes ou fermentai®@seliger et al., 1998), mais ne sont pas

cultivables dans un milieu spécifique aux bactéees-réductrices.
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Aucune évolution n’a été observée dans le nométeadtéries séleno-réductrices dans
la condition G par rapport & la condition C (er@xd® et 1x18bactéries. ¢ de sol), malgré
la présence de4bu de lactate qui peuvent étre utilisé comme dormd’électrons lors de la
réduction du sélénite (Switzer Blum et al., 1998I5 et Oremland, 1999). De plus, le
nombre de bactéries séléno-réductrices est sieslaircelui observés par Haudin (2006) dans
un sol sans apport de Se. Cette faible densité&tiache peut donc étre expliquée par la faible

concentration en Se utilisée (6ol LY.

Les évolutions de CLet de H (Fig. 2), des concentrations des composés orgasiqu
(glucose, formiate, acétate), de I'éthanol (Fig, di@s anions et des cations minéraux {NO
NO,, NH;") (Fig. 4b) nous ont permis de décrire cing progsssicrobiens anaérobiques
successifs, récapitulés fig. 5. Le traitement desnédes pour conclure a ces processus est

détaillé Annexe IlI.
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Durant la période 0-2 jours, la denitrificationnf@exe Il, Table 1, Eq. 1) explique la
majorité de la consommation des nitrate, mais seem¢ 5,6 % de la consommation du
glucose. La consommation du glucose est bien @arélla production des acides organiques
(butyrate, formiate et acétate), du £€ de I'éthanol. Contrairement a I'étude de Dassien
et al. (2004), la production de butyrate est teélslé comparé a la production d’éthanol dans
notre condition. Ainsi, nous supposons que la comsation du glucose est principalement
due a de la fermentation acétique (Annexe Il, Tdhl&q. 3) et en moindre mesure a de la
fermentation butyrique (Annexe I, Table 1, Eqg. Burant la période 1-4 jours, la disparition
du glucose est approximativement équivalente artayzction de un tiers de « GOr
formiate » (36,8 % au lieu de 33,3 %), mais noni@ente avec les deux tiers de la
production d’éthanol, acétate et butyrate (41,4 Boutefois, il est possible que I'éthanol soit
en partie perdu par évaporation durant le stockiegeéchantillons (méme si les échantillons
ont été congelés). Néanmoins, nous pouvons conglugde glucose est consommé par de la
fermentation acétique (et butyrique en moindre meset que ni I'acétate, ni le butyrate ou
I'éthanol ne sont minéralisés. Durant la périodé jurs, la diminution du formiate et de
I'éthanol est expliquée (i) par de l'acétogenesmevtransformant de I'éthanol en acétate
(Annexe I, Table 1, Eq. (7)) et (ii) par la lyse éormiate (Annexe Il, Table 1, Eq. (5)).
L’'oxydation du formiate (Annexe VI, Table 1, Eq.) %®st exclue a cause de I'absence de
NOs; durant cette période. La réduction du Fe(lll) es(Iff (3,6x10° mol.batcht) est
expliquée par la respiration microbienne avec otigdade H (Annexe Il, Table 1, Eq. (12)).
Les oxydations de I'éthanol ou du butyrate, avecélduction concomitante du Fe(lll) en
Fe(ll) (Annexe I, Table 1, Eg. (10) and (11)) saclues car la quantité d’électrons
nécessaires pour ces réactions est deux fois supesi a la production de,Héélle
(nécessaire pour la réduction de Fe(lll) en Fe(ll)y systeme est en équilibre durant la
période 6-8 jours. Durant la période 8-10 jourspraduction de Fe(ll) ne représentant que 1
% de la consommation de;HI’homoacétogenése est principalement responsaélda
disparition de H Ainsi, nous avons vérifié que I'homoacétogeneséaeétogenése vraie
expliquent la majorité de la production d'acétad@rés le 18™ jour d'incubation, nous
supposons qu’il n'y a pas de processus métabolicgiggplémentaires expliquant la
production d’acétate et la consommation de I'éthadaicune sulfato-réduction n'a éte

observé durant toute I'incubation.
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1.2 Le selenium

1.2.1 La rétention du Se et spéciation en phase aqueuse

Les évolutions cinétiques de la rétention du Selayshase solide sont présentées
Fig. 6.
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Figure 6: Evolution du pourcentage de Se retenu sua phase solide. Moyenne des trois
réplicats + 1 écart-type.

Dans la condition stérile (S), les interactionsoéiues entre le Se et le sol sont
rapides, elles ont lieu durant la premiére heuircdbation. Contrairement au Tc (Begg et al.,
2007), I'immobilisation du Se est principalementiosique, 84 + 2 % du Se est retenu par le
sol stérile. Dans les conditions non stériles (G, &2, G_6 and G_10), les activités

bactériennes (brutes ou stimulées) n'ont pas autfmsignificativement la quantité de Se
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retenu par la phase solide. De plus, dans les tonsliamendées, quelque soit la date
d’injection du Se (0, 2, 6 ou 10 jours), les étiolns cinétiques sont identiques, un équilibre
entre les phases solide et liquide est atteintsapréu 2 jours d’incubation avec 89 + 2 % de

Se retenu.

En complément de ces résultats, le ratio [Se(IS¢§]/total], dans la fraction dissoute
(< 0,2 um) est présentée Fig. 7. Pour toutes ladittions, le Se total aqueux, [Se total], ne

représente plus que 10 & 20 % du Se initialemestemisolution (18 mol L-1), dés 1h

d’incubation.
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Figure 7: Evolution du ratio [Se(IV)]/[Se total] (%) en solution. Moyenne des trois

réplicats + 1 écart-type.

Dans toutes les conditions, une forte modificatia la spéciation aqueuse est
observée. Le sélénite ne représente que de 2008a&adu Se total. Compte tenu de la valeur
du By initial (360 mV) (sauf pour G_6), une réductionictijue du Se(lV) n’est pas
envisageable dans nos conditions. Des résultattasas ont déja été observés par Février et
al (2007), en condition oxique. Les auteurs onfpssp que des interactions rapides entre la
les composés organiques dissous du sol et le Se(téfféraient lors de la mesure du Se(1V)
par génération d’hydrure (Roden et Tallman 1982rif¢ Sangiorgio, 1996). Néanmoins,

dans la condition G_6, le ratio [Se(IV)]/[Se totaft initialement supérieur aux autres
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conditions (76 £ 3%) alors que le potentiel esplies réducteur (-280 mV). Nous pouvons
alors supposer que des espéces anioniques présecgtte date (formiate, acétate) peuvent
interagir avec les composés organiques dissouslda Is place de Sed. Ainsi, le Se(lV)
est « libre » en solution et peut étre quantifiélpagénération d’hydrure.

Alors que dans les conditions S et C, le sélérgteaprésente que 50 % du Se total durant
toute la durée de I'incubation, dans les conditiGnsG_2, G_6 et G_10 une diminution du
ratio [Se(IV)]/[Se total] dans le surnageant delm est observé (Fig. 7). Dans la condition
G, le ratio [Se(IV)]/[Se total] diminue de 58 + 3 8018 + 5% durant les trois premiers jours
de l'incubation. Dans les autres conditions amesd€e 2, G_6 and G_10), quelque soit la
date d'injection du Se, les évolutions cinétiquasratio sont comparables a la condition G.
D’aprées le diagramme pHgE le sélénium élémentaire (Se(0)) et les sélénises (-11))
prévalent en conditions réductrices. De plus, ésgmce de Fe(ll), le sélénite peut étre réduit
abiotiquement en séléniures métalliques (FeSe 8eJ-Bruggenam, 2002). Compte tenu de
la valeur réductrice dejslans les conditions G, G_2 et G_6 (Fig. 1), naus/pns envisager
une réduction abiotique du Se(IV) en Se(0) ou §efMais, dans la condition G_10, malgré
un potentiel oxic (220 mV), le ratio [Se(IV)]/[Setal] diminue également. De plus des
espeéces réduites, comme Fe(ll) restent présentssla@ion a ce potentiel dit « oxique ». Par
ailleurs, notre période expérimentale (15 jourshlde trop courte pour pouvoir observer une
réduction abiotique (Lee et al., 2007). De plusfdile concentration en Se utilisée nous
prive de l'utilisation de méthodes spectroscopiqgaasmicroscopiques pour de meilleures
investigations. Ainsi, tous ces résultats suggegemstla spéciation du Se dans un sol est plus
complexe que ne le propose un diagramme de Pouyrbak;

Commeles interactions entre le Se(IV) et les compos@arugues dissous ou la réduction
abiotique du Se(1V) ne suffisent pas pour expligaediminution du ratio [Se(IV)]/[Se total],
Nous pouvons supposer que cette diminution estidwee réduction biotique. En conditions
anoxiques, le Se(lV) peut étre utilisé comme aenept’électrons (Garbisu et al., 1996) ou
réduit indépendamment de la chaine de transporéléesrons (Lortie et al., 1992). Le faible
nombre de bactéries séléno-réductrices dénombréggére que d'autre populations
bactériennes, qui ne peuvent pas croitre dans leumie culture choisi (Annexe V),
participent a la réduction du Se(IV), comme celdég@ été suggéré par Kessi (2006). Plus
particulierement, nous savons que les bactéridateuéductrices ont la capacité de réduire
de faible quantité de Se(IV) (Hockin et Gadd, 20083is, malgré la présence de sulfate dans
nos expériences amendées, aucune sulfato-réductoété observée. De plus, quelque soit

l'activité bactérienne présente au moment de lGtigen du Se, le ratio [Se(IV)]/[Se total]
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diminue de fagon similaire (Fig. 7). Ainsi, nousupons alors supposer que différentes
populations bactériennes sont capables de rédaifaibles quantité de Se(lV) quelque soit

leur activité.

1.2.2Le selenium en phase solide

Pour toutes les conditions, la somme du Se extaits les différentes étapes des
extractions séquentielles représente 100 + 20 %alunitialement introduit dans le batch.
Pour des raisons de clarté, les quantités de Saitesta chaque étape sont exprimées en
pourcentage de la quantité de Se total extrait t&irfie. la somme des 4 étapes). Les
évolutions cinétiques de la distribution solideSkisont présentés Fig. 8a pour les conditions
S, C et G et Fig. 8b pour les conditions G_2, Ghé@_10.

Dans la condition stérile (S), apres 1h d’incubatite Se retenu par la phase solide est
principalement retrouvé dans la fraction échangeabkc les phosphates (82 %) et dans la
fraction extraite avec NaOH (16 %). Les pourcerdade Se élémentaire et de Se résiduel
sont négligeables (< 1%). La distribution solide S& évolue ensuite dans le temps. La
fraction échangeable avec les phosphates diminugrgssivement et atteint 43 % al%
jour de I'incubation, alors que la fraction exteaitvec NaOH augmente a 48 %. Les fractions
Se élémentaire et Se résiduel augmentent maistdaibles a respectivement 3 % et 7 %.
Dans la condition C, les activités bactériennemodifient pas la distribution du Se entre les
différents composants de la phase solide ; lestaésisont similaires a ceux de la condition S
a tous les temps de l'incubation. Dans ces deusitions (S et C), la distribution du Se entre
les différents composants de la phase solide wblli§on de cette distribution sont similaires
a celles observées par Darcheville et al. (2008)&=e 1). Comme une réduction abiotique
semble peu probable a 360 mV, nous pouvons raibtemant considérer que I'explication
de I'immobilisation abiotique du Se est égalemeaiéible dans nos conditions. Ainsi, dans un
premier temps, le Se est rapidement adsorbé supdeiules du sol, puis cette fraction
adsorbée évolue ensuite vers une forme plus fortetigee avec les particules de sol par la
formation d’'un complexe non échangeable avec lesgiates. Cette hypothése a également
été suggéré dans des études précédentes portdas suimétiqgues de sorption du Se sur les
composants du sol (Barrow et Whelan, 1989; Zhan&parks, 1990). Tout comme les
travaux de Duc et al. (2006), nos résultats suggenee les processus de rétention du Se sont

plus complexe qu’une simple adsorption de surface.
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Pour les conditions amendées (G, G_2, G_6 and )z ld@istribution solide du Se est
similaire a celle de la condition S aprés 1h d'etion. Néanmoins, des différences
apparaissent entres ces conditions pour les tefimmsudation plus longs. Dans la condition
G, la redistribution du Se entre les différents posants de la phase solide est plus rapide
comparée aux conditions S et C. Al'Jour d'incubation, la distribution solide du Sendda
condition G est similaire & celle observée dansoladition C au 1% jour de I'incubation.
Dans la condition G, le pourcentage de Se retralares la fraction échangeable avec les
phosphates continue a diminuer avec le temps esufastu Se retrouvé dans la fraction
extraite & NaOH. Au 8%jour de I'incubation, la fraction échangeable alescphosphates et
la fraction extraite a NaOH représentent respenient 22 % et 63 %. Les fractions Se
élémentaire et Se résiduel augmentent et reprégergspectivement 4 % et 11 %. La
redistribution du Se entre les différents compasalg la phase solide dans les conditions
G_2, G_6 and G_10 suivent la méme évolution cinétique la condition G. Ainsi, la
stimulation des activités bactérienne a accéléréedistribution du Se entre les différents
composants de la phase solide, en faveur d’'une fphts rétention. De plus, quelque soit
l'activité bactérienne présente au moment de kitiggn du Se, la redistribution du Se est
similaire dans toutes les conditions. Ce résuliggére que le temps est le principal facteur
intervenant dans le contrble de la stabilisatiorsdulans le sol.

1.2.3Le sélénium en phase gazeuse

Aucune volatilisation du Se n’a été observée dam®ndition S, confirmant ainsi que
la volatilisation du Se est un processus strictérbétique. La volatilisation du Se est tres
souvent négligée en condition anoxique (Doran alestafader 1977, Guo 1999), méme si elle
a déja été observée pour des sols incubé ayd®eamer and Zoller, 1980). De plus, la
volatilisation du Se est généralement assimiléa @rocessus de détoxification (Hassoun et
al., 1995). Dans les conditions non stériles C etl&€ quantités similaires de Se volatil sont
mesurées, mais en faible quantité. La volatilisatiogmente avec le temps et atteint § $0
5 10° %o au jour 10. Aucune production de Se volatil n'essurée au-dela du '8 jour
d’incubation. La faible quantité de Se volatil, me& grace au traceur radioactiGe, peut
étre expliqué par la faible concentration en Se(itijsée (1 pmol [!), considérée comme
non toxique pour la plupart des microorganismesn@am and Frankenberger Jr., 2000).
Néanmoins, la quantité de Se volatilisée a prolvadhd été sous-estimée car le DMSe,

(principale espéce de Se volatil) est trés sol@@lang and Frankenberger Jr 1999). Ainsi,
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dans nos conditions expérimentales anoxiques, l&iNgation du Se n’est pas seulement un
mécanisme de protection pour purifier 'environnaime

Dans la condition G_2, les espéces volatiles doeSsont produites que durant les 4 premiers
jours d’incubation avec Se, soit entre le jour j@aion du Se (jour 2) et le jour 6 (9x31@%o +
4x10° du Se total). Dans la condition G_6, la productienSe volatil augmente de 351%o

+ 1x10% au jour 10 (4 jours aprés l'injection du Se) & I%2@ + 1 10° au jour 15 (9 jours
apres l'injection du Se). Dans la condition G_18, vblatilisation du Se n’est mesurée
uniquement au jour 15 (5jours aprés I'injectionSk) et est inférieure aux conditions (3%10
% + 6x10%. Malheureusement, il n'est pas possible de reti@irement une activité
bactérienne spécifique au processus de volatdisatu Se a cause du faible contraste obtenu
entre les différentes conditions et la variabiéigpérimentale entre les réplicats (jusqu'a 50 %

dans certaines conditions).

2. Conclusion

Pour conclure, en conditions anoxiques, la réentiu Se est principalement due a
des processus abiotiques. Le coefficient de digich (Kd) correspondant est d’environ
50 | kg?, ce qui est caractéristique d’une espéce modétémebile. Cette valeur se trouve
dans la gamme de Kd (5-50 1'Rg proposé par Roussel-Debet et Colle (2005). Nééamsn
des processus biotiques ayant des effets sur lpatement du Se ont été mis en évidence,
comme une modification de la spéciation aqueusgp(sée étre de la réduction biotique du
Se(lV) en Se(0)), une accélération de la redistidbudu Se entre les différents composants
de la phase solide et de la volatilisation du Secepté pour la volatilisation, tous ces
processus biotiques contribuent a diminuer la ntéhilu Se par une plus faible extraction du
Se sorbé (diminution de la fraction échangeable éagphosphates). Ce résultat est similaire
a celui observé par Haudin (2006) dans des conditr@ductrices. Aucun effet d0 a une
activité bactérienne spécifique ciblée n'a pu @&iservée. Lorsque le Se(lV) est présent a
I'état de trace dans un sol, plusieurs activitégdyéennes sont compétentes pour réduire le Se

et le volatiliser.
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L'objectif de ce travail était d’évaluer I'impaates parameétres géochimiques et
microbiologiques d'un sol sur le Se (transformagiomobilité, cinétique des flux entre
compartiments...). Plus particuliérement, il s’agitsda savoir quels parameétres affectaient la
mobilité de cet élément. Cette étude visaient abtenpartiellement le manque de prise en
compte des divers processus dans ['évaluation mgscis sanitaires, radiologiques ou

chimiques liés au rejet de Se a I'état de trace darsol.

Pour cette étude, nous avons :

(1) effectué une synthese de I'état de l'art aratit notamment (i) sur les effets des
interactions entre composantes géochimique abmt&jumicrobiologique sur la mobilité du
Se, et (ii) sur les réactions et transformationgidpies et abiotiques connues du Se ;

(2) mis au point une méthodologie expérimentaleigisciplinaire pour remplir notre
objectif de distinguer le r6le des composantes lgéuque abiotique et microbiologique
(activité bactérienne et/ou fongique) dans le @atdu comportement du Se dans le sol ;

(3) réalisé deux séries d’incubations de sol,yestésne « batch », dans des conditions
oxiques et anoxiques, dans lesquelles nous avavidadistribution d’'une contamination en
Se.

Les incubations de sol ont été réalisées a pddir théme échantillon de terre, provenant
d'un sol sableux, prélevé autour de la centrale EI2F Creys-Malville (arrétée depuis

décembre 1998 et en cours de démantelement). Le &t incubé, apres avoir simulé une
contamination en Se avec un apport de 0,4 mg Ssokgec, pour des durées allant de 1 h &
15|, en conditions oxique ou anoxique. Afin de yau mesurer de trés faibles quantités de
Se, nous avons utilisé une solution de Se marqué&Sa (1000 Bg/ml). Pour chacune des
conditions oxique et anoxique, différentes incutyai ont été réalisées sur du sol sans
amendement organique (condition de référence) stsapmendement pour stimuler les

activités microbiennes bactériennes et/ou fongiqu®ss incubations réalisées dans des
conditions stériles (sol stérilisé par irradiatigamma) nous ont permis de différencier les

processus biotiques des processus abiotiques.

