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. Introduction

Les activités de la mine des Aviniéres (Saint-Laurent-Le-Minier, Gard) sont responsables
d’importantes modifications de 1’environnement. L’extraction du minerai a contribu¢ a
modifier le paysage avec la formation d’un terril important en termes de quantités de déchets
accumulés et de teneurs en « éléments traces métalliques » (ou « ETM »). Les étapes de
purification, lavage des minerais qui généraient de tres grandes quantités de déchets a haute
teneurs en ETM ont contribué a la formation d’une zone de trés forte contamination du sol a
I’endroit de leur stockage. Cette zone regroupe I’ensemble des anciens bassins de décantation
et se caractérise par une absence quasi-totale de végeétation. Cette partie du site est devenue
phytotoxique. Les rares plantes qui s’y développent sont des plantes qui se sont adaptées a la
pollution métallique. Elles sont tolérantes et éventuellement accumulatrices ou
hyperaccumulatrices d’ETM. Toutes les surfaces environnantes présentent des contaminations
intermédiaires dues essentiellement au transport des minerais, a leur combustion et aux
déplacements de matériaux déja contaminés (envol de poussieres, ruissellement, dép6t de
cendres des fours, ...). L’érosion €olienne et I’érosion hydrique trés importantes sur ce type
de site de part I’absence de végétation sont un risque important de dispersion de la
contamination dans I’environnement, le sol en particulier.

Il s’agit d’un probléme trés préoccupant, car le sol exerce des fonctions essentielles qui
déterminent en grande partie la production des produits alimentaires et la qualité de 1’eau. De
plus, les « ETM » font partie des composés les plus nocifs et ne sont pas biodégradables.

Au-dela des conséquences environnementales, les risques sur la santé de ces ETM sont
réels : les atteintes des systemes nerveux, rénal, pulmonaire ou des tissus osseux sont
clairement établies. Des exemples récents de plombémies préoccupantes et de premier stade
de saturnisme ont été mis en évidence chez des enfants habitants a proximité du site
(http://www.mairie-saintlaurentleminier.fr/municipalite_mairie.html).

Les impacts spécifiques aux pollutions métalliques ne sont pas seulement d’ordre
environnemental et médical ; ils affectent directement le développement économique et
touristique de la commune.

Dans ce contexte, le plan de gestion proposeé est une approche intégrée et interdisciplinaire
de la phytoremédiation, qui s’appuie sur des connaissances solides et validées en écologie
végétale et microbienne, en chimie écologique et environnementale. Les fils conducteurs
sont I’amélioration de la qualité environnementale du site et une gestion refléchie des
risques associés en apportant les moyens de les maitriser dans la durée.

Les techniques proposées associent réhabilitation écologique des zones polluées et
procédés innovants de valorisation chimique des phytotechnologies mises en ceuvre. Les
activités d’Ecologie de la restauration et de Chimie écologique reposent sur des acquis solides
et développés dans des programmes de recherche et développement avancés (ANR
« Opportunité (E)*, FEDER « GénieEcoChim », PIR INGECO CNRS-IRSTEA, contrat
doctoral ADEME), qui montrent la validité du concept. Elles sont également labelliseées par
deux péles de compétitivité (Materalia et Cosmetic Valley).
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Une sociéte sera créée a ’automne 2013 en collaboration avec le CNRS pour développer
a grande échelle ’ensemble des activités précitées. Cette étape est fondamentale, car
pour la premiere fois, un programme de réhabilitation écologique et environnementale
permettra de financer un programme de restauration jusqu’a son terme. Ainsi, le plan de
gestion présenté s’attache a mettre en place les outils scientifiques, techniques et
organisationnels qui contribueront a favoriser la transition d’un passé minier et industriel
lourd vers une économie verte, et a proposer aux pouvoirs publics des pistes d’action, pour
faciliter le développement de nouvelles technologies durables, responsables et capables de
soutenir réhabilitation écologique et (re)construction sociale.