Les différents systemes obtenus ont été caractgreédes mesures périodiques :
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i. des parameétres géochimiques tel que le pH,4leld composition de I'atmosphére
gazeuse (@ CO,, N, N2O, H,, CHy), la composition de la solution (composés orgassqet
inorganiques) ; et

ii. des paramétres microbiologiques tels que la bioentrdale, la biomasse fongique, la
densité bactérienne, la caractérisation de la tstree des communautés bactériennes, le
dénombrement de bactéries cultivables dénitrif@rfermentaires, Se®réductrices et Felll-
réductrices.

Ces mémes systemes ont fait I'objet de caracténsafines des flux de Se entre phases
liquide, solide et gazeuse. Concrétement :

- en phase gazeuse, nous avons mesuré la fraeise volatilisée,

- en phase liquide, nous avons mesuré les cirggigilimmobilisation du Se et nous
avons suivi les évolutions de Se soluble (< & .22 ou contenu dans la fraction supérieure
a 0,22 um (fraction colloidale). Pour le Se soluptea 0,22 um), nous avons estimé
sommairement la spéciation du Se par une mesusespkcifique de la quantité de Se(lV) ;

- en phase solide, la quantité de Se immobiligééadéduite des mesures de Se total
dans le surnageant des batchs. La distributionedauSsein dans la phase solide a été obtenue
par des extractions séquentielles selon le pratodel Coppin et al. (2006) qui distingue
quatre fractions avec dans l'ordre d'extracti@nSé(V) échangeable avec HPQle Se lié a
la matiére organique et/ou aux oxydes métalliques Extrait avec le pool précédent), le Se
élémentaire Se(0), et le Se résiduel non extraitsdas pools précédents. Nous avons

également quantifié la fraction de Se associéxdolaasse.

1. Rappels des principaux résultats

1.1 En condition stérile

Alors que nous nous attendions a ce que le sdiégoit peu réactif vis-a-vis du Se
car il est composé a plus de 70% de quartz, ledtaés montrent que ce sont principalement
des processus abiotiques qui contribuent a la trétenlu Se sur la phase solide (51% de
rétention en condition oxique et 84% en conditiopxaque). Alors que les quantités retenues
sont différentes, la distribution du Se en phadelesc’est avérée identique en condition
oxique et anoxique a tous les temps étudiés. Eat, edfec I'échantillon de sol stérile, la

présence ou I'absence d@ans le milieu n’a pas engendré de modificatidifisctant les
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parameétres géochimiques du sol tels que le pH @&,lee qui peut expliquer I'analogie des
résultats dans la distribution en phase solideeargs conditions.

D’un point de vue quantitatif, la rétention abipte du Se s’est avérée rapide : le taux
maximal retenu par le sol stérile est atteint @&4°F heure de contact. En revanche, d'un
point de vue qualitatif, une évolution temporeléeld distribution du Se au sein des différents
pools a été constatée. Pour des temps courts (@ Be était retenu principalement par des
mécanismes d’adsorption surfacique (80 % de Sengelable), les 20 % restant de Se
immobilisé pouvant étre attribués soit a un mardje#ficacité de I'extraction aux phosphates
(une seule étape, non répétée), soit a un mécanismetention autre que de I'adsorption de
surface, montrant que la rétention du Se peutugtrerocessus complexe. En effet, ces 20 %
de Se restant sont retrouvés principalement darfsatdion 2 (extraite a NaOH). Cette
fraction représente théoriquement le Se lié a ldiema organique et/ou aux oxydes de
métalliques, par un mécanisme autre qu’'une adsorplé surface et indépendamment de son
degré d’oxydoréduction. Cette distribution initiadeolue ensuite en faveur d’'une plus forte
rétention du Se dans le sol. Cela se traduit pardiminution de 80 a 45 % de la fraction
eéchangeable au profit des autres fractions. Latiétedu Se dans le sol étudié apparait donc
comme un mécanisme en deux temps, y compris paicaeditions purement abiotiques.
Tout d’abord une adsorption de surface, puis umduéwen de cette fraction Se adsorbée vers
une forme plus fortement liée avec les particukesal, soit par diffusion soit par la formation

d’'un complexe de sphére interne non échangeabteles@hosphates.
1.2 En conditions non stériles

Que ce soit en conditions oxiques ou anoxiquesis mdavons relevé aucun effet
toxique du’®Se sur la production de GOni deffet sur la structure des communautés
bactériennes. La concentration en sélénite util€8¢ mg Se.kgsol sec) ne se situait pas
dans la gamme des concentrations toxiques pouni@®organismes. Pareillement, Haudin
(2006) et Février et al. (2007) n'avaient obserwéuame modification sur les activités
respiratoires aérobies d’'un sol lors de l'incubatavec des concentrations en sélénite plus

importantes, allant jusqu’a 5 mg Se’kgl sec

La réactivité du Se dans un sol « non stérilepedd des microorganismes présents et
de leurs activités. La méthodologie mise en plamgsra permis (i) de caractériser au mieux

les différents états microbiologiques obtenus d&s différentes incubations et (ii)
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d’identifier les processus majeurs gouvernant |®iiité du Se dans chacune des incubations,

oxigues et anoxiques.

1.2.1 Incubations en conditions oxiques

Le sol étudié se caractérise par une biomassseggitue parmi les valeurs basses de la
littérature (< 100 pg C/g sol sec) (Badalucco gtl#l97 ; Schutter et Dick, 2001). Ce résultat
était attendu car le sol est sableux et relativérpauvre en matiére organique et en minéraux
argileux, ces compartiments étant connus pour @® « habitats » préférentiels de la
microflore du sol. Cette biomasse est composéeviaoen70 % de chamipgnons. Différentes
populations bactériennes ont été identifiées confaieant partie des phylums des
bacteroidete®t desverrumicrobig especes ayant déja été identifiées dans destéicmsde
sol.

Différentes activités microbiennes ont pu alore &timulées par I'ajout de 2 amendements
carbonés différents : la cellulose et le glucoses Eomposés ont engendré une augmentation
de la biomasse et de la respiration differemmaintsi, la production de GCtait multipliée
respectivement par 5 et 16 suite a l'apport dellosk et glucose. De maniére qualitative, le
développement de populations bactériennes a étéifigné a chacun de ces deux
amendements. Afin de différencier les réles descgssus bactériens et des processus
fongiques vis-a-vis du comportement du Se, desr@rpétations avec amendement glucose
et ajout d’'un bactéricide ou d’'un fongicide ont éféectuées. Les résultats obtenus ont été
interprétés avec prudence car I'utilisation d'ustéacide ou d'un fongicide ne permet pas
d’exclure totalement les microorganismes ciblés tésultats ont montré que I'antibactérien
a été efficace au début de I'incubatiena( 3 jours) : une forte augmentation du compartimen
fongique & 7) était observée aprés 6 j d'incubation maisdeld du 8™ jour d'incubation,
des populations bactériennes du geReenibacillus résistantes a I'antibactérien, se sont
développées dans le systeme. L'effet de I'antiigueg sur les microorganismes du sol a été
visible durant les deux premiers jours de l'incidrat Tout comme dans la condition avec
amendement glucose, le glucose a permis a desrieacttu genre-lavobacteriumde se
développer préférentiellement et I'antifongiqueeairpis a d’autres populations bactériennes
de se développer dans le milieu, certainement dle lavée de quelques compétiteurs
fongiques (et/ou bactériens, en moindre mesure).

Dans ces conditions oxiques, la non-stérilité ykiésne induisait une diminution de la

mobilitté du Se (par rapport aux conditions stéyileRar ailleurs, les cinétiques
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d'immobilisation du Se sont corrélées aux vitessesiéveloppement des microorganismes.
Ainsi dans la condition sans stimulation microbien69 % du Se est retenu par la phase
solide apres 10 jours d’incubation. La valeur der&enu augmente a 95 % deées 2 jours
d’incubation en présence de glucose et un équildmee phase liquide et solide semble
atteint. Le pool bactérien semble avoir été le gipal acteur de cette augmentation.
Toutefois, toutes les populations bactériennesonéribuent pas nécessairement a la rétention
du Se puisque des populations bactériennes du ambacillusse sont développées dans
la condition avec antibactérien et n’ont pas engazsld’augmentation de rétention du Se sur
la phase solide.

Tout comme en condition stérile, une redistributitnSe au sein des différents composants
de la phase solide est observée, allant vers wsefpite rétention (diminution de la fraction
de Se échangeable). Alors que pour un sol non aénem organique, la redistribution du Se
dans la phase solide est proche de celles obsepaesles conditions stériles, elle est
beaucoup plus importante dans les conditions anesn{dminution de 80 a 25 % de la
fraction échangeable). Ce résultat montre ainsigbrtance de la nature des microorganismes
dans les processus de rétention du Se. Tout coraméténtion sur la phase solide, le
développement du pool bactérien semble étre agliwide 'augmentation de la force de
rétention du Se au sein de la phase solide.

Deux autres processus ont pu étre mis en évidébe®.processus résultent tous deux de
réactions directes entre Se et microorganismesretuisent cette fois-ci a une augmentation
de la mobilité du Se dans le sol.

- Dans les conditions expérimentales ou le comparit bactérien a été favorisé, nous avons
mesuré du Se de taille colloidale (> 0.22 um).&duction abiotique du Se étant peu probable
dans nos conditions oxiques, ce résultat peutiéteeprété comme une preuve d’interaction
directe Se-bactéries. Deux hypotheses peuventggigolice constat : il peut s’agir de granules
de Se(0) expulsées de la cellule bactérienne suitee réduction (Garbisu et al., 1996 ;
Oremland et al., 2004), ou de Se incorporé dansbbagéries (Garbisu et al., 1996).
Malheureusement, la concentration de Se utilisées daette étude est trop faible pour
permettre I'utilisation de techniques microscop&u®l spectroscopiques qui permettraient
d’identifier la nature du Se colloidal. Néanmoinsus avons pu mesurer une fraction de
sélénium associée a la biomasse. Elle atteint ¢¢u8 % du sélénium total pour un sol
amendé en glucose. Dans toutes les conditionsidatie de sélénium associée a la biomasse
tend a diminuer avec le temps. Contrairement adétde Chabroullet (2007), nous n’avons

pas pu corréler cette quantité a la quantité totdéde microorganismes présents. Les
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experiences avec bacteéricide et fongicide, nowsséait fortement supposer que le sélénium
est plutdt associé a la biomasse bactérienne phutdt la biomasse fongique. Le Se sous
forme colloidal et le Se lié aux bactéries se teodans la fraction soluble, et peut, a ce titre,
étre transporté avec la phase liquide vers lesztwosi de sol plus profonds et la nappe
phréatique.

- L’autre processus mis en évidence est la vdatibn du sélénium conduisant ainsi a une
dissémination possible du sélénium hors du syswoheles résultats montrent qu’a la fois
bactéries et champignons sont capables de vodatiless Se. Toutefois, les quantités de
sélénium volatilisé sont faibles, de I'ordre de% au 6™ jour d'incubation pour une
condition non amendée. Néanmoins, compte tenu the esign expérimental, une sous-
estimation de la volatilisation du sélénium estgiale car une part importante du Se volatilisé
a pu étre piégée en phase liquide car le DMSe st aspéce trés soluble (Zhang et
Frankenberger Jr, 1999). De plus les quantitéstilieéses sont totalement dépendantes des
microorganismes présents. Le compartiment fongitpusqu’il est favorisé, est un important
producteur de Se volatil (de I'ordre de 0,16 %o &lf pour d'incubation).

1.2.2 Incubations en conditions anoxiques

En condition anoxique, nous avons supposé queidmdsse est majoritairement
bactérienne et donc nous avons négligé le compamtifongique (Prescott et al., 2003). Les
dénombrements bactériens du sol brut ont montrprésence de bactéries fermentaires
(2,9x1d bactéries. gsol) et dénitrifiantes (1,7xP0bactéries. gsol). Malheureusement,
l'identification des populations bactériennes aislédans la structure des communautés
bactériennes n'a pas été possible. D’autre pampotentiel d’oxydo-réduction du sol s’est
maintenu a une valeur oxique (360 mV) durant téat@éurée d’incubation témoignant d’'une
matiére organique du sol (< 1 %) pas suffisammepathible pour permettre des processus
métaboliques respiratoires.

Contrairement aux conditions oxiques, un seul amewt a été utilisé en condition
anoxique, le glucose. Dans un premier temps, neosacherché a identifier I'enchainement
des processus métaboliques liés a la dégradatiagiutwse. Dans un second temps, nous
avons injecté le Se a différents moments de l'iatioln (au début de I'incubation, a 2j, 6j et
10j) correspondants a la présence des différertidatés métaboliques afin d’étudier leur

effet spécifique sur les transformations du Se.
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L’enchainement de processus meétaboliques lies délgradation du glucose a pu étre
clairement identifié dans le temps. Liés a la sotunutritive (glucose, NeNH,4 et K;SOy),

les processus de dénitrification et de fermentagmmt prépondérants au début de I'incubation
(O et 4 jours). lls expliquent respectivement Igpdrition des nitrates durant les deux premiers
jours et la formation d’éthanol, d’acétate et derfiate jusqu’au 4"jour. La lyse du formiate
n'est pas instantanée et se déroule entré"&et le 8™ jour de I'incubation, produisant du
CO; et de ', dans I'atmosphére du batch. L'acétogénése vramitdéau 4™ jour de
lincubation et continue jusqu'a la fin de lincuimn (15 jours). Elle engendre une
diminution d’éthanol et de butyrate ainsi qu'ungortante production d’acétate et d’H.a
réduction du fer ne joue qu’un réle mineur danadiinement des processus, ne mobilisant
au maximum que 5x10mol L™ de fer entre le 4 et le 16™ jour d’incubation. L’homo-
acétogénése se déroule dans le systétme entrd"et8le 16™ jour d'incubation. Elle
explique la disparition de I'tHet contribue a la production d’acétate. La métgénése et la
sulfato-réduction n'ont pas été détectées durant3ejours d’'incubation.

La production de C@et la production d’acides organiques ont engendeéacidification du
systéme a partit du®®® jour d'incubation (diminution du pH de 7,7 & 6,8ps différents
processus métaboliqgues ont conduit a la produafiespéces réductrices dans le milieu
modifiant ainsi le | du systéme. Trois couples semblent réguler I&@tydo-réduction du
systéme : entre 0 et 3 jours, le couplesNXD, & 360 mV, puis le coupleAH" entre le 3™

et le 8™ jour & -280 mV et enfin le couple ¥4 & 220 mV entre [e®8%jour et la fin de
l'incubation.

Contrairement aux conditions oxiques, la présatese microorganismes dans le sol
brut n’a pas contribué a une augmentation de latggaale sélénium retenue. Ce résultat peut
étre expliqué par une rétention abiotique sur g&@lile proche de la quantité maximale de
rétention du sol (89 + 1 %). Pour le sol brut, daistribution du Se au sein des différents
composants de la phase solide est identique auslitmors stériles. La stimulation des
activités bactériennes par I'ajout de glucose s @ngendré de différence significative sur la
quantité de Se retenue en phase solide, mais ad@négane redistribution en phase solide
plus rapide, et a contribué a une plus forte augatien de la force de rétention au sein de la
phase solide (diminution de la fraction échangeabtx les phosphates de 59 % durant les 15
jours d’incubation).

En conditions anoxiques amendées, nous avons mesaraiminution de la quantité de
Se(IV) en solution. Nous avons alors supposé quidaiction bactérienne de Se(IV) en

Se(0) avait lieu. En effet, une réduction abioticaeenble peu probable compte tenu de la
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durée d’expérimentation (15 jours) trop courte, réam conditions trés réductrices (-280
mV) et en présence de ¥een solution. Néanmoins, celle-ci ne peut pas &ttalement
exclue. Contrairement a ce qui était attendu,\ilanpas eu de production plus importante de
Se(0) (détectable par les extractions séquentfjglies rapport aux conditions oxiques. Les
quantités de Se extraites avec,8l@ ne dépassent pas 5 % et aucune production de Se
colloidal n'a été observée.
La volatilisation du Se est souvent négligée erx@n(Doran et Alexander, 1977 ; Zhang et
Frankenberger Jr, 1999 ; Haudin, 2006), bien gereit déja été observée dans des sols
incubés sous N(Reamer et Zoller, 1980). De plus, ce processusas/ent assimilé a un
mécanisme de détoxication. Dans toutes nos conditimn stériles, nous avons mesuré une
production de Se volatil. Cette quantité est taitefnférieure aux quantités mesurées en
conditions oxiques (0,009 %o cumulé au®Ojour d’'incubation contre 0,3 %o avec un
amendement cellulose). La stimulation des activibdstériennes n'a pas augmenté la
production de Se volatil. D’autre part, des expéntations complémentaires (effectuée lors
du stage d'Astrid Calamel) ont montré que la rég@nation d’'un sol brut, incubé en
condition anoxique, stoppe la production de Se tifplauggérant ainsi l'intervention de
bactéries anaérobies strictes dans le processudatdisation en condition anoxique.

Dans les conditions amendées, nous n'avons pasgtine en évidence d’effet plus
marqué des activités microbiennes stimulées siétéamtion du Se, sa distribution au sein des
composants de la phase solide ou sa volatilisatdn¢e pour les différents processus

métaboliques spécifiques qui ont été ciblés (ilaestdifférées du Se).

2. Discussion sur la méthodologie et les résultatdtenus

2.1 Méthodologie

Généralement, il existe principalement deux tyg@pproches dans les études de la
mobilité d'un élément dans un sol : soit les conapbas du sol sont étudiées séparément, soit
le sol est étudié dans toute sa complexité. Dapselmier cas, que ce soit sur les composantes
microbiologiques (cultures de bactéries, champignonou géochimiques (phases minérales
et organiques), ces études visent a appréhendeméeanismes trés fins en terme de
réactivité tel que les processus de réduction ettowuolatilisation pour les microorganismes
(Garbisu, 1996 ; Frankenberger Jr et Karlson, 13Rdnjard et al., 2002) ou les processus de
sorption pour les phases solides (Bar-Yosef et M&887 ; Zhang et Sparks, 1990 ; Jacquier
et al., 2001). Dans le second cas, la réactivité S@u est étudiée d'un point de vue

macroscopique (isothermes, Kd), au détriment quesi-des processus microbiologiques
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intervenant. Dans le cas des radionucléides (Kaem@ et Prohl, 2001 ; Ashworth et al.,
2008 ; Um et Serne, 1993), uniquement les paramptrgsico-chimiques tels leyEle pH, la
teneur en eau et les teneurs en phases minéralegagiques sont considérés pour évaluer la
mobilité de ces éléments dans les sols.

Dans notre étude, nous avons voulu étudier la @lilun élément, le Se, dans un sol dans
sa globalité. Ce que nous avons cherché a apmortplus par rapport a toutes les études déja
existantes, c'est la prise en compte simultanée desposantes géochimiques et
microbiologiques du sol, pas seulement d’'un poiatwilile macroscopique, mais de les
identifier et de les nommer, quand cela était fdssiAinsi, nous avons développé une
méthodologie expérimentale pluridisciplinaire avkxs outils géochimiques (mesure de E
pH, analyse de gaz et de solutions...) et microbiglegs (dynamique de croissance de
biomasses spécifiques, caractérisation des comrtémdnactériennes et identification des
populations, identification des processus métahebg..) nous permettant d’identifier les
différents parametres impliqués. Toute la diffieutte cette étude pluridisplinaire a été de
manier différents domaines mais aussi différentbeles d’approches.

A titre d’exemple, la méthodologie mise en placesia permis, dans un premier temps, de
contraindre le sol d'étude dans différents étatsnous avons fait varier les paramétres
géochimiques et/ou microbiologiques tout en lestifiant. Nous avons ainsi montré que la
mobilité du Se dans un sol est majoritairementrédée par des processus géochimiques. Par
ailleurs, la méthodologie complete nous a permis algservations précises : les processus
microbiologiques ont un réle sur la spéciation du eéh solution et donc sa mobilité. En
conditions oxiques, les bactéries sont responsaiidesa formation de Se colloidal. En
conditions anoxiques, le Se(lV) en solution diminpeobablement réduit en Se(0) sous
I'action des bactéries. Ainsi, ce n'est plus foreatdu Se(lV) qui rentre en contact avec les
couches de sol sous jacente au point de contamnaie plus, alors qu’en conditions
oxiques, nous avons mis en évidence que la ré@ctidu Se était fonction des
microorganismes présents, en conditions anoxigless différentes activités bactériennes
ciblées (dénitrification, fermentation, réductiom der, homoacétogénése et acétogénese
vraie), impliquant différentes populations bacténies, n'ont pas eu d’effets significatifs sur
le comportement du Se.

Cette méthodologie peut donc étre appliqué enmeuwdu laboratoire pour d’autre éléments
dont la mobilité est sensible ay Ehais aussi aux activités microbienne tels queU,cCr,

As, Sr, I, Cd... (Um et Serne, 1993 ; Koch-SteindPebhl, 2001 ; Ishii et al, 2004 ; Wang
and Stauton, 2005 ; Ashworth et Shaw, 2006 ; Astiweiral., 2008).
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2.2 Systéme batch

Parmi les objectifs de cette étude, nous soulmaitiaboutir & une meilleure
compréhension des processus géochimiques et notoglfues affectant la mobilité du Se
dans un sol. Nous avons alors fait le choix de maser dans un systéeme batch. Ce systeme
nous paraissait le plus approprié car il nous ptaihee:

- travailler sur des systémes homogenes, nousepierm de négliger les gradients de
concentration en gaz et solutions,

- réaliser des calculs de bilans pour faciliterddhtification des processus
microbiologiques,

- caractériser des cinétiques réactionnelles,

- et effectuer un grand nombre d’expérimentations

Néanmoins, Ashworth et Shaw (2006) ont montré ®lgs limites et incertitudes associées a
l'utilisation d’'un systéme batch pour I'étude derfebilité des contaminant dans les sols
(Kd). Tout d’abord, le systéme batch nécessite woe® de solution ce qui n'est pas
représentatif d’'une véritable solution de sol. Plés cinétiques « courtes » des études en
batch ne sont pas toujours suffisantes permetiteéactions de s’effectuer.

De plus, le systeme batch a entrainé des artéfantslésirés tel que :

- 'accumulation de C@ qui dans nos conditions entraine une diminutiarp#l (Stumm et
Morgan, 1996) non négligeable car la rétention dueSt pH-dépendante. Cet artéfact a pu
étre atténué en condition oxique grace au rencawelht de 'atmosphére des batchs.

- 'accumulation de B qui peut temporairement inhiber des réactions cemar exemple les
réactions d’acétogenéese (Dolfing, 1988).

- l'agitation et la suspension des microorganisreasceptible de perturber les fonctions
microbiennes.

- la dissolution du DMSe, espéce volatile du Seonitajre, en phase aqueuse entrainant une

sous-estimation des quantités volatilisées.

2.3 Caractérisation du compartiment bactérien
En condition anoxique, nous avons identifié lescpesus métaboliques majoritaires
engendrés par la dégradation du glucose. Nous gimmsaassocier a ces processus des

dynamiques fonctionnelles et des populations biactées.
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Les dynamiques fonctionnelles ont été étudiées lpartechnique d’estimation
statistique du Nombre le Plus Probable (NPP). Cetéthode comporte des limitations
intrinséques (Tate, 1995), dont nous avions conseie

- la variabilité due a la précision des procédaeslilution ;

- la capacité de croissance des microorganismestlincubation ;

- la sélectivité des milieux de culture plus ouimsaestrictive.

De plus, moins de 1 % des bactéries du sol sorivables sur des milieux de culture
artificiels. Cette méthode nous a tout de méme gediobtenir des tendances dans les

dynamiques fonctionnelles coincidant avec les mue métaboliques identifiés.

Nous avons également pu bénéficier d’une technudgienicrobiologie moléculaire pour
obtenir la structure des communautés bactérienpastia d’'un fragment du géne codant pour
ARN16S extrait d’'un échantillon de sol. Nous asoainsi obtenu un profil de bandes, ou
'on considere couramment qu’une bande représemepopulation bactérienne majoritaire
du systéme et lintensité relative de chaque baegeésente I'abondance relative de cette
population particuliere dans la structure de comewid Afin de relier les processus
identifiés a des populations bactériennes, un icentambre de bandes (les plus intenses) ont
été séquencées. Malheureusement, cette techniqudomee qu’une information semi-
qualitative et comporte quelques artéfacts :

- seules les communautés bactériennes majoritdireysteme sont détectées (Muyzer et al.,
1993) ;

- due a la complexité des communautés bactériedius sol, 'ADNr 16S de plusieurs
populations bactériennes peut étre compris danssanke bande large, appelée « smear »
(Nakatsu et al., 2000) et inversement, une populaiactérienne peut étre représentée par
plusieurs bandes (Ueno et al., 2001).

Ainsi, a cause d’'un regroupement trop importanpdpulations bactériennes sous une seule
bande, l'identification des populations bactérienrem conditions anoxiques n’'a pas été

possible.

La méthode du « clonage-séquencage » (Talbot,e2@)8) nous aurait permis d’éviter ce
genre d’inconvénient, mais plus colteuse en tempsa&¢ériel, elle ne garantissait pas non
plus lidentification des populations responsahliles processus métaboliques identifiés. Les

avancées récentes dans le domaine des méthodesutamis tentent de cibler des génes
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fonctionnels (Talbot et al., 2008), mais ces mé#saestent encore limitées par la spécificité

taxonomique des sondes.

2.4 Etude d’'un élément a I'état de trace

Un des intéréts de notre travail était I'étudeStua I'état de trace dans un sol. Pour
pouvoir accéder a de faibles concentrations efiitisation de I'isotope radioactif’Se était
indispensable.Toutefois, I'utilisation d’'un isotopaioactif améne aussi quelques contraintes.
Dans nos expérimentations, fSe utilisé en conditions oxiques et anoxiques it'@&s issu
de la méme source. La source de sélénite utilisee [®s conditions oxiques était plus
ancienne (7 mois) que celle utilisée pour les dam anoxiques, utilisée immédiatement
aprés réception. Bien que I'état d’oxydation desdéution de sélénite (stable’3Se) ait été
vérifié par spectrométrie d’adsorption atomiqueptéua une génération d’hydrure (GH-AAS)
dans des « blancs » (batch sans sol) pour les tcomlioxiques et anoxiques, un faible
pourcentage d’oxydation diPSe(IV) en "°Se(VI), en deca du seuil de détection de la
spectrométrie d’adsorption atomique ne peut étadament exclu. Ceci expliquerait alors la
différence de rétention du sélénium entre les ¢mmd oxiques et anoxiques.
L'utilisation de Se a I'état de trace nous a égaeimlimité dans le choix des outils
expérimentaux. Des méthodes spectroscopiques aosoapiques permettent d’accéder aux
différents états d’oxydation du Se directement digshantillon solide ou aux différents
types de complexes formés entre la phase solitke &, mais ces techniques nécessitent de
fortes concentrations en Se (> 10 m@)kgAussi, nous avons utilisé la technique des
extractions chimiques séquentielles pour accédardsstribution du Se en phase solide. Les
extractions chimiques (séquentielles ou paralledes)t souvent critiquées pour leur manque
de sensibilité mais surtout leur manque de séigetiDe plus, nous sommes entierement
conscients que par cette technique, nous n‘avana@aes aux mécanismes géochimiques au
sens strict, mais uniquement a une répartition iplessdu Se au sein des différents

composants de la phase solide.

La faible concentration de Se utilisée dans céttele n'a pas non plus permis
d’accéder a tous les processus microbiologiquesgsne par exemple l'utilisation de
techniques microscopiques ou spectroscopiquesvyabidier ou non I'hypothése de réduction
du Se(lV) en Se(0) par I'observation de granuleSe@®) (Garbisu et al., 1996).
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Au final, en étudiant le Se a I'état de traceusi@vons pu obtenir au mieux des
corrélations entre les parametres géochimiques stlimonné et la rétention du Se, entre le
développement de biomasses et les cinétiques daoreau Se, ou encore des tendances a
limmobilisation du Se dans le sol ou au contraife dispersion par la volatilisation.

Toutefois, il est, aujourd’hui encore, trés difficide caractériser et de différencier des
processus tout en restant réaliste, c'est-a-dins si@coupler les différents composantes,
biotiques et abiotiques, du sol. En effet, les ésugbrtant sur la réactivité du Se sur les phases
minérales pures d’'un sol ou en culture bactériesoie apportent des éléments pour la
compréhension des mécanismes, mais ne correspoadesicun cas a un milieu réaliste,

contenant de nombreuses interactions.

3. Perspectives

Tous ces résultats ouvrent a de nombreuses pévgsed études :

- Les processus abiotiques observés dans cettle &ont caractéristiques du sol
étudié. Ainsi I'étude de la réactivité du Se potauttes types de sols avec des propriétés
physico-chimiques différentes permettrait de condir, ou non, les tendances observées ici.
Des études menées au LRE sur d’autres sols agrioolemontrés des tendances similaires
(Chabroullet, 2007 ; Février et al., 2007)

- Nous avons vu que d’'un point de vue macroscapipaur le sol brut, les conditions
d’oxydo-réduction du sol n’étaient pas fortemeritédentes entre les incubations anoxiques
et oxiques. Aussi, nous nous sommes demandésésatian d’un sol incubé en condition
anoxique engendrerait une remobilisation du SeteGHtide a été réalisée avec du sol brut,
sans amendement, par Astrid Calamel lors d’'un sedfpetué dans notre laboratoire. Les
résultats n’ont pas montré de désorption du Selaesslution du sol suite a I'aération du sol.
Une perspective a ce travail pourrait étre d’eXaeerles conditions de pré-incubation
anoxique, par I'ajout d’'un amendement glucosé a@arsnavons vu que la stimulation des
microorganismes engendre a la fois un état géoqghienplus réduit et une plus forte rétention

du Se au sein de la phase solide.

- L’étude de l'autre forme soluble du Se, le S¢(¥bnnu pour étre beaucoup plus
mobile dans un sol, est inévitable pour une carigetigon plus compléte de la réactivité du Se
dans un sol. En effet, le Se(VI) ne s’adsorbe pasrés peu sur les composants de la phase

solide (Neal et Sposito, 1989), mais il existe wussibilité de réduction en Se(lV) et
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d’interaction directe avec les bactéries. Quelted ses cinétiques de réaction ? Nous savons
également que les bactéries qui réduisent le Se@\gont pas nécessairement les méme que
celles qui réduisent le Se(VI) (Lloyd et al., 200Quel impact cela aura-il sur les processus
biotiques ? Le compartiment fongique a-t-il la mécapacité a volatiliser le Se(VI) que le
Se(lv) ?

- La réalisation d’expérimentations sur colonnessdl, apporterait un complément
d’'informations sur la mobilité du Se dans un mil@us représentatif du milieu naturel avec
des variations hydriques, des micro-niches anosiglaeproximité de différentes populations

microbiennes ... .

- Enfin tous les résultats obtenus dans cetteegodrront contribuer a I'amélioration
des modeles radioécologiques couramment utilisés giécrire le devenir du Se dans les sols
et pour évaluer ses impacts sanitaires, radiol@siqu chimiques. En effet, ces modeles sont
basés essentiellement sur des lois mathématiqogsesi modélisant un équilibre entre les
composants du systeme, par exemple, dans notrertas,phase solide du sol et solution du
sol, par le coefficient de distribution, Kd. La faulation du Kd repose sur un certains
nombres d’hypothéses dont la notion d’équilibrales phénomenes de sorption/désorption
instantanés et réversibles. Or, nos résultats omtnéd qu’il est important de tenir compte de
la cinétique dans les processus de rétention dat ke distribution au sein des différents
composants de la phase solide. De plus, méme révisibilité des réactions n'a pas été
directement étudiée dans nos expérimentations,rémgtats ont montré qu’il existe une
évolution du Se au sein des différents composanta ghase solide, allant dans le sens d’'une
immobilisation du Se. Ces résultats suggerent aloescertaine irréversibilité des processus
de sorption. De plus, nos résultats ont montré mpijpartie du Se pouvait étre volatilisée. Or,
ce processus n'est jamais pris en compte dansdegles radiologiques, peut étre parce que
les quantités volatilisées sont relativement faiblet ne modifient pas I'équilibre
solide/liquide. Néanmoins, ce processus de vdatithn contribue a une dispersion du Se
dans l'environnement, et ceci peut avoir des camséces sanitaires et radiologiques
importantes dans le cas de Se radioaClfig ou’*Se).

Tous nos résultats sont en accord avec ceux d’Aghwebal. (2008), qui ont montré dans une
étude récente, en colonne de sol, que les interectentre la teneur en eau, le potentiel
d’oxydo-réduction et la spéciation du Se doiveme &onsidérées pour la modélisation du

transport et du devenir du Se dans I'environnement.
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Abstract

The aim of this study was to investigate the aflenicroorganisms on the behaviour
of selenium in natural soil maintained under diyicierobic conditions. Six-day batch
experiments were performed with soils constraireeditferent microbiological states, either
by sterilisation or by adding organic substratedeum was added to the soil as selenite.
The distribution of selenium in the gaseous, liqaidd solid phases of the batch was
measured. Selenium partitioning between the varisoid phases was investigated by
chemical sequential extractions. Active microorgars played major effects on the
distribution of selenium within the soil. On theeohand, microorganisms could promote
selenium volatilisation (in relatively small amoshtleading to the spreading of selenium
compounds outside the soil. On the other hand,abial activities increased both amount of
selenium retained by the soil and the strengthtsofatention (less exchangeable selenium),

making selenium less susceptible to remobilisation.

Keywords: selenium, soil, volatilisation, sequential extrae, solid-liquid distribution,

bacterial community structure, biotransformation
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1. Introduction

Selenium is an essential trace element for livinganisms but it becomes rapidly
toxic since its concentration range between defmyeand toxicity is very narrow (Barceloux,
1999). Its long-lived radio-isotop€Se (half-life 3.77 x 1Dyears) (Bienvenu et al., 2007) is
found in nuclear wastes that may be buried, in ftliare, in deep geological formations
(ANDRA, 2005). The assessment of environmentalaladical and chemical risk associated
to selenium input in soils requires a good undedstay of its behaviour and more specifically
of its distribution among the different componeoits soil (gaseous, liquid, and solid phases,
plus organic and inorganic fractions).

Selenium speciation in soil depends on numeroars, such as pH, & and soll
solution composition, that are controlled by soihemalogy and soil microbial activities.
Selenium exists in four oxidation states - selerfaid), selenite (+1V), elemental selenium
(0) and selenide (-11) - and various inorganic angianic forms. Selenate is highly soluble and
is predominant in highly oxic conditions (Fio et,al991). Selenite is the most likely
oxidation state in oxic and suboxic soil (Lakin,729, and is more strongly sorbed than
selenate on soils and sediments (Ahlrichs and Hwssh987). Several studies have
demonstrated that selenite can sorb onto apatiteni{@il-Rivera et al., 2000), iron
oxyhydroxides (Balistrieri and Chao, 1990; Zhang &parks, 1990; Su and Suarez, 2000),
manganese and aluminium oxides (Schulthess an@®®01,; Foster et al., 2003), and clays
(Bar-Yosef and Meek, 1987). Generally, seleniunpson is higher for acidic conditions than
for alkaline ones (Neal et al., 1987). Under anogianditions, elemental selenium and
selenide are thermodynamically stable; elementingem is insoluble and selenide can
precipitate as nearly insoluble metal selenideiL,al972). But selenide compounds also
include several organic ones that can be produitieer @nder aerobic or anaerobic conditions
(Guo et al., 2000). Microorganisms (aerobic andeaniaic bacteria, fungi) can greatly affect
the behaviour of selenium by direct or indirect hmatsms. Some bacterial species can
incorporate selenium by replacement of sulphur riotgins (Stolz and Oremland, 1999),
reduce selenate or selenite in elemental seleniaredsin bacteria or excreted in the media
(Garbisu et al., 1996; Oremland et al.,, 2004), mdpce volatile methylated compounds
(Zhang and Frankenberger Jr, 1999). Microorganisamsalso impact selenium behaviour by

modifying various geochemical characteristics idotg pH, E, as well as metal speciation
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(Dassonville and Renault, 2002). Most researchfb@ssed on isolation of bacteria reducing
selenite despite several studies having demondtthéd these isolates often represent a very
small fraction of natural communities (Torsvik dt, 4998). However, only a few studies
have tried to characterise bacteria directly actmgy selenium behaviour in natural
environment (Siddique et al., 2006).

The study presented here is part of a wider reegaagram, which aims at evaluating
the selenium behaviour in soils under aerobic araeeobic conditions. Only the first part of
this program devoted to the aerobic conditionsres@nted here. Therefore the objectives of
this study were (i) to constrain the microbiolodistates of a sandy soil under aerobic
conditions, (ii) to understand the distribution s#lenium between the gaseous, liquid and
solid phases and (iii) if possible, to correlates tthistribution to the microbiological state of
the soil.

Different soil microbiological states were obtairt®dsterilisation (no microbiological
activity) and by the addition of two organic substs (glucose and cellulose) which were
compared to the basic raw soil condition with naadment. Distribution of selenium within
these four treated soils was assessed by batchirmemts maintained under aerobic condition
over 6 days. Selenium was quantified in gaseogsjdiand solid phases of the batch. In
addition, a physical fractionation of selenium la threshold of 0.22 um was performed in
the liquid phase and the fractionation of seleniarthe solid phase was studied by chemical

sequential extractions.