- Les premiers objectifs concrets sont ceux du développement des techniques de
phytoremédiation adaptées au site et au contexte local, et capables de limiter la contamination
des zones environnantes issue des bassins de décantation. Il s’agit en particulier de limiter
I’érosion éolienne et hydraulique des sédiments contaminés.

La technique de phytoremédiation étudiée et proposée est la phytoextraction. La
phytoextraction est aussi la seule technique capable de combiner amélioration de la qualité
environnementale et avantages socio-économiques. Elle consiste a installer un couvert végétal
de plantes hyperaccumulatrices locales. Celles-ci contribuent a stabiliser et décontaminer
progressivement le sol grace aux systémes racinaires, limiter I’impact de 1’érosion éolienne et
I’envol de particules métalliques en formant une couverture naturelle sur le sol préalablement
recouvert d’un topsoil adapté et protecteur.

Ces plantes en accumulant de fortes teneurs en ETM dans leurs parties aériennes sont la
matiere premiere naturelle d’une écotechnologie innovante. Elles ne sont plus un déchet
contaminé, mais une biomasse a haute valeur ajoutée dans le procédé développé par 1’équipe.
- Les objectifs suivants sont le développement industriel de la premiere perspective de
valorisation de cette biomasse unique. Elle initie une nouvelle branche de la chimie verte :
I’écocatalyse. Basés sur les cations métalliques phytoextraits (e.g. Zn®*), les catalyseurs
écologiques présentent des performances tres supérieures aux catalyseurs classiques congus
en laboratoire et des sélectivités uniques. Dans des conditions douces, ces catalyseurs
écologiques permettent la synthése de molécules a I’impact social important tels que des
anticancéreux, des agents antiviraux, des molécules actives contre la malaria, des ardbmes
naturels, des cosmétiques et des intermédiaires clés de 1’industriec chimique (10 brevets
CNRS, Grison et al. 2009-2013). 11 s’agit d’une révolution verte : la restauration du site
des Aviniéres est une source d’innovation en chimie écologique et la chimie écologique
est la force motrice de la restauration du site.
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Line requalification constructive du site

Une activité post-mine est aujourd’hui possible. Elle est une opportunité partagée par la
commune, les structures étatiques, les acteurs des sciences de 1’environnement et 1’industrie
chimique. Le site des Avinieres représente un site pilote unique et moteur pour cette nouvelle
activité. Il représente clairement un exemple pour les autres sites a 1’étude (Nouvelle-
Calédonie, Gréce, Chine, Gabon).

Il - Site d’étude

Les bassins servaient de stockage aux déchets liquides de lavage du minerai. Ces déchets,
mélange d’eau et de sédiments chargés en métaux étaient déversees dans les bassins de
décantation. La technique consistait ensuite a laisser les sédiments se déposer au fond par
décantation avant de rejeter I’eau dans la riviere. Les bassins de décantation se remplissaient
ainsi au fur et a mesures de boues a trés forte teneurs en ETM. La contamination y est tres
importante, et le risque de contamination des écosystémes est majeur. C’est donc au niveau de
ces bassins que nous avons choisi de réaliser une grande partie de nos expériences. Les 3
bassins occupent une surface totale d’environ 7677 m? pour une longueur de 163 m le long de
la riviere. Les premicres habitations se trouvent en amont de ’autre coté de la riviere a une
distance minimale de 131 m.
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La zone concernée par les études est définie par la convention d’occupation du site signée par
I’ADEME, la commune, le CNRS et I'IRD. Elle est constituée de 2 zones de bassins de
décantation phytotoxiques (1 partie du bassin 2 et le bassin 3).

Elles ont été complétées par des expérimentations importantes sur les zones de moindre
contamination mais non négligeables, les jardins.

Périmeétres du site

Andien site minier des Aviniéres (Saint-Laurent-Le-Minier, Gard)

Bazsinsde decantation
zones phytotoxigues

Zones intégrées dans le plan de
réhabilitation écologigue

Zones plates polluges
dites « jardins »

Ces zones sont complétées par la réalization d'un parcours botanique autour des stériles

I11 - Choix de la méthode : la phytoextraction

La phytoremédiation est une des rares solutions intéressantes