2. Materials and methods

2.1 Soil

The soil used for experiments came from the Rhamddrs (Isére, France). It was air
dried, sieved (< 2 mm) and stored at 4 °C until. 0$e physical and chemical properties of
the soil used for experiments (< 2 mm) are giveiiable 1. The main properties are a high
sand content (81.2%), an alkaline pH and a low amaof organic C. The major
mineralogical components are quartz, iron oxi-hydtes (hematite, magnetite and goethite)

and phyllosilicates (chlorite and mica).
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Table 1. Physical and chemical properties of the 80
Parameter

Particle size distribution

sand (50-2000 pm) 81.2%
silt (2-50 pm) 10.9 %
clay (< 2 pm) 7.9 %
pH 7.74
CEC Metson (cmdkg?)  4.28
Organic C (g kd) 9.94
CaCQ (g kg") 6.51
Conductivity (mS crit) 0.053
Total Se (mg kg) 0.126

For sterile conditions, sterilisation of the sosvachieved by gamma irradiation from
a®Co source (40 kGy). This method was reputed toitpelyhefficient and preferred to other
chemical or autoclaving methods that affect chem&ad physical properties of the soil
(McNamara et al., 2003). After irradiation, thelseas kept for at least 8 weeks before use
(Lensi et al., 1991), and sterilisation efficien@gs checked by plate technique (Lensi et al.,
1991).

2.2 Solution composition and amendments

Selenium was used as selenite {Bol L) in the form of NaSeQ labelled with”°Se
(y-emitter, 1000 Bq mt., Isotope Products) used as a tracer for stableniseh. The
concentration of selenium was chosen to be in #mgge of environmentally relevant
concentrations (ATSDR, 2003). For all solutions itheic strength was adjusted to 8.5 x>10
mol L™ with KCI, and the pH was adjusted to 7.7 with NaG&blutions used in sterile
conditions were filtered at 0.22 um prior to thasidition to the soil.

Glucose was added in solution to obtain 5 g gludagedry soil and cellulose was
added as powder directly mixed with the soil (4.6efjulose kg dry soil). Glucose is the

most common carbon substrate used in the literatigeit is often considered as a
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representative of a simple root exudate and idyedsgraded by numerous microorganisms.
Cellulose is a major plant cell wall component kmow be a more recalcitrant nutrient, only
degraded by specific microorganisms including fuf®ghutter and Dick, 2001; Dilly, 2004).
Both organic amendments were accompanied with diti@a of nitrate (KNQ in solution) in

a C-to-N ratio of 15 to avoid nitrogen deficienayrithg soil microbial growth (Tate, 1995).

2.3 Batch experimental conditions

Four conditions were tested, referenced as "S'tercondition with the sterile soll
(no microbiological activity), "NS" for the condin with the non-sterilised soil with no
amendment, "NSC" and "NSG" for the condition withe t non-sterilised soil with,
respectively, cellulose and glucose amendments.

Batch experiments were performed in 250 mL polycaste centrifuge bottles closed
with septum stoppers. Thirty grams of dry soil wereed with 150 mL of selenite solution
(with or without the amendments according to thedttion studied) in aerobic condition and
shaken at 300 rpm on an orbital shaker (KS 250cp#sA) at constant temperature (25°C £
2°C) for 6 days. Such a duration was chosen to péhe development of microbial activities
in the soil. To maintain aerobic conditions, theygan ratio in the bottles was maintained at
15-20 % (checked by gas chromatography measurerogmgnewing the bottle atmosphere
with air. When needed, the bottle was aerated ttinees for 10 min, with a flow rate of 50
mL min™.

Triplicates were made for each treatment at allliation time. At the end of experiment, the
liquid and solid phases were separated by ceninigugt 4700 g for 20 min (Sorvall

superspeed). The supernatants were analysed fan&ehe pellets were divided into 3
aliquots for biomass, bacterial community diversityd selenium solid distribution analyses.

The pellet subsamples for bacterial diversity asedywere kept frozen (-20°C) until analysis.

2.4 Selenium distribution
2.4.1 Gaseous phase

Volatile selenium species were purged during thatam of the bottles and trapped
on activated charcoal filters at the output of #eeation system. The efficiency of activated
charcoal for trapping volatile methylated selenispecies has been proven in previous
studies (Karlson and Frankenberger Jr, 1988). Tlbsecoal filters had been placed in a

standard geometry that allows direct determinatibthe quantities of volatiléSe that have

ANNEXE | — Agqueous, solid and gaseous partitionafgselenium in an oxic sandy soil undép
different microbiological states



been accumulated on the filters during the 6 ddysxperiments by-spectrometry (UP-Ge,
Canberra-Eurisys, detection limit: 0.2 Bq per coumwvial). The detection limit for selenium
measurements byspectrometry correspond to the volatilisation @0013 % of the Se input
in the batch.

2.4.2 Liquid phase

Selenium was quantified in the supernatant of tatetbafter 1 h of incubation and

then daily. For this kinetic monitoring, severakdaexperiments were realised in parallel.
The supernatant was divided into two fractionsdelenium analyses, filtered or not at 0.22
um (Nalgenél, polyethersulfone). Each fraction was analysetiduid scintillation counting
using an ultra-low background spectrometer (Quastd220, Wallac®, detection limit: 30
mBq) for "°Se determination.

Se retained by the soil was calculated as therdiftee between the initial and final
activities of °Se in supernatant and was expressed as a percefitdgeinitial "°Se activity
in the aqueous phase. A solid-liquid distributiaeficient, Kd (L kg"), for Se retention was
also calculated according to the following equation
(CO _ Ce)V

Cem

Kd =

with C and G the initial and final aqueousSe activities in the batch supernatants filtered at
0.22 um (Bq %), m the dry soil mass (kg) and V the solution viaéu(L).

2.4.3 Solid phase

Solid distribution of selenium was determined twiafter 1 h of incubation and after 6

days, by sequential extractions using a procedased on Coppin et al. (2006). Briefly this
sequential extraction procedure (Table 2) distisiges four fractions: specifically adsorbed
selenite - or phosphate-exchangeable seleniunmep (Bt selenium associated with organic
matter (step 2), elemental selenium (step 3), asdiual selenium (step 4). For step 1 to 3, Se
was quantified by the measurement’@e activity in each extract by liquid scintillation
Residual selenium was quantified by the measureofefiSe activity in the pellet remaining

after the step 3 by-spectrometry.
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Table 2. Summary of sequential extraction procedure
Presumed

Step Reactant Condition
extracted phase
1 Adsorbed Se(lV) 0.1 moltK,HPO; 4 h —20°C — 10/1 (v/ir)
Organic Se 0.1 mol'tNaOH 15 h — 20°C — 10/1 (v/fn)
3 Elemental Se 0.25 moliN&SQ;  4h — ultrasound bath — 10/1 (v/n)

3y/m (mL g% is the ratio of the solution to the mass of the sbil.

2.5 Microbiological analyses
Estimation of microbial biomass and bacterial comityu structure analysis were
performed on the soil before and at the end oketperiments (day 6) for each soil treatment

(except sterile condition).

2.5.1 Microbial biomass measurement

Microbial biomass-C was estimated using a chlomfdamigation extraction based
on the method of Vance et al. (1987). The soil dam@s divided into two subsamples of 5
g. One subsample was fumigated with ethanol-fre€lgkbr 24 hours. Following fumigation
removal, soil organic carbon was extracted by agi@® mL KSO,-0.5 mol L* for 30 min.
Organic carbon was extracted similarly from the-fumigated subsample. Organic carbon in
the extracts was measured with a Total Organic @arnalyser (TOC 5000 Shimatzu,
detection limit: 500 pg CH).
Microbial biomass-C was calculated as: microbianbass-C (ug C fdry soil) = Ec/kc,
where Ec (ug C§dry soil) is the organic carbon extracted from fimmigated soil minus
that extracted from the non-fumigated soil, angk Ks the extractable part of microbial
biomass C after fumigation. A value of 0.45 recomdesl by Joergensen (1996) was used for
Kee.
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2.5.2 Analyses of bacterial diversity

The bacterial community structure diversity waslhgsed by Denaturing Gel Gradient
Electrophoresis (DGGE) fingerprints of amplifiedSLBRNA gene sequences after total soil
DNA extraction.

DNA extraction was carried out on 0.5 g of soilngsthe Fast DNA spin kit for soll
(ref. 6560-200- Q-biogen). To eliminate contamisaindm the DNA solution, the Geneclean
kit (ref. 1001-200 Qbiogen) was used for the DNAification. 16S rRNA bacterial genes
present in the soil DNA were amplified using a edspolymerase chain reaction (PCR)
approach.

The purified soil DNA underwent the first run of RQvith the first set of primers fD1
(5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3', position 8-27 on the. colirrs gene), and S17 (5'-
GTTACCTTGTTACGACTT-3', position 1492-1509 on tie colirrs gene). These universal
bacterial primers gave PCR product containing yeadmplete 16S rDNA sequences of
approximately 1500 bp. This product underwent aisdaun with the second set of primers,
518r and 357F-GC, this last one attached with ada@p (Muyzer et al., 1993; Rangel-
Castro et al., 2005). The size of the final PCRdpm is 233 bp. The PCR reaction system
mix (50 pL) included 41 pL of sterile water, 5uL lmiffer, 0.8 pL of each primers (10 pumol
L™, 1 uL of dNTP (10 m mol £), 0.4 pL of Taq polymerase (Taq, Sigma) and 1 fithe
first PCR product DNA. After an initial denaturinpghase at 94°C for 5 min, 35 cycles of
95°C for 30 s, 53°C for 30 s, 72°C for 30 s werdgrened before the last phase at 72°C for
10 min. PCR products were analysed on agaros® @stimate their concentration for DGGE
analysis.

The soil bacterial 16S rDNA sequences obtained dsted PCR were separated by
DGGE on polyacrylamide gels with 32-60% denatumgmgdients (where 100 % denaturing
contains 7 mol [* urea and 40 % formamide) with the Dcode systern-(Bé) according to
the protocol of Muyzer et al. (1993) and Rangelif@ast al. (2005). An equal amount of the
PCR products were applied onto 1.5 mm thick velrtiehin 1X TAE (1X TAE: 0.04 mol [!
Tris-acetate, 0.002 molLEDTA pH 8). Gels were run for 16 h at 75 Volt iX TAE buffer
at a constant temperature of 60°C. The gel wasrssitained using the protocol described by
Radojkovic and Kusic (2000) and scanning as desdritty McCaig et al. (2001). DGGE
fingerprints obtained with DNA from the three tm@a&ints were visually analysed and

compared to search for the differences in the bat®mmunity structures.
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2.5.3 Sterility checking
For the S condition, at the end of each experim&dd, ul of the batch mixture were

put on 10 % TSA (trypticase soy agar) plate andbated for 7 days at 25°C. In addition, the
batch atmosphere was monitored for any gases cqisum(mainly Q) or production

(mainly CQ) due to microbial respiration by gas chromatogiapieasurements.

3. Results

3.1 Soil microbiological states

3.1.1 Sterility checking

For the S condition, the sterility was maintainedtinlg the whole experiments since
no bacteria were ever observed on agar plate anchaonge in the batch atmosphere was

detected (no consumption of @d no gases production).

3.1.2 Microbial biomass

Microbial biomass-C in soils before experiments \8@s+ 41 pg C g dry soil. On
day 6, the microbial biomass-C in the NS conditiemained similar to that before incubation
(55 + 1 pg C ¢ dry soil), whereas organic amendments led to ane@se of microbial
biomass-C up to 214 + 49 ug C dry soil and 220 + 27 pg C'gdry soil for the NSC and

NSG conditions respectively.

3.1.3 Structure of the soil bacterial communities

The DGGE analyses are presented in Fig. 1 for dilebefore experiments (T0) and
after 6 days of incubation for the NS, NSC and NS®@ditions. The DGGE banding pattern
provided the structure of the soil bacterial comiyurschematically, the relative intensity of
each band represents the relative abundance ofrtecutear population in the whole
community. The evolution of the bacterial commurstsucture in the batch experiments was
evaluated by a visual comparison of DGGE bandiritepas obtained on day 0 (T0) and those
obtained on day 6 for the different conditions (BI9NSC-6, NSG-6).
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Fig. 1. Denaturing gradient gel electrophoresis bating patterns of bacterial 16S rRNA
genes amplified from soil triplicates before batchexperiments (TO) and after 6 days of
incubation for the non-sterile soil non amended (N$), the non-sterile soil amended
respectively with cellulose (NSC-6) and with gluces (NSG-6). Numbers indicate
remarkable bacteria communities.
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The comparison between TO and NS-6 DGGE profileswel that the bacterial
community structure in our batch system without mdmeent changed slightly in the course
of time. The bands 1, 5, 8, and 9 represented dpailations enriched in our batch system
after 6 days. Changes in bacterial community stinectvere also observed when comparing
TO and NSC-6 and NSG-6 DGGE profiles. Bands 5 amnee@ present in all these DGGE
profiles whereas bands 2, 3, 4 and 7 were detenigdin DGGE profiles from NSC-6 and
NSG-6. Glucose and cellulose treatments differethbyappearance of bands 6 and 10 in the
NSG-6 profile and by the higher enrichment of b&nd the NSC-6 profile and of band 2 in
the NSG-6 profile respectively.
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3.2 Distribution of selenium in the aqueous, liquicand solid phases of the batch
3.2.1 Selenium volatilisation

The cumulative volatilisation ratios of seleniunridg the 6 days are shown in Table
3. No volatilisation was measured in steriliseddibons. In the non-sterilised conditions, the
ratios were very low, in the order of a few percénit easily measurable thanks to the use of
"Se-labelling. In amended conditions, the volatiliza rate depended on the nature of the
amendment: glucose amendment did not increasdisagtly the rate of selenium volatilised
compared to the non amended condition, whereaulasd amendment significantly
increased the volatilisation of selenium (by a dacdf 6 compared to the non amended
condition).

Table 3. Cumulative volatilised selenium in 6 day§% of Se input in the batch) — mean
on 3 replicatest one standard deviation.

Condition Cumulative volatilised selenium (%)

S <DL

NS 0.0014 +0.004
NSC 0.0087 +0.024
NSG 0.0020 +0.001

DL : detection limit

3.2.2 Selenium in the liquid phase

The kinetics of selenite retention are illustrated-ig. 2 for all conditions. For the S
condition, an apparent equilibrium between liquidl solid phases was reached after 1 h of
incubation, leading to 51 + 1 % of selenium retdibg the sterile soil and a Kd value of 5.1 +
0.2 L kg*. At this time, the quantity of Se retained wasrlyeigentical in all other conditions

(ca 50 % of retention). After that period, diffeces between conditions occurred:

- For the NS condition, the selenium retention sligiicreased linearly with time
(rz = 0.92). On day 6, the retention was about 62 %, corresponding to a Kd
value of 11 + 1 L kg.

- For the NSG condition, the retention rate of seieniincreased rapidly and
stabilised after 2 days of incubation with 95 + lo¥%selenium retained on day 6.

The corresponding Kd value was 98 + 5 ['kg
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- For the NSC condition, the selenium retention fokd a biphasic kinetic process.
Until day 3, the retention of selenium was simitarthe retention in the NS
condition. Then, the retention increased sharptyween days 3 and 6, leading to
88 = 6 % of selenium retained on day 6, with aegponding Kd value of 47 + 23

L kg™ (greater variability was obtained between thditges for this condition).
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Fig. 2. Kinetics of Se retention in batch, expresdeas a percentage of total selenium in
the batch (error bars represent the standard deviabn between triplicates).

Complementary to these results, the percentageeo$dlenium upper 0.22 um in the
batch supernatants is presented in Fig. 3 foraatitions. In the S, NS and NSC conditions,
no selenium in the batch supernatant was assodiatedrticles greater than 0.22 um during
all the incubation. These conditions differed frdm condition amended with glucose. In the
latter (NSG), a fraction of selenium in the batcipernatant was bound to particles having

size larger than 0.22 um as from day 2, this foacincreasing with time: on day 6 this
fraction was about 54 %.
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Fig. 3. Amount of Se > 0.22 um in the batch supertent, expressed as a percentage of
total selenium in supernatant (error bars representthe standard deviation between
triplicates)

3.2.3 Solid distribution of selenium

The solid distribution of selenium in the pellefeeal h and on day 6 is presented in
Table 4 for all conditions.

For the sterile condition (S), after 1 h of incubat selenium retained by the soil was
recovered mainly as adsorbed Se(lV) (77 %) andmicg8e (15 %). The percentages of
elemental selenium and residual selenium were giblgi (<1%). This distribution evolved
with time and, after 6 days, the amount of seleni@rovered in the adsorbed fraction
decreased to 52 % whereas the amount recoverédg iarganic fraction increased to 33 %.
Elemental and residual selenium percentages widriest

After 1 h of incubation, as in the liquid phade solid distributions of selenium in the
non-sterile conditions (NS, NSC and NSG) were sinmals in the S experiments.

On day 6, differences appeared between the Stoamdind the others. The percentage
of selenium recovered in the adsorbed fractionadrid decrease in favour of the percentage
of selenium recovered in the other fractions. Thisdency was observed for all conditions
but with different intensities. For the NS and N$@nditions, the solid distribution of

selenium was similar. The selenium was mainly reces as adsorbed Se(lV) (54 % and 39
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% in the NS and NSC conditions respectively) andoeganic Se (about 45 %). The
percentages of selenium recovered as elementatisele(about 4 %) showed a 2.5-fold
increase compared to the results with the stedie Binally the selenium recovered in the
residual fraction increased slightly compared te tasults in the sterile condition. For the
condition with glucose amendment (NSG), the selenidistribution on day 6 was
significantly different from the other conditiorSelenium retained by the soil was recovered
mainly as organic Se (49 %). Correspondingly, tinewant of selenium recovered as adsorbed
Se(lV) decreased sharply to 14 %. On the other hdm@damount of selenium recovered as
elemental selenium slightly increased (6 %) and theovered in the residual fraction was
significantly enhanced (17 %).

Table 4. Distribution of selenium within the solidphases, expressed as a percentage of
total selenium retained by the soil - mean on 3 rdijgates (standard deviation)

Condition Adsorbed Se(IV) Organic Se Elemental Se Residual Se
S 77.1(1.7) 15.2 (0.6) 0.7 (0.13) 0.6 (0.06)
o NS 73.5 (1.5) 15.7 (0.3) 0.7 (0.02) 0.8 (0.05)
NSC 73.8 (2.6) 16 (0.7) 0.8 (0.04) 0.7 (0.06)
NSG 71.6 (1.8) 15.7 (0.8) 0.7 (0.16) 0.8 (0.13)
S 52 (3.3) 32.8(0.9) 1.8 (0.13) 4.2 (0.17)
6 days NS 54.4 (2.6) 445 (3.1) 4.8 (0.75) 6.2 (0.67)
NSC 39.1 (4.3) 44.7 (3.1) 4.1 (0.44) 7.6 (0.24)
NSG 14 (0.5) 49.3 (1.2) 6.3 (0.45) 17.1 (1.5)

4. Discussion

The different soil treatments used in these expamis (sterilised soil, non-sterilised

soil with no amendment, and non-sterilised soihvgtlucose or cellulose amendments) led to
significantly different soil microbial biomass anddiversity.

The microbial biomass values obtained in our switse in agreement with those
found in previous literature for a sandy soil wiHow organic content and an alkaline pH
(Badalucco et al., 1997). Whereas the non amenoiedrowed a relative stabilisation of its
microbial biomass during the batch experimentdulmse and glucose amendments involved

a significant (Wilcoxon test, p < 0.05) increasetle microbial biomass compared to the
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initial values (ca x14). In addition, analysis b&tbacterial community profiles showed that
each treatment favoured specific populations #&tdays (Fig. 1). Therefore, all these results
enable us to assess the impact of the soil micladizal states on the gaseous, aqueous and
solid distribution of selenium in the soil.

The results obtained for the sterile conditionsem&garded as a reference for abiotic
behaviour of selenium, although microbial actidgtiean affect abiotic geochemistry of
selenium in other conditions by changing some gewottal characteristics of the medium.
For the sterile condition, selenium behaviour resbifrom chemical interactions between
mineral and organic soil particles and selenitalinphese interactions were rapid, occurring
mainly in the first hour of incubation and leadittg51 % of selenium retained (Fig. 2). The
corresponding Kd value (5.5 L Rywas close to the lower bound of the range 5-3@t.
recommended by Roussel-Debet and Colle (2005hisredlement in sand. It probably results
from the soil composition (mainly quartz particles)d the alkaline pH that favour selenium
mobility (Neal et al., 1987). While this fast retem mechanism was suspected to be
adsorption at the surface of soil particles (Dualget2006), only three-quarter of the selenium
retained was recovered by phosphate exchange (®abl&his could be attributed to an
inefficiency of the phosphate extraction (in onlpeostep, with no repeated extraction),
involvement of selenium sorption on sites non-asités to phosphate ions and/or selenium
coprecipitation. However, the amount of seleniumsowered as elemental and residual
selenium was negligible (Table 4), in agreemenhwhie short incubation time, the lack of
microbial activity and the aeration that preveribtb reductions.

Whereas the equilibrium between the aqueous alidl gvases was reached after the
first hour of incubation, modifications of the sailem distribution in solid phases were
observed after 6 days for this sterile conditiohe Thain modification was a decrease of about
25 % in the selenium extracted with,HPO, balanced by an increase in the selenium
extracted with NaOH (+ 18 %) and the enrichmerthefresidual fraction (+ 4 %) (Table 4).
According to Coppin et al. (2006), the phase exthdy NaOH, called “organic selenium”,
can also include selenium strongly bound to metatkides and the residual fraction includes
selenium bound to the refractory organic matteth@ugh it is not possible to correlate results
of sequential extractions with precise retentioncima@isms, hypothesis concerning the
selenium retention were proposed according to tifferences obtained in the results of
sequential extraction after 1 hour and 6 days ofilbation. Thus we suggest that selenium

was first retained onto soil particles (e.g. fewiddes or organic matter) by a rapid surface
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adsorption (77 % exchangeable with phosphate aiut) land that a fraction of this adsorbed
selenium evolved with time to form stronger bindimighin these particles either by diffusion
into the solid or by the formation of an inner sgheomplex non-exchangeable with
phosphate. This hypothesis is supported by theltsesti previous studies on kinetics of
selenium sorption (Barrow and Whelan, 1989; Zhamg) &parks, 1990). A small fraction of
the selenium retained by the soil on day 6 was r@sovered in the fraction called “elemental
selenium” (2 %) (Table 4), although the abiotic uetibn was avoided. However, this
percentage was rather low and several studies éPDecLeon et al., 2003; Wright et al.,
2003; Chen et al., 2006) found that,88&; could also extract other forms of selenium. At the
end, this abiotic redistribution among the soliigds led to a stronger retention of selenium
in the soil, making selenium less susceptible toafglisation. Such a result was ignored by
many studies of selenium sorption in aerobic ceonkt which focused only on the apparent
equilibrium reached between the liquid and solidg#s.

Finally, for the sterile conditions, volatilisati@f selenium was never detected (Table
3), suggesting that this reaction is a strictlyticiprocess.

The effect of the soil microbial activity on thdesgium distribution appeared only for
incubation time longer than 1 h. Firstly, for albmsterile conditions, volatilisation of
selenium occurred, but was very limited (TableT)is low volatilisation could be explained
by the low microbial biomass present in our saslweell as the low selenium concentration
used (1 pmol ), which is not a toxic concentration for most mimrganisms (Dungan and
FrankenbergerJr., 2000). Moreover, the seleniumatiisition could have been
underestimated in our experiments. Indeed dimesi®y¢nide (DMSe), the major Se gas
species produced by volatilisation processes (Daad Alexander, 1977), has a high
solubility in water (24.4 g 1) (Karlson et al., 1994). Therefore, this speciesiad have been
trapped in the liquid phase before its emissiotht atmosphere. This hypothesis was also
suggested by Zhang and Frankenberger Jr (1999).

On the contrary to other studies (Karlson and keaberger Jr, 1988; Calderone et al.,
1990), addition of organic substrates did not systecally enhance the volatilisation (Table
3). We assume that volatilisation of selenium wasieroorganism (bacteria and / or fungi)
dependent process. Indeed, the volatilisation vwgasfieantly enhanced in the NSC condition
which was also characterized by a specific enriattroé band 3 in the DGGE profiles (Fig.
1). Contrarily, Karlson and Frankenberger Jr (1988ye shown that cellulose produces a

minor increase of the volatilisation rate and httted this result to the fact that cellulose is
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degraded by few microorganisms due to its longrcaiucture. Nevertheless as no analyses
of the bacterial communities structure were donethair soil, our results are hardly
comparable. Moreover, fungi are also able to Vidatiselenium (Abu-Erreish et al., 1968)
and their activity could have been enhanced bydattian of cellulose. Further research is
needed to study the bacterial and fungal contimstto selenium volatilisation.

Secondly, microbiological activity increased thmcaint of selenium retained by the
soil (Fig. 2). When no amendment was added, theease was small (from 51 % in the S
condition to 62 % on day 6 in the NS condition)t Bdnen glucose or cellulose were added,
nearly all the selenium was retained on day 6 @&®or more). According to the results
obtained for microbial biomass-C (see section.3, 1t amount of selenium retained on day
6 seemed correlated to the quantity of microbianiass developed in each condition.
However, differences in the kinetics of seleniurtenéon were observed for the two organic
substrates used (Fig. 2). The glucose amendmenthwias rapidly degraded by many
microorganisms, involved a rapid increase in sel@nietention (2 days), whereas there was a
two-phase kinetics of selenium retention when tedle amendment was used. This result
could be explained by the cooperative activitiesalfulose degrading microbes in the course
of time, leading to the succession of different dwnt populations (Hu and Van Bruggen,
1997; Schutter and Dick, 2001), which could contin@l kinetics of selenium retention.

Thirdly, microorganisms modified the solid distrtton of the selenium in favour of a
stronger retention within the soil (increase of éimeount recovered as elemental selenium and
residual selenium for all non-sterile condition3alfle 4). The occurrence of elemental
selenium in aerobic condition could result fromedir interactions between selenium and
microorganisms. Many authors have demonstrated lihateria could reduce selenite to
elemental selenium even in oxic condition (Garb&tual., 1996) although most of these
studies dealt with higher concentration of selettiten our. In addition, the composition of
bacterial community had an impact on the seleniotid dractionation, as results obtained
with glucose amendment were different from thoseother conditions (Fig. 1). In this
condition, the phosphate-exchangeable fractiorelgisum was highly reduced to the benefit
of the residual fraction and, to a lesser extdm, drganic fraction and elemental selenium
(Table 4). An intense microbial activity could eaipl this result. Firstly, direct interactions
between selenium and microorganisms could inclustfuction of selenite to elemental
selenium. Secondly, microbial activity could indwteanges in selenium speciation and thus

in selenium reactivity towards solid phases. Theyld also lead to a coating of solid phases
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by organomolecules which could hinder the phospkatihange processes at the surface of
particles. Besides, effects of microbial activitgne also highlighted by the recovery of a
colloidal selenium fraction (> 0.22 um) in the supgant for the NSG condition. Such a
result was in agreement with previous results ffearier et al. (2007) As glucose is known
to favour the development of bacteria producingoekgsaccharides, colloidal selenium could
be the result of interaction between selenium drebse molecules (Ferri and Sangiorgio,
2001), as well as elemental selenium formed byebac{Garbisu et al., 1996). Unfortunately
the low concentration of selenium used in our stpdgvented us from using microscopic
(transmission or scanning electron microscopy) oayabsorption spectroscopic techniques

for further investigations.

5. Conclusion

Our study showed that the behaviour of seleniusoihwas partially controlled by its
microbial activity even under aerobic conditionsh&kkas the retention of selenium was
mainly explained by abiotic processes for the firstr of incubation and resulted not only
from phosphate exchangeable adsorption, microbtaliies affected selenium behaviour for
longer incubations, depending on microorganisms ndhoce and on the microbial
community structure. On the one hand, microorgasisauld promote selenium volatilisation
(in relatively small amounts), leading to the spirg of selenium compounds outside the
soil. On the other hand, microbial activities irased both the amount of selenium retained by
the soil and the strength of its retention (lesshexgeable selenium), making selenium less

susceptible to remobilisation.
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Abstract

The objectives of this study were firstly to deberthe main anaerobic microbial processes
which occurred in a sandy soil supplemented withelaetron donor (glucose) and electron
acceptors (N@ and SQ*) and secondly to investigate the effects of thmsén microbial
processes on selenite behaviour in anoxia. Anoaichbincubations with soil and selenite
(10° mol I'Y) were performed over a 15 days period with (iyised soil and solution to
distinguish abiotic process, (ii) non sterile ramil,swithout amendment, as control and (jii)
non sterile soil with a glucose amendment. In aalditparallels glucose amended treatments
were performed and selenite was supply after 2,d&ydays and 10 days of incubation to
target specific microbial processes. Along the bation, E, pH and indicators of bacterial
dynamics and activities were measured. Seleniumawetr was carried out by its
distribution in the gaseous, liquid and solid phaseoil microcosms. The main anaerobic
microbial processes implied in the degradationlo€gse and N@ were (i) denitrification (O-

2 days) and (ii) fermentation (0-4 days), (iii) rizate lyses between 4 and 8 days, (iv) true
acetogenic which began on day 4 and continue uhgl end of incubation and (v)
homoacteogenesis between 8 and 10 days of incuba®iolphate reduction was neither
observed during the incubation. In anoxic environtmthe retention of selenium was mainly
explained by abiotic processes (soil compositiome}. In the amended treatments, biotic
effects on Se fate were highlighted, such as nuatiin of the Se aqueous speciation
(assumed as biotic reduction of Se(IV) into Se@ypeed up of the Se redistribution between
the different solid phases (in favour to a lesseraetability of sorbed Se) and volatilisation

of Se. None effect due to specific bacterial atiéigitargeted have been observed.
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1. Introduction

Redox reactions affect the behaviour and mobditynumerous compounds in earth
surface environments such as soil (Sposito, 1988} is the case for selenium, which exist
as various mineral and organic compounds thatrdiféen each other by their oxidation level
and mobility (Masscheleyn et al., 1990). Besidesoitcurrence in natural soil (from 0.03 to
0.8 mg.kg") (Tamari, 1998), selenium is also present in Heytel radioactive waste (0.04 %)
(Bruggeman et al., 2005) into long-life radioactiismtope form,’°Se (3.77 10 years)
(Bienvenu et al., 2007). In oxic condition, Se regent in soluble forms, selenate (VI) and
selenite (V) (Lakin, 1972), although, selenitemsre strongly sorbed than selenate on soils
and sediments. Under reducing conditions, elememsaluble selenium and selenide are the
thermodynamically stable forms (Lakin, 1972). Bbihtic and abiotic processes can modify
the oxidation state and chemical form of Se (Sébgl.e 1998). Selenium can be reduced
microbiologically into Se(0) or to volatile methyéa species (DMSe) (Garbisu et al., 1996;
Zhang and Frankenberger Jr, 1999). It can be adoced chemically depending to the soil
Ex and pH values (Masscheleyn et al., 1990).

Although soils are generally well-aerated, they tabn nearly always anoxic microsites
(Tiedje et al., 1984), and anaerobic conditions/piten particular cases, including flooded
soils (rice paddies, wetland) and heavy organicraled soils (spreading organic residues).
Under aerobic condition, Qs used by microorganisms as a terminal electraretor in
respiratory reactions, which enable to mineralisganic compounds with CQand HO as
end products (Prescott et al., 2003). The charaya &erobic to anaerobic metabolism should
occur at Q concentrations of less than 1% (Alewell et alQ&0 Under anaerobic condition,
O, can be "replaced" by N-oxides (NONO,, N,O), oxidised metals (Mn(IV), Fe(lll), S-
oxides (S@ ...) and CQ in respiratory reactions. In addition, with norspeatory other
catabolic activities they enable denitrificationerrhentation, Fe and Mn reduction,
homoacetogenesis, sulphate reduction ... (Tanji.e2803; Dassonville et al., 2004). These
different anaerobic reductions involve differentcroiorganisms which are facultative and/or
obligate anaerobes (Prescott et al.,, 2003). In iancenditions, geochemical reaction and
microbial processes are closely linked. On the dw@ed, microbial activities affect
geochemical parameters including (i) pH via thedd CQ, production, (i) E by modifying
the principal redox couples such as MRO,, FE/F&*, H'/H, ... (iii) the solution
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composition by the production of organic acid imlthg acetate, propionate and butyrate. In
addition, abiotic redox reactions often favouredrthodynamically but not kinetically are
catalysed by microorganisms. On the other hand,clggaical reactions impact on
microbiological activities by (i) the bioavailalyi of nutrients, (ii) the feasibility of microbial
reactions via inhibition by chemical species aretitiodynamic regulation (NQ Hp, CO;...)
(Dolfing, 1988; Picek et al., 2000).

The first objective of this study was to descrithee main anaerobic microbial
processes which occurred in a sandy soil suppleedenith an electron donor (glucose) and
electron acceptors (NOand SQ*). The second objective was to investigate thecesffef
these main microbial processes on selenite behawioanoxia. The study was carried out
using batch incubation with a sandy soil amendetl giucose. Non amended and sterilised
treatments were used as control for biotic and tebieffects respectively. To assess the
identification of the main microbial metabolic pathys, we used a combination of
geochemical (k, pH, gas productions and content in some orgamicraineral compounds)
and microbial parameters (total number of bactenamber densities in cultivable
fermentative, Se§3-reducing, Felll-reducers and denitrifying bactexia molecular analysis
of bacterial diversity). Selenium behaviour in #wél was carried out by its distribution in the

gaseous, liquid and solid phase of soil microcosms.

2. Materials and methods

2.1 Soil and applied solutions

The soil was sampled from the Rhone riversidesr€lsFrance), between 5 and 30 cm
depth. At the sampling time (December 2004), theéstace of the sampled layer was about
12 %, and the soil was covered with grass. It viadraed at a residual moisture content of 4
% (wt / dry wt after drying at 105°C during 48 B)eved (< 2 mm) and stored at 4°C until
use. Soil main properties were as follows: 812 g &and, 109 g Kgsilt, 79 g kg' clay, and
1 g kg organic C. The soil pH water was 7.7. Most abuhdaimerals were quartz, iron
oxides (hematite, magnetite and goethite) and p&Witates (chlorite and mica). Two days
before the beginning of incubations, the soil wamidified at 17 % (wt / wt) with milliQ
water.

An aliquot of stored soil was sterilised byydrradiation of 40 kGy, using &Co
source. After irradiation, the soil was kept forlesst 8 weeks before use in order to avoid

residual enzymatic activities (Lensi et al., 19%Hnd sterilisation efficiency was checked by
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plating 200 ul of homogenised soil suspension ofoliByptic soy agar (Sigma) plates and by
measuring gas production (mainly ¢O

Three solutions were used for the different expenits: (i) a 8.5 mM KCI solution at
pH 7.7, (i) a nutrient solution containing glucogeSO, and NHNO;3 (5.5 mM, 5.5 mM and
1.4 mM respectively) and having a ionic strengthi.& 10° mol I'* and a pH equal to 7.7 and
(iii) a selenite solution (I mol NaSeQ 1) labelled with°Se ¢—-emitter, 18 Bq mi,
Isotope Products). To insure anoxic condition, K@l and the nutrient solutions were

deoxygenated with Noubbling during 2 hours.
2.2 Batch incubation and measurements

Batch incubations were performed in 250 mL polpoaate centrifuge bottles closed
with septum stoppers. The bottles were filled giave box under Natmosphere with 30 g of
soil moisted at 17 % (wt / wt), 144 ml of either K& nutrient solution, and 1.5 ml of selenite
solution to obtain 1® mol NaSeQ It and 1000 Bq mtin the bottle. Three treatments were
defined below:

- a sterilised treatment (+S), with sterilised K&id selenite solutions, in order to assess
for the effects of abiotic processes ;

- a control treatment (C) with KCI and seleniteusioins, used to characterize the effect
of biogeochemical processes in absence of nutsigoly ;

- amended treatments (G), with nutrient and sedesitlutions. In these treatments,
selenite was supplied either simultaneously toiewtrsolution (G), or 2d (G_2), 6d
(G_6), or 10d (G_10) after supplying the nutrisntution in order to target specific
microbial processes.

The bottles were then incubated at constant terhperg25°C = 2°C) in darkness and
continually shaken at 300 rpm on an orbital shgk& 250 basic, IKA) during 15 days.
Triplicates were made for each condition and intiobaime. Incubation times with selenite
were 15 days for C, S and G and 13, 9, 5 days f& G_6 and G_10.

Measurements were performed at periodical datemglihe incubations and dealt
with:

- the gaseous headspace composition includingiv8kiand gas production after 1, 2, 3,
4,5,6,8,10,12and 15d;
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- the solution, with its pH and & Se content and speciation, and the concentratbns
some organic compounds (acetate, formate ...) aret otineral ones (N§ Fé&*...))
after1h, 1,2, 3,4,5,6,8,10,12and 15d;

- the solid phase including Se distribution androtiology :

- chemical properties of Se in solid phase accgrdinserial extractions after
1h, 2, 6, 10 and 15 d of incubation ;

- soil microbiology, with the density number of aklicteria and the molecular
analysis of bacterial diversity after 2, 6, 10 &fld of incubation, and the
density numbers of some functional communities ifdéars, fermentative
Felll-reducers and Se®reducers bacteria) after 1 h, 2, 6, 10 and 15d of

incubation.

2.3 Analytical procedures
» Gas phase

Gas measurements (M., N.O, H,, CHs) were performed on a gas chromatograph
HP 6890 (Hewlett Packard, Les Ulis, France) fittath a thermal conductivity detector, and
Porapak Q (80-100 pm mesh, 1.8 m) and sieve male¢alA , 1.8 m) columns coupled to an
integration software, HP Chemstation. Carrier gas We. Relative uncertainties were about
1 % (3 % for H). After having vigorously shaken the bottles tsuw@®e equilibrium between
gas and liquid phases, 500 pl of gas were sampitbdawsyringe of 500 ul that can be closed
(500 R-V6GT, SGE), 200 ul being thereafter injedtethe gas chromatograph.

Volatile Se species were trapped, after pH apdnEasurement, on activated charcoal
filters (Karlson and Frankenberger Jr, 1988) bsling the batch atmosphere 3 times for
10 min with N.. The charcoal filters, located at the output & tlushing system, had been
placed in a standard geometry that allows diretérdenation of the quantities of volatile
*Se that have been accumulated on the filterg-fiyectrometry (UP-Ge, Canberra-Eurisys,
detection limit: 0.2 Bq per vial). The detectiomii for °Se measurements pspectrometry

corresponds to the volatilisation of 0.0013 %0 @& 8e input in the batch

e Liquid phase
Before trapping Se compounds on activated charfdoais, the pH and soil’'s redox
potential (k) were measured in the slurry suspension througtséiptum. pH was measured
with a needle combination pH microelectrode MI 404Ag/AgCl reference
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(Microelectrodél) and redox potential (B was measured with another needle
microelectrode M| 800-41410-Ag/AgCl reference (Mielectrodél). Absolute uncertainties
were lower than 0.02 pH unit and 50 mV for the & the measure itself, and pH and E
measurements always stabilised in less than 1 min.

Before the separation of liquid phase from solidge in treatments (C) and (G), 6 ml
of homogenised slurry suspension were then sampledrder to enumerate cultivable
bacteria (see Microbial measurements). For othexsomements, the liquid and solid phases
were firstly separated by centrifuging the polycaréte bottles at 4600 g during 20 min
(Sorvalll superspeed). The bottles were then opened in lthe dpox to maintain anoxic
condition, and the supernatant was thereafter éividto aliquots that were used for solution
characterisations. The pellets were thereafterdddviinto 3 aliquots for biomass, bacterial
community diversity and Se solid distribution arsaly. Pellet subsamples for bacterial
diversity analyses were kept frozen (-20°C) uridlgsis.

The concentrations in small organic acids weresmesl by an ionic chromatography
(DX-120, Dionex, USA) fitted with a Dionex AS 11HC4 mm column with a detector of
pulsed conductivity, and ethanol amounts were deteted by ionic chromatography
(Dionex DX-600) fitted with a CARBOPAK-MA1 columnnd a pulsed amperometry
detector.

Glucose concentration was measured using the GA&D2Sigma) with colorimetric
measurement at 540 nm (Dubois et al., 1956), tdk4f" after exchange of adsorbed NH
with a K;SOy solution (5 g of soil was shaken during 30 min wvAthml of K;SOq, 0.5 mol Il)
using the kit Spectroquant® 1.14752.0001 (Mercld eolorimetric measurement at 630 nm
(Pansu and Gautheyrou, 2003), and mobilised Feafbincentration using colorimetric
absorption at 540 nm after Fe(ll) complexation vi#phenantroline.

Selenium was quantified periodically in the supg¢ant of the batch. The solution was
analysed by liquid scintillation counting using aidtra-low background spectrometer
(Quantulus 1220, Wallac®, detection limit: 30 mBfgy "“Se determination. Selenium
retained by the soil was estimated as the diffexdsetween the initial and final activities of
*Se in supernatant and was expressed as a percasftabe initial ">Se activity in the
agueous phase. In addition, specific selenite {§e(oncentration in the aqueous phase
filtered at 0.22 um was quantified using hydrideeyation-quartz furnace atomic absorption
spectrometry (Perkin Elmer, FIAS-100/AAS 4110-Zletettion limit 0.5 pg1) in HCI (10

% v/v) and with NaBH as reducing agent.
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» Selenium speciation in solids
Solid distribution of Se was periodically deteretinby sequential extractions using a
procedure based on Coppin et al. (2006). Experiahgmbcedure was detailed in Darcheville
et al. (2008). Briefly this sequential extractiomogedure distinguishes four fractions:
phosphate-exchangeable Se (step 1), Se extracted\aOH (step 2), elemental Se (step 3),
and residual Se (step 4). For step 1 to 3, Se wastifjed by the measurement &Se
activity in each extract by liquid scintillation eRidual Se was quantified by the measurement

of "Se activity in the pellet remaining after the s3elpy y-spectrometry.

* Microbial characterisations
In control treatment (C) and amended treatm&jt € ml of homogenised soll
suspension were sampled in order to enumeratevaolé fermentative bacteria, S£0
reducers, Felll-reducers and denitrifiers by thesnpwobable number (MPN) method. 6 ml of
selective and appropriate media were initially riistted through a sterile rubber stopper in
sterile hungate tubes, previously degassed withahd autoclaved. 6 ml of the batch
homogenised soil suspension, before centrifugatwere dispensed in selective media.
Successive 10-fold dilutions were done in the appate media (Annexe VI, thesis version).
9 dilutions and 5 replicates by dilution were doAd#.tubes were incubated for 14 days at
25°C in the dark. After this period, tubes werersedgpositive or negative for the presence or
absence of relevant functional communities accartbinthe following criteria:
- the presence of fermentative bacteria was cheblyedsual observation of trouble in
the media (Ben Dhia Thabet et al., 2004) ;
- the presence of denitrifiers was checked by teappearance of NOand NQ’, using
colorimetric method at 600 nm with Morgan’s solati@Cannavo et al., 2002);
- the presence of Felll-reducers was checked byattgearance of Fell in solution
measured by a colorimetric method at 540 nm (O-phenline method) ;
- the presence of SgBreducers was checked positively if any colour rficdiion of the
medium (red) resulting from SgDreduction was observed.
Bacterial enumeration and confidence levels weterdened form experimental results using
statistical MPN tables (Alef and Nannipieri, 1995).
Other measurements were performed on the cegatiftn pellets. Densities of

bacteria was assessed by direct cell counts peetbrm treatments (C) and (G) by
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epifluorescence microscopy using acridine orangmisiy (3,6-bis [dimethylamino]acridium
chloride, Sigma). For each bottle, an aliquot oftg&ugation pellet corresponding
approximately to 0.5 g of solids was sampled andghted after homogeneisation, then
diluted with 4.5 ml of sterilized water, stabilisedth 1 % of formamide (vol/vol) (Sigma)
and stored at 4°C in the dark until analyses. Tiesaspensions were serially diluted 10-fold
in sterilized water. These samples were staineld agtidine orange (AO) at 0.1 % (vol/vol)
at room temperature for 2 min with avoiding diréght. One ml of the stained sample was
filtered in 9 mL of sterilised water through 0.2 BTBP filters (Isopore, membrane filters,
Millipore) to ensure uniform cell distribution ohd filter surface. The filter was rinsed once
with 2 ml of isopropanol to eliminate the excessA@, then twice with 10 ml of sterilized
water. The filter was put on a slide, supplementatth one drop of fluoromount-G and
covered with a clear glass cover slip. Cells wdrgeoved using a ECLIPSE E600 microscope
(Nikon) equipped with a mercury light, excitatiaher (FITC filter ; Amaxexcitation =490 nm,
Amax €Mission =525 nm) and a 100x plan oil lens. The lvens of bacteria N (cell fsoil)

were estimated from counts of 10 microscopic fielith roughly 15 to 20 cells per field.

N =Syax VT /m
S Ve

wheren is the average number of cellffielfljs the surface of filtration (201 nfjn s is the
area of the microscopic field (8.07x1amm?), d is the dilution factor, ¥and \t are
respectively the total volume of homogeneous soil suspensians(hb ml) and the volume
of diluted sample filtered (around 1 ml) and M is the amountryf soil used for the
experimental procedure (around 0.5 Q).

The bacterial community structure was analysed in treatméC) and (G) by
Denaturing Gel Gradient Electrophoresis (DGGE) fingerprintangplified 16S rDNA gene
sequences after total soil DNA extraction. DNA extractiaas warried out on 0.5 g of soil
using the Fast DNA spin kit for soil (ref. 6560-200- Q-biogen). Mmieate contaminants
from the DNA solution, the Geneclean kit (ref. 1001-200 Qbiogen)usad for the DNA
purification. 16S rDNA bacterial genes present in the soiRDWre amplified using a nested
polymerase chain reaction (PCR) approach. The purified soil Diferwent the first run of
PCR with the first set of primers fD1 and S17. These univé&aseterial primers gave PCR
product containing nearly complete 16S rDNA sequences of appreynEb00 bp. This

product underwent a second run with the second set of primers, 5185@RdGC to
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generate 233 bp products for DGGE analysis (Muyzer et 83; Bangel-Castro et al., 2005;
Haichar et al., 2007). The soil bacterial 16S rDNA sequences ebthy nested PCR were
separated by DGGE on polyacrylamide gels with 32-60 % dengtgradients with the

Dcode system (Bio-rad) according to the protocol of Muyted.1993) and Rangel-Castro
et al. (2005). Gels were run for 16 h at 75 Volt in 1X TAE buffex ebnstant temperature of
60°C (Haichar et al., 2007). The gel was silver-stained amthswpas described by McCaig
et al. (2001). DGGE fingerprints obtained with DNA from thead@ G treatments were
visually analysed and compared to search for the differencéseitbacterial community

structures.

2.4 Data treatment for metabolic pathway

In order to identify and quantify main metabolic pathways in d¢badition (G)
supplied with nutrients, as well as to delimit them in tand check for the possibility of time
overlapping, we used a few chemical equations (Table 1) based mwvigne of (Dassonville
and Renault, 2002). Retained equations described only balanc&threafor observed
metabolic pathways: denitrification (Table 1, Eq. (1)) and disaiivé reduction of N@ into
NH," (Table 1, Eqg. (2)), acetic and butyric fermentations (Tableql,(®, (4)) with the
subsequent lysis or oxidation of formate (Table 1, Eq. (5), (6)) atretogenesis from ethanol
and butyrate (Table 1, Eq. (7), (8), homoacetogenesis (Taltlg.1(9)), and Fe reduction
(Table 1, Eqg. (10), (11), (12)). We ignored other catabolic pathwagsiding other
fermentations (e.g. alcoholic and lactic fermentations)?$€duction and methanogenesis.
For NO; reduction, we calculated the maximum glucose consumpfiQyss(glucose) and
AQu.ar(glucose) (in mol C bottld through denitrification and dissimilation reduction into
NH4", Eq (1) and (2) respectively:

AQp_q(glucose) = 6><(2—54><Qi (NO:[)) (13)

10 -
AQM_dr(qucose)=6><(l—2><Qi (NO3 )j (14)

Where Q(NO3) was the initial amount of N (mol.bottle"). The period of N-oxide
reduction was easily assessed with the disappea@NG;’. In contrast, it was difficult to
assess the relative contributions of denitrificatend dissimilative reduction of NOinto

NH," since produced NFl was partially assimilated during the growth of embic bacteria.

However, we roughly estimated the maximum microbrahobilisationQu.im(NH4") of NH,"
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over the period of N® consumption assuming that the yield for glucosgnaitation in such

condition was about 20 % and the ratio C/N of fartagve bacteria was about 8:
QM-im (NH4+)= wéxi—jx Qi(glucosg (15)

As long as N is immobilized exclusively from the NHpool, we can estimate the relative
contribution of dissimilative reduction of NOinto NH;" (DRuio) With the following
equation, over the period of N@onsumption.

DRiatio = aQNHy” A);EID\II\Q) -iin)(NH4+) (16)
- 3

WhereAQ(NH4") was the production of N over the period of N© consumption.

Since glucose consumption through N-oxide reductias low, we tried to assess the relative
contribution of acetic and butyric fermentationanc® formate accumulation led to a
production of CQ either trough formate lysis (Table 1, Eq. (5)Xlmough formate oxidation
(Table 1, Eq. (6)), we checked whether the disappea of glucose (in mol C bottlpwas
balanced by the production of 1 third of formate+Q® mol C bottle") and 2 thirds of
ethanol, acetate and butyrate (in mol C bdjtl&he amount of COwas assessed with the

following equation:

Qco, = (%Jx(va + (VWXa002x@+1OpH_pKﬂ))) (17)

where P(CQ) was the partial pressure of €@ the bottles (Pa), the volume of gas in the
bottle (n7), Vi the volume of water (), aco, the solubility constant for Cmol m® water
mol m? air), pH the pH of the batch, and ptae first dissociation constant fobEO; (pKi-
6.35). Since true acetogenic transformation of rethar butyrate led to the production of
acetate without concomitant production of O@able 1, Eq. (7) and (8)), the production of

ethanol, acetate and butyrates@was expressed in mol C:

Qeag = (Q(ethana)) + (Q(acetaty) + (Q(butyratd) (18)
Where Q(ethanol), Q(acetate) and Q(butyrate) were thentifies of ethanol, acetate and
butyrate respectively (in mol C boffle Qzag would correspond to 2/3 of the glucose
consumed through fermentation as long as acetibatydic fermentations predominated, and
neither acetate, butyrate nor ethanol were miregdli Fermentations and true acetogenic
transformations were delimited in times with therease in th€gas value.
The lysis of formate (Table 1, Eq. (5)) and theetacetogenic transformation of butyrate and
ethanol led to the production ofKTable 1, Eq. (7) and (8)) that can reduce Feiti) F&*
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through microbial respiration (Table 1, Eq. (12Maximum amounts of produced,H
correspond to 4 times the amounts of glucose fetedeim mol, i.e. 2/3 mol of Hmay be
produced per each mol C-glucose fermented. Howetleanol and butyrate may be oxidised
into acetate with the reduction of Fe(lll) into?Fevithout transient bl production (Table 1,
Eq. (10) and (11)). As long as Fe(lll) reductiond lexclusively to mobilised E& (neither
precipitation of Fe(ll) solids nor Eeimportant adsorption on cation exchange sites)cave
estimate the consumption of C-glucose,df e- required for this reduction and use varmatio

in Fe mobilisation to note the beginning and the ehFe(lll) microbial reduction:
1
AQwm-re(H2) = 5 *4Qm(Fe) (19)

whereAQnm.r{H>) is the amount of Hrequired to reduce the excess in mobilised Feinaisg)
it was the exclusive electron donor ak@y(Fe) the amount of Fe mobilised.
As long as H partial pressure exceeded abouit R, it was not possible to observe ethanol
consumption to produce acetate through true aceésie (Dolfing, 1988). KHpartial pressure
could decrease through homoacetogenesis (Tablg.1(9)) and acetate production increase
though simultaneous homoacetogenesis and truegaretcbiotransformation. It was possible
to check whether homoacetogenesis and true acaisigemxplained most of acetate
accumulation in the second half of our experimgntdmparing the accumulated acetate over
limited periodAQ(acetate) with on the one hand the decrease ior €O, bottle content and
on the other hand the decrease in the bottle etltantent: as long as homoacetogenesis and
true acetogenesis explained most of acetate acetioylwe have:

AQ(H,) =2xAQ(CO, +formatg (20a)

AQ(acetaty= —(% x AQ(H 2)) - AQ(ethano) (20b)

whereAQ(CO, +formate) and\Q(ethanol) is the amount of (G&ormate) and ethanol that

respectively disappeared during the same period.

3. Results

3.1 Geochemical and microbial evolutions
For clarity, we present only result for S, C andr@tments, since the time of Se
supply (G_2, G_6 and G_10) did not affect microliadl geochemical temporal evolutions of

our systems
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Figure 1: Evolution of pH and Ey with time for treatment S, C and G experiments.
Vertical bars represent one standard deviationd) between triplicates: a/ pH; b/ k,

3.1.1 The sterilised treatment (S)

In the S treatment, the sterility was checkedh®/rio gas production (GON,O, H,
or CH,). In addition, neither organic compounds, nor mah@nions (Clexcepted provided
from KCI solution) and Fe(ll) in solution were olbged in this condition. The pH of the
homogenised soil solution decreased slowly fromt@.7.4 and the fEremained unchanged
(360 mV) during the incubation (Fig. 1a and 1b).

ANNEXE Il — Effects of microbial dynamics activitiesn Se fate in an anaerobic sandy 26l
amended with glucose



3.1.2 The control treatment (C)

In the control (C treatment), the bacterial attg did not modify the geochemical
parameters measuredy(Bnd pH) compared to the S treatment (Fig. 1a &adALrespiratory
bacterial activity was measured by a constant @@©duction during the incubation (Fig. 2)
(from 1.7 10" mol C bottlé" on day 2 to 3.6 Ibmol C bottlé' on day 15). No gas production

of N,O, H, or CH,, neither production of organic compounds, minar@bns and Fe(ll) in
solution were observed.
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2 2 --C02 (C)
& CO2 (G)
1,2E-03 1 2 - H2 (G)

o o ¢
S 8,0E-04 |
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Figure 2: Evolution with time of gas for C and G eperiments (mol bottle™).

The total number of bacteria estimated by diremint remained stable at 7.4°10
bacteria g from day 2 to day 15. Similarly, the number ofientative, denitrifying, Felll-
reducers and Se-reducing bacteria were stabldoalfjahe incubation at 2.9 1®acteria @
soil, 1.7 18 bacteria @ soil, 3.8 18bacteria ¢ soil and 1.7 1¥bacteria ¢ soil respectively.

The DGGE analyses are presented in Fig. 3. No majgation was observed in
DGGE patterns triplicate. The DGGE patterns evolwbé first days of incubation
(disappearance of bands 1 and 2) and stabilisedlyadter 2 d of incubation.
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Figure 3: DGGE Patterns a/ C treatment and b/ G tratment

3.1.3 The amended treatment (G)

In the G treatment, the amendment supply inducddcaease of pH (Fig. 1a) and E

(Fig. 1b) during the first 3 days of incubation. strong reducing state (-280 mV) was
observed between 3 and 8 days, then thedues increased up to “oxic” values (220 mV)
after 10 d of incubation.

The CQ production was 7-fold higher than in the C treattrend was not constant during the
incubation (Fig. 2). Four phases were clearly okesra production during the 1-4 d period
(until 1.5 10° mol bottle"), equilibrium between 4 and 8 d, a decrease dagl 10 (9.4 10
mol bottle!), then a second equilibrium. The, ldoncentration followed the same kinetic
evolution than the C© concentration, but in lesser quantity (Fig. 2) dmad totally
disappeared on day 10.

The total number of bacteria estimated by directintoremained stable and was not
significantly different from the C treatment. Atlopposite, kinetic evolutions were observed
for fermentative and denitrifying bacteria numbBne number of fermentative bacteria was
between 2.1 10to 7.2 16 bacteria g soil during the ten first days, then decreased @
10* bacteria @ soil at day 15. The number of denitrifying bacidricreased from 2.1 @0
2.5 10 bacteria g soil during the six first days, then decreasedhfdry 10 and reached 8.2
10* bacteria g soil at day 15. No evolution was observed for Fedtlucers (~3 10bacteria
g* soil) and Se-respiring bacteria (~816 1 1§ bacteria g soil) during the incubation.

The DGGE analyses are presented in Fig. 3. SimitarlC treatment, no major variation was
observed in DGGE patterns triplicate. The DGGE guatin the C and G treatments were
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different from day 2. Thus, the structures of gaitterial communities were different between
the two treatments. The stabilisation of the DGGdtgyn appeared more lately than C
treatment (between 6 and 10 days of incubationg. &lolutions of the structures of bacterial
communities were more numerous with apparitionafds 3, 4, 5 and 6 on day 2, bands 7
and 8 on day 6 and bands 9, 10 and 11 on day Heldition, some bands, such as the band 6,
disappeared or decreased in intensity during thebiation.

Changes in the concentration in solution of somgawic compounds, ethanol (Fig. 4a),
mineral anions and cations (Fig. 4b) were also iesk
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Figure 4 : Evolution with time of biochemical paraneters in the G treatment. a/ Glucose,

Formate, Acetate and Ethanol (mol C bottlé) and b/ Nitrate, Nitrite and Ammonium
(mol N bottle™)
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No sulphate consumption was observed during thebiation. N@ (initially 2.16 10*
mol N) disappeared in the first 2 days of incubat{®&ig 3b) whereas NO appeared in
solution on day 1 (5.65 T0mol N) then totally disappeared on day 2 (Fig 3" (initially
2.16 10" mol N) slightly decreased to 1.434@nol N after 2 days of incubation. During
these 2 days, the estimate of biomass N immobdis@w.im(NH4") was about 3.5 T0mol
N. Consequently, the relative contribution of disigative reduction of N@ into NH,;" (eq
16) was negligible (0.3 %) and denitrification wagpected to explain most of NCfate
during this period. Denitrification was thus used talculate a maximum glucose
consumptiony.q(glucose) of about 2.7 Tomol C (i.e. 5.6 % of initial glucose amount).
During the 0-2 days period, glucose (initially 48° mol C) decrease was about 1.6°10
mol C, and we observed accumulations of acetag 1@* mol C), lactate (3.9 I0mol C),
butyrate (2.8 18 mol C), ethanol (8.0 T0mol C) and formate (2.6 T0mol C) that began
after the second day of incubation (Fig. 3a). Dyitine same period, total G@ccumulation
(Fig. 2) approximately balanced glucose consumptioimus organic acid and ethanol
production (6.7 18 mol C instead of 7.8 10mol C). During the 1-4 d period, glucose totally
disappeared, acetate, ethanol and formate amoeathed 1.3 1& mol C bottlé', 6.3 10*
mol C bottlé* and 3.0 13 mol C bottlé€', respectively and the other organic acid accuradlat
to a lesser extent. The production of £Oformate after 4 days of incubation corresponded
approximately to 36.8 % of glucose consumptiontéad of 33.3 %), whereas tRgas value
did not balance the consumption of glucose minus-formate production: it corresponded
only to 41.4 % of glucose consumption (instead@®¥®&%). During the 4-6 d period, we noted
a decrease in ethanol amount of 3.0 hibl C.bottlé', that nearly balanced the accumulation
of acetate production which was about 2.6*1fol C bottlé' (Table 1, Eq. 7). We also
observed a decrease of formate amount of 1“4mél C bottlé* contributing to a production
of CO, and B (Table 1, Eqg. 5). In addition, we observed an tialul mobilisation of Fe(ll)
of about 3.6 18 mol bottle'. The amount of b} AQu.re(H-), required to reduce the mobilised
Fe(ll) was 1.8 18 mol bottle’. At last, we observed an increase in butyrate 164mol C
bottle), and a decrease in lactate (8.2 hiol C bottlé') that was nearly balanced by the
accumulation of propionate (1.14@nol C bottle). During the 6-8 days period, the
guantities of formate, acetate, ethanol,,Cfhd H remained stable. Between 8-10 days
period, the acetate production (1.8*1@ol C bottl€"), nearly balanced with th&Q(acetate)
(1.3 10% mol C bottle") explained by homoacetogenesis and true acetoigesres calculated
form the decreases of ethanol (2.9'1f0l C bottle") (AQ(ethanol)) and of k(6.0 10* mol C
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bottle?), to which we added the consumption of ptoduced from formate consumption
(1.4 10° mol C bottlé"). Fe(ll) concentration increased linearly sincgy d® and reached
1.1 10° mol bottle*. Beyond 10 days, we noted an additional productibacetate with a
decrease in ethanol and organic acid that begé#meifollowing order: ethanol, butyrate and

propionate. Fe(ll) remained stable at an averadeldf 10° mol after this date.

3.2 Selenium fate: distribution in the gaseous, ligjd and solid phases

3.2.1 Selenium retention and aqueous speciation

The kinetics of selenite retention are illustratedFig. 5. For the S treatment, an
apparent equilibrium between liquid and solid psas@as reached after 1 h of incubation,
leading to the retention of 84 + 2 % of selenium thg sterile soil. In the non sterile
treatments (C, G, G_2, G_6 and G_10), bacterialities did not increase significantly the
retention of Se. The retention processes wereralsid (1 h of incubation) and led to 82 + 3
% of Se retained by the solid phase. In additiohatever the dates of Se supply in the
amended treatments (0, 2, 6 or 10 days) the kiegttutions of the Se retention were similar.
After one or two days of incubation, equilibriumtieen liquid and solid phases was reached
leading to 89 + 2 % of Se retained.

100

Se retained in solid phase (%)

S,
X
oS xX-G_2
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Figure 5: Evolution with time of Se retained by thesolid phase. Vertical bars represent
one standard deviation ¢) between triplicates.
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Complementary to these results, the [Se(IV)]/[@al} ratio in the batch supernatants
below 0,2 um is presented in Fig. 6. Total aqueteigSe total], represented only 10 to 20 %
of Se initially supplied (1 I&mol Se 1. In the S treatment, the ratio was stable ahglthe
incubation and was equal to 45 + 4 %. Results obthin the C treatment were comparable to
results obtained in the sterilized treatment. Thioacterial activities involved in the C
treatment did not modify the [Se(IV)]/[Se totallia At the opposite, in the G treatment, the
glucose amendment induced a decrease of the [J48¥}otal] ratio from 58 + 3 % to 18 +
5% during the first three days of incubation. le tither amended treatments (G_2, G_6 and
G_10), whatever the date of Se supply (2, 6 or dgs) the evolutions of the [Se(IV)]/[Se
total] ratio were comparable to the G treatmentwekler, in the G_6 treatment, the ratio
[Se(IV)]/[Se total] was initially higher than ineélothers conditions (76 + 3%).
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Figure 6: Evolution with time of percentage of [Sd{/)]/[Se total] in solution. Vertical
bars represent one standard deviationd) between triplicates

3.2.2 Selenium in the solid phase

For all conditions, the sum of selenium extraciedthe different steps of the
sequential extraction procedure represented 100 % 2f the selenium initially supplied in
the batch. Then, for clarity, the amounts of Seastéd in each steps of sequential extraction
were expressed as percentage of the cumulativerdgrob&e recovered (i.e. the sum of the 4
steps). The evolutions of the selenium solid distiion with time in the pellets are presented
for the S, C and G conditions and for G_2, G_6 &d0 conditions in Fig. 7a and 7b

respectively.
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For the sterile treatment (S), after 1 hour of ation, selenium retained by the soil was
recovered mainly in the fraction exchangeable vphiosphate (82 %) and in the NaOH
extracted fraction (16 %). The percentages of eidateselenium and residual selenium were
negligible (< 1%). Then, the selenium distributiornthe solid phase evolved with time. The
phosphate exchangeable fraction decreased progelsssind reached 43 % after 15 days,
whereas the amount recovered in the NaOH extrdcaetion increased to 48 %. Elemental
selenium and residual Se fractions increased bue wéll low, reaching 3 % and 7 %

respectively. In the C treatment, bacterial ag@sitdid not disturb the selenium distribution
between the different solid components; resultsewsimilar than those obtained to S
treatment at all time of incubation. In all amendeshtments (G, G_2, G_6 and G_10), the
solid distribution of Se was similar to the oneSofreatment after the first hour of incubation.
However, differences between these treatments egupedter this time of incubation. In the

G treatment, the solid redistribution between thi#eknt solid phases was more rapid
compared to C treatment. On day 2, the solid distion of Se in the G treatment was similar
to the one observed in C treatment after 15 daysaibation. In the G treatment the

percentage of selenium recovered in the phosphatbaageable fraction continued to

decrease with time in favour of the percentageetérsum recovered in the other fractions.
On day 15, the phosphate exchangeable fractiorheda22 % and the amount recovered in
the NaOH extracted fraction was 63 %. Elementakrsem and residual Se fractions

represented 4 % and 11 % respectively. The reoigion of Se between the different solid

phases in G_2, G_6 and G_10 treatments followeddhee evolution than in the G treatment.

In addition, the kinetics of Se redistribution weimilar between these treatments.
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3.2.3 Selenium volatilisation

No volatilisation was measured in the S treatm@&hus, volatilisation of Se was a
biotic process. In the C and G treatments, the tifiemof Se volatilised were very low, in the
order of a few %o of the total Se. This level wasvhwer well quantified thanks to the use of
*Se-labelling. The evolutions of selenium volatilisa were similar in C and G conditions.
The quantities of volatile selenium increased wiithe, and reached 9 & 5 10°%. on day
10. No production of volatile Se was recorded afi@gy 10. Similarly, in the G_2 treatment,
the volatile species of selenium were produced dualgng four days of incubation, between
the date of Se supply (day 2) and day 6 (§ ¥ + 4 10° of the total Se). In the G_6
treatment, the production of volatile Se increasech 3 10° %o + 1 10°on day 10 (4 days of
incubation) to 1 18 %o + 1 10% on day 15 (9 days of incubatioi). the G_10 treatment,
volatilisation of selenium was measured only on #i&y5 days after the Se supply) and was
lower than the other condition (3 1% + 6 10%.

4. Discussion and conclusion

4.1 Microbial and Geochemical evolutions

The glucose amendment involved an increase inréBpiratory bacterial activities
compared to the control values (ca x7), but surgglg, none of the number of bacteria.
However, the direct count method for soils bactegimains difficult because of the presence
of many autofluorescent particles (Kepner Jr arattP1994; Sunamura et al., 2003). Then,
we may assume that there was an overestimate aérlzcbiomass that could mask an
increase of bacterial biomass. The DGGE fingerpihiaracterised specific bacterial
populations (1 - 2 % of soil bacteria), but notcemplete coverage of soil bacterial diversity
(Muyzer et al., 1993). The disappearances of banaisd 2, present only at the beginning of
the incubation in the C and G treatments, washatied to the death of obligate aerobe
bacteria. Indeed, the soil was not pre-incubatedroxia before incubation, obligate and
facultative aerobe bacteria were thus presentdarsyistem at the beginning of incubation. The
temporal evolution in the G treatment can be ergldiby a successive anaerobic microbial
process due to the glucose degradation. The MPiltsesf denitrifying and fermentative
cultivable bacteria confirmed a temporal evolutifur these functional populations. No

increase of the number of Felll-reducers bacteaaehbeen observed in the amended
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treatment compared to control, suggesting the aasehthis bacterial activity. But, Fe(lll)
reduction was measured in the G treatment. As degarthe low Fe(ll) concentration
measured in this amended treatment, this resultnaasurprising. In addition, this result can
be also explained by the following hypothesis:

- a too selective medium and/or the low cultivigpibf Felll reducers.

- bacteria of other functional communities wersoabble to reduce iron, such as
denitrifying or fermentative bacteria (Seeligeraét 1998) but were not cultivable on Felll-
reducers selective medium.

Despite the presence of, Hind/or lactate in the G treatment, which can bedusuch as
electron donors for selenite reduction (SwitzerrBlet al., 1998; Stolz and Oremland, 1999),
no significant difference in Se-reducing bacterensity was observed between C and G
treatments (2 TObacteria gsoil) . In addition, the number of Se-reducing k&et was
similar to what has been found by Haudin (2006& isoil without selenium supply. These
small density numbers could be explained by the $®iconcentration used. But, despite the
absence of specific Se-reducing bacteria, the ditheterial activities present in the amended
treatment had an effect on the Se behaviour (remyatolatilisation ...).

Evolutions of gas composition, organic and minecahpounds allowed us to describe
five successive anaerobic microbial processes wadblin the degradation of glucose (G
treatment). During the 0-2 days period, denitrifima (Table 1, Eg. 1) explained most of
nitrate consumption but only 5.6 % of glucose comstion. The glucose consumption was
closely related to the production of organic a@idtyrate, formate, acetate), €énd ethanol
production. Contrary to Dassonville et al. (200he production of butyrate was very low
compared to the production of ethanol in our coadit Consequently, we assumed that
glucose consumption was mostly due to acetic fetatiem (Table 1, Eq. 3) and in a lesser
extend to butyric fermentation (Table 1, Eq. 4)riDg the 1-4 days period, the disappearance
of glucose was approximately balanced with the petidn of 1 third of formate + C£)36.8
% instead of 33.3 %), but not balanced with 2 thiaf ethanol, acetate and butyrate
productions (41.4 %). It was thought that ethanalrhave been partly lost by evaporation
during the storage of samples even if they wereeino Nevertheless, we assumed that
glucose was consumed through acetic and butynodetations and neither acetate, butyrate
nor ethanol were mineralized. During the 4-6 dassaal, the decrease of ethanol and formate
was explained (i) by true acetogenic transformatibethanol into acetate (Table 1, Eq. (7))
and (ii) by the formate lyse (Table 1, Eq. (5))eTiormate oxidation (Table 1, Eg. (6)) was
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excluded because of the absence of;NO@he reduction of Fe(lll) into Fe(ll) (3.6 10
® mol.bottle) was explained by microbial respiration with thedation of H (Table 1, Eq.
(12)). Ethanol and butyrate oxidation with conc@nitreduction of Fe(lll) into Fe(ll) (Table
1, Eq. (10) and (11)) were excluded because thauatf transferred enecessary to these
reactions was to 2 times higher than the maximuodyction of H. The system was in
balance during the 6 to 8 days period. During tHEO&lays period, the Fe(ll) production
consumed only 1 % of the totabHn addition, homoacetogenesis was mostly resptnsif
the H decrease. Thus, we checked that homoacetogemesisue acetogenesis explained
most of acetate production. After 10 days, we assluthat there was no additional pathway
as true acetogenesis explained the productionathtecwith the decrease of ethanol. Neither
sulphate reduction was observed during the incobatAll these successive metabolic
pathways are resumed on Fig. 8.
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Figure 8: Metabolic pathways in G treatment.

In the amended treatments, the bacterial procesdased the formation of electrons
donors and acceptors in the system (Fig. 3), whechto an evolution of the E In the
literature, the E value measured is often different than those drpecby the
thermodynamics data and the redox couples presernhe system. This is due to the
superimposition of several type of microbial praesswhich can take place in the same time
and to the complex nature of the mineral phase urest often unknown (Runnells and
Lindberg, 1990; Picek et al., 2000; Gao et al., Z08lewell et al.,, 2006). However,
according to the equation and the thermodynamic& ad Sposito (1989) and the
concentrations of N, Fe and H species, we assunatdtree couples of electrons donors and

acceptors controlled the redox potential in ourditions. Thus, the redox potential was first
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controlled by N@Q/NO;," during the 0-2 days period (theoretical calculateldie : about + 400
mV), then by H/H, during the 3-8 days period (theoretical calculatallie : about -350 mV)
and then by Fe(OHR)F€** during the 9-15 days (theoretical calculated valaieout 170 mV).

4.2 Selenium behaviour

The results obtained for the sterile conditiongenv@aken as a reference for abiotic
behaviour of selenium, although microbial actiat@Ean affect indirectly abiotic geochemistry
of selenium by changing some geochemical charatitayiin other conditions. For the sterile
condition, selenium behaviour resulted from chemicteractions between mineral and
organic soil particles and selenite input. Therextdons between soil and selenite were rapid,
occurring mainly in the first hour of incubationod@rary to Tc (Begg et al., 2007), Se
immobilisation was mainly abiotically mediated. Baxtal activities (raw or stimulated) did
not increase the quantity of Se retained onto did phase (Fig. 5).

As the results obtained in S and C treatmentshi®@rSe solid distribution and for the
evolution of the solid distribution with time wesamilar to those obtained by Darcheville et
al. (2008) and because an abiotic reduction seeumdilely at 360 mV, we reasonably
considered that the abiotic immobilisation of Seswaitable in our anoxic conditions. Thus
we suggested that selenium was first mainly rethioeto soil particles by a rapid surface
adsorption and then that a fraction of adsorbeensain evolved with time to form stronger
bounds within these particles by the formation ofc@mplex non-exchangeable with
phosphate. This hypothesis was also supported éoyetults of previous studies on kinetics
of selenium sorption (Barrow and Whelan, 1989; Z£hand Sparks, 1990). As Duc et al.
(2006), ours results suggested that the procesSeofetention was more complex than a

simple surface adsorption.

Bacterial activities were involved in the volatdtion of Se. This process was usually
negligible in anoxic conditions (Doran and Alexand®77; Guo et al. 1999), but it was
previously observed in soil exposed to nitrogenafRer and Zoller, 1980). In addition,
volatilisation was also often assimilated to a sliiwation process (Hassoun et al., 1995) In
our anoxic conditions, volatilisation of Se resdlt# a direct interaction between bacteria and
selenite and was not only a protective mechanismhetoxify their environment. Indeed, the
low selenium concentration used (1 pmd),lwas not a toxic concentration for most

microorganisms (Dungan and Frankenberger Jr, 200(ddition, the low concentration of
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Se can explain the low quantities of volatile Sasueed (from 18 to 10% %0). However, the
selenium volatilisation was probably underestimabedause dimethyl selenide (the main
selenium volatile species) is very soluble in wéirang and Frankenberger Jr 1999). It was
not possible to relate clearly any specific baetedctivity to Se volatilisation processes
because of the poor contrast we got between outittmms and the experimental variability

observed between replicates (until 50 % of manyeasl.

In the S and C treatments, there was a strongfioatibn of speciation of the remnant
agueous selenium. Selenite accounted for only 58 #e total aqueous selenium during all
the experiment. As regard to thg Ealue (360 mV), an abiotic reduction was unlikeoinr
conditions. A similar result was observed by Févee al (2007) in oxic condition. The
authors hypothesized that a rapid binding betweissotyed organic matter and Se(lV)
interfered in the selenite measurement by hydridmegation-quartz furnace atomic
absorption spectrometry (Roden and Tallman, 19887 Bnd Sangiorgio, 1996).

The stimulation of bacterial activities with a ghse amendment (G, G_2, G_6 and G_10
treatments) induced a decrease of the [Se(IV)]ifia]] ratio in the batch supernatant (Fig.
6). According to pH-k diagram, elemental selenium (Se(0)) and selerseé-)) prevail in
reducing condition. In addition, in presence oflBe&elenite could be reduced abiotically
and precipitate in the metallic selenide salt (FeGd-eSg (Bruggenam et al., 2002). Thus,
because g was reductive in the G, G_2 and G_6 treatment. ()i, we could supposed an
abiotic reduction of Se(IV) into Se(0). But, in te 10 treatment, despite thg Bxic (220
mV), the [Se(IV)]/[Se(total)] ratio decrease toa. dddition, reducing species such as Fe(ll)
remained in solution at this “oxic” potential. Cexperimental period (15 days) was probably
too short to observe an abiotic reduction (Leel.e807). And, the low concentration of Se
used prevented us from using microscopic (transamssr scanning electron microscopy) or
X-ray absorption spectroscopic techniques for rthvestigations. In the G_6 treatment, the
initial [Se(IV)]/[Se(total)] ratio in the batch samatant was higher than other conditions (76
% = 3), whereas the.Fwas the most reducing (-280 mV). Then, we suppdsathe anionic
organic compounds present at this date (formategnetl and acetate) interacted with soil
dissolved organic matter instead of $80Then, Se(IV) was “free” in the aqueous phase and
was quantified by hydride generation. So, theseali®esuggested that Se speciation in soil
was more complex that those purposed by a pHliEgram. Because interactions between

soil dissolved organic matter and Se(lV) or abiogduction of Se(lV) were not sufficient
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alone to explain the dynamic of [Se(IV)]/[Se(totaBtio, we assumed that the decrease of the
ratio [Se(IV)]/[Se(total)] in the batch supernatams due to a biotic reduction. In anoxic
conditions, selenite has been reported to be uset &lectron acceptor (Garbisu et al., 1996)
or to be reduced independently of dissimilatoryceten transport (Lortie et al., 1992). The
low number of Se-respiring bacteria suggested akizr bacteria, that did not grow in the
chosen culture medium, participated in seleniteuctdn as suggested by Kessi (2006).
Particularly, sulphate reducing bacteria have thpacity to enzymatically reduce small
guantity of selenium (Hockin and Gadd, 2003). Rigspite the presence of sulphate in some
of our experiments, no SO reduction was observed. In addition, whatever libeterial
activity present when the Se was supply, the deered the [Se(IV)]/[Se(total)] ratio was
similar (Fig. 6). Thus we assumed that various dy&adt were able to reduce the small

quantities of Se(lV) into Se(0) whatever their atits.

In the amended treatments, the stimulated battextvities speed up the Se
redistribution between the different solid phasd&ays in favour of a stronger retention of
Se. Whatever the bacterial activities which ocaliwa the date of Se supply, the kinetics of
Se redistribution were similar. This result suggdghat the time was the main factor which

controls the stabilisation of Se in the soil.

To conclude, in anoxic conditions, the retentidbis&enium was mainly due to abiotic
processes. The corresponding distribution coefiicigetween soil and solution (Kd) was
about 50 | kg and was characteristic of moderately mobile spedigis value fell well in the
ranged of Kd values (5-50 | Ky (Roussel-Debet and Colle, 2005). Neverthelesstichi
effects on Se fate were highlighted, such as mmatibn of the Se aqueous speciation
(assumed as biotic reduction of Se(lV) into Se@ppeed up of the Se redistribution between
the different solid phases and volatilisation of Egcepted for the volatilisation, this biotic
processes contributed to decrease the mobilityeobys a lesser extractability of sorbed Se
(decrease of the amount recovered as the phospkelt@ngeable fraction). This result was
similar to that observed by Haudin (2006) in redgcenvironment. None effect due to
specific bacterial activities targeted have beeseoked. When selenite was present at trace
level, various bacterial activities were competenteduce selenite to elemental selenium and

to volatilise Se.
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Table 1: Balance reaction

Equ. Microbial reaction
N-oxide reductions
1 5glucose+24N0O5~ +24H" =30C0O, +42H,0+12N,
2 %) glucose+4NO3 +8H™ +2H,0 = 2CO, + 3acetater 12formate+ 4NH 4
Glucose fermentation and formate fate
3 glucose+ H,0 = 2formate+ acetater ethanol
4 glucose = butyratet 2formate
5 formate=CO, +H,
6 formate+ NO3 =CO, + NO,™ +H,0
True acetogenesis
7 ethanok H,O = acetater 2H,
8 butyratet 2H,0 = 2acetater 2H,
Homoacteogenesis
9 2C0Oy +4H, = acetater 2H,0
Fe reduction
10 4F¢(lll) + H,0 + ethanok= acetate- 4H T +4F1I)
ANNEXE Il — Effects of microbial dynamics activitiesn Se fate in an anaerobic sandy 3l
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11 4F¢(lll) + 2H,0 + butyrate= 2acetater AH™ + 4F4IN)

12 2Fe(lll) +H, =2Fgll)+2H"
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Chapitre 111-2- Incubation de sol en conditions oxques

Tableau 1 : Identification des communautés bagtaes isolées par I'analyse de 'ADNr 16S.
Les rapports entre parenthese représentent le rodédbbases communes sur le nombre de
bases utilisées, le fragment d’ADN amplifie comptetmprenant 160 paires de bases.

ANNEXE |V — Liste des tableaux 225



ANNEXE V - Analyse par CPG

» Caractéristiques techniques du CPG (Hewlett Packar®890)

Détecteur Catharométre
Température du détecteur 250 °C

Gaz vecteur Hélium (qualité 6.0)
Débit gaz vecteur 28 mL/min

Colonne pour la séparation colonne remplie Porapack Q (80-100 pum, 6'x1/8”)

tamis moléculaire (5 A, 60-80 um, 6’x1/8")

Température du four 50 °C

Volume injecté 200 pL

Le schéma interne du CPG est détaillé dans ladiguivante. Le tamis moléculaire
est utilisé pour séparer les pics deetl d’'0,. Néanmoins, les gaz de volume plus important
(CO;,, N2O) ne doivent pas passer dans le tamis molécutaive ne pas le détériorer. Une
vanne de commutation (vanne 2) permet donc l'ouvertou la fermeture du tamis

moléculaire lors du passage des gaz.

Vanne 1 OFF

—
> e

elange

de gaz Vanne 2 @ Colonne
ON OFF

a o
Détecteur <1—1

Schéma de 'analyse en CPG
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La programmation de I'analyse est récapitulée tatableau ci-desous.

Programme de I'analyse des gaz en CPG

Temps (min) Etat des vannes Détails de l'analyse
Passage de tous les gaz dans la colonne.
Vanne 1 ON . -
" I z N2, Kr
Initial (0) Arrivée des petits gaz ¢HO,, N2 Kr et CHy)
Vanne 2 OFF dans le tamis avant les gaz plus volumineux
(CO,, N2O).
La vanne 2 commute pour fermer I'entrée du
tamis moléculaire, piégeant ainsi les petits gaz a
1,8 Vanne 2 ON I'intérieur, sauf H déja arrivé au détecteur.
Les gaz volumineux, ne passant pas par le tamis,
arrivent au détecteur.
La vanne 2 commute de nouveau pour ouvrir le
31 Vanne 2 OFF  tamis.

Les petits gaz, séparés, arrivent au détecteur.

Remarque : I'ordre d’arrivée des gaz est €O,, NbO, O, Np, Kr et CH,
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ANNEXE VI - Compositions des milieux
anaerobies utilisées pour le dénombrement.

Composition pour
1L de milieu
anaérobie

Tryptic Soy Broth

NaH,PQ,, 2H,0

NH,CI

KoHPO,

KH,PO,

KCI

CaCl, 2H,0

MgCl,,6H,0

Extrait de levure

Oligo-éléments

NacCl
L-Cystéine

Résazurine

Accepteur d’électron

Substrat

Solution d’élément trace (qsp 1L.®l)

Na;MoOQ,4, 2H,0
MnCl

CoSly

ZnS0Oq, 7H,O
CuSQ,, 5H,0

Milieu pour

bactéries
fermentaires

19
0,39
0,39
0,19
0,19
059
1g
10mL
(Balch, 1979)
1g
0,59
1mL

Glucose 5 mM

Milieu pour

bactériesnitrato-
réductrices

15 g

1mL
(Balch, 1979)

NaNO;
(5 mM)

Milieu pour

bactérie Felll-
réductrices

1.044 g
3.338 ¢

0.222 g
0.291 g

imL
(élément trace)

Citrate de Felll
(20 mMm)
Lactate 25 mM

Acétate 27 mM

Pyruvate 26 mM

0.01g
0.02g
0.0002 g
0.01g
0.002 g

Milieu pour

bactériesséléno-
réductrices

19
0,39
0,39
0,19
0,19
05¢9
0,1¢g
ImL
(Widdel, 1981)

Na,Se(G;
(10 mM)
Lactate 20 mM

- Balch, W.E., Fox, G.E., Magrum, L.J., Woese, L.Rglf&/ R.S., 1979. Methanogens: reevaluation
of a unique biological group. Microbiological Rewig 38, 940-944.
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- Widdel, F., Pfenning, N., 1981. Studies on diskitary sulfate-reducing bacteria that decomposes
fatty acides. | lIsolation of new sulfate-reducingcteria enriched with acetate from saline
environments. Description of Desulfobacter postggeéea.no., sp. nov. Archives of Microbiology 129,
395-400.
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ANNEXE VII — Propriétés physico-chimiques

du sol

Analyses effectuées par 'INRA (Arras)

Granulométrie sans décarbonatation (NF X 31-107) ‘

Fraction a/kg
Argile (< 2um) 79
Limons fins (2/20 pm) 69
Limons grossiers (20/50 pum) 40
Sables fins (50/200 pm) 92
Sables grossiers (200/2000 pm) 720
Carbone (C) total (NF ISO 10694) 10,7 g/kg
Azote (N) total (NF 1SO 13878) 0,775 g/kg
Calcaire (CaCg) total (NF ISO 10693) 6,51 g/kg
pH eau (NF ISO 10390) 7,74
pH KCI (NF 1SO 10390) 7,06
CEC Metson (NF X 31 130) 4,28 cmol+/kg
CEC Colbatihexamine (NF X 31 130) 4,38 cmol+/kg
Conductivité 1/25 (m/v) a 25°C 0,013 mS/cm
Conductivité 1/5 (m/v) a 25°C 0,053 mS/cm
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Eléments totaux (mg / kg)

Plomb (Pb) 19,3
Cadmium (Cd) 0,141
Etain (Sn) 1,23
Chrome (Cr) 43,6
Cuivre (Cu) 8,45
Nickel (Ni) 14,3
Zinc (Zn) 97,4
Manganése (Mn) 396
Soufre (S) 159
Arsenic (As) 6,14
Sélénium (Se) 0,126

Eléments totaux (g / 100 Q)

Phosphore (#®s) 0,0601
Aluminium (Al) 2,38
Calcium (Ca) 0,595
Fer (Fe) 1,14
Potassium (K) 0,861
Magnésium (Mg) 0,226
Sodium (Na) 0,371
Silicium (Si) 39
Titane (Ti) 0,119
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ANNEXE VIII — Propriétées minéralogiques du

sol

Analyses effectuées par le BRGM (Orléans)

Légende

TA : Trés Abondant
A : Abondant

M : Moyen

P : Présent

F : Faible
R : Rare

T : Trace

Valeurs entre parenthésesépartition en poids

Observations sous binoculaire

» Fraction > 1 mm (1,48 %)

- débris végétaux : P

- magnétite en inclusion dans silicate et dans hydtexie fer : T
- verre noir opaque : R

- grés a glauconie et hydroxyde de ferinclus : T

- agrégat et scorie noire vitreuse bulleuse : R

- débris de roche a quartz dominant et chlorite : R

- carbonate creme : P

- éclat de silex ou silice fine laiteuse : F

- débris de roche a biotite, feldspath, quartz (iypeiss) : F
- Quartz laiteux : A

- roche microgrenue mélanocrate siliceuse : P

- hydroxyde de fer dont goethite : T

- feldspath laiteux : F

- débris de roche verte a amphibole et plagiocl&se :

e Fraction 0,2 - 1 mm(72,72 %)
Dont :

o Fraction < 2,85 (séparation densimétrique au bromaé) (99 %)

- feldspath laiteux : F

- éclats de verre noir opaque : T

- hydroxyde de fer : R

- fibres végétales : T

- agrégats gris terreux friable : T

- éclat siliceux rouge (type jaspe) : T
- quartz limpide ou laiteux : TA
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- éclats de silex : F
- carbonate creme : T

o Fraction ferromagnétique (0,01 %)

- verre noir opaque : R

- oxyhydroxyde de fer: M a A

- pyrite rétromorphosée en hématite : T

- silicate a inclusion de magnétite : M a A

o Fraction 2,85 — 3,3 (séparation densimétrique eddméthane) (0,78 %)

- verre noir opaque (abondance Si et Fe): M
- muscovite : T

- chlorite : R

- grenat: R

- amphibole : R

- épidote:MaA

- hydroxyde de fer : P

- feldspath (plagioclase laiteux) : M a A

- tourmaline brune : F

- grain vert opaque (silicate) : P

- grain jaune limpide (gehlenite) : P

- sillimanite : T

- agrégat vitreux noir a liant hydroxyde de fer : T

o Fraction > 3,3 (séparation densimétrique au diiogtbamne) (0,40 %)

- rutile :R

- leucoxene : F

- disthéne: T

- zircon limpide : T

- minéraux incolore limpide (ghlenite probable) : T
- sphéne: T

- grain laiteux (abondance Ca) : T

- zircon violacé limpide (zircon ZrSip: T

- grain brun noir pierreux (sphéne) : R

- verre noir opaque (abondance Fe): P

- hydroxyde de fer : R

- épidote : M

- grenat almandin : A

- ilménite : R

- hématite : T

- amphibole (hornblende): T

- grain tabulaire bleu (disthene probable + FeO) : T
- lamelle opaque gris bleu (abondance Si) : T

- staurotide : T
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» Fraction 50 - 200 ym(11,74 %)
Dont :

o Fraction < 2,85 (séparation densimétrique au bromaoé) (94,30 %)

- fibres et débris végétaux : R

- muscovite : T

- sphéres noires opaques friables : R
- verre noir opaque : R

- grain siliceux rouge (type jaspe) : T
- feldspath laiteux : P

- chlorite : T

- carbonate : T

- quartz: TA

o Fraction ferromagnétique (0,14 %)

- magnétite : A
- oxyhydroxyde de fer : R

o Fraction 2,85 — 3,3 (séparation densimétrique madmeéthane) (0,78 %)

- verre noir opaque : P a M

- chlorite : T

- tourmaline : R

- amphibole : R

- pyroxéne vertclair: T

- épidote : A

- hydroxyde de fer : F

- sillimanite : T

- silicate indifférenciés (quartz, gehlenite)
- muscovite : T

- grain jaune limpide (gehlenite) : P
- grain violacé bleu tabulaire : T

- carbonate cremes : T

o Fraction > 3,3 (séparation densimétrique au diicgtbane) (3,66 %)

- rutile :R

- verre noir opaque : R

- staurotide : T

- grain rouge (arséniate de plomb) : T
- tourmaline brune : T

- épidote : M

- disthene: T

- ilménite : T

- leucoxéne: T

- Dbiotite: T

- chlorite : T

- grains automorphes limpides, prismatiques fumésiagtre (gehlenite) : R
- grenat almandin : TA
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» Fraction <50 (14,06 %)
Les phases cristallines identifiées par diffracttiiaéles rayons X sont les suivantes :

- quartz

- plagioclase

- microline

- et phyllosilicates probables tels que chlorite &tas

Conclusions

Les différents contr6les réalisés par microscof@etéonique, rayons X et infrarouge permettent de
confirmer la présence d’oxydes et d’hydroxydes dels iiménite (FeTig), magnétite (F£,),

hématite (Fg0s) et goethite (FeO(OH)). Il n'a pas été vu de chterdans cet échantillon mais le
chrome existe bien en substitution probable ddées la magnétite. Aucun oxyde de manganese ni

d’aluminium n’a été identifié dans cette étude.
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Résumé

Le sélénium (Se) est naturellement présent dangitennement. Elément essentiel aux étres
vivants a faibles concentrations, il devient rapidat toxique avec leurs augmentations. Un
de ses isotopes radioactifs, iSe est présent dans les déchets radioactifs dastod&age
géologique profond est envisagé. Dans le sol, leX@&te sous de multiples formes et sa
mobilité est affectée par le potentiel d’'oxydoréihrt et les activités microbiennes. Trés peu
d’études ont porté sur sa réactivité a I'état dedr Nous avons réalisé un travail permettant
de distinguer les principaux processus géochimigbésiques et microbiologiques impliqués
dans le devenir du sélénite (Se(lV)) a I'état @edrdans le sol. Cette étude était basée sur des
incubations en batch de boues de sol contaminédéigieliement en Se(IV) a hauteur de
0,4 mg Se.kgsol sec et soumises & des conditions oxique ouiguxLes incubations ont
concerné des lots de sol stérilisé et des lotsotlenan stérile, avec ou sans amendement
organique pour stimuler alors les activités micealnies. Pour chaque incubation, nous avons
suivi la distribution du Se entre les phases splidaide et gazeuse. Nous avons par ailleurs
suivi les évolutions géochimiques de la solutiancdmposition de I'atmosphére gazeuse des
flacons et la microflore du sol. Les résultats mantré que le Se apporté a I'état de trace est
relativement peu mobile dans le sol étudié. Lesgssus géochimiques ont un rdle majeur
dans le contrdle de la mobilité du Se. Au coursethaps, certaines transformations abiotiques
en phase solide aboutissent a une immobilisatiopla en plus forte du Se. Les processus
microbiologiques contribuent & augmenter cette iffization au sein de la phase solide.
Néanmoins, en conditions oxique et anoxique, gestgrocessus microbiens peuvent étre,
responsables, dans une moindre mesure, d’'une siispedu Se dans la biosphére par la
production de composés volatils.

Abstract

Selenium (Se) is naturally present in the enviromm8e is essential for living organisms at
trace concentrations, but it becomes rapidly taxith their increases. Th€Se radioactive
isotopes of Se, is found in nuclear wastes that bbealyuried in deep geological formations. In
soil, Se exists in many forms and its mobility feated by the redox potential and microbial
activity. Very few studies have focused on Se behaat trace concentration. We have tried
to distinguish the major abiotic geochemical androbiological processes involved in the
fate of trace selenite (Se(IV)) in a soil. The stwebs based on batch incubation in oxic or
anoxic conditions of slurry suspension artificiatiyntaminated with Se (IV) to 0.4 mg Se'kg
dry soil. The incubation involved sterilized andnrsterile soil samples with or without
organic amendment to stimulate microbial activitiEsr each incubation, we followed the
distribution of Se between solid, liquid and gaseqihases as well as the geochemical
evolution of the solution, the composition of themasphere gas bottles and the soil
microflora. The results showed that Se was relbtifiew mobile in the soil studied.
Geochemical processes played a major role in diingdhe Se mobility. Over time, some
abiotic transformations in the solid phase conteduo increase the Se immobilisation. The
microbiological processes contributed to this iaseein the solid phase. Moreover, in oxic as
in anoxic conditions, some microbial processes wesponsible, to a lesser extent, for a
dispersion of Se in the atmosphere by the productforolatile compounds.
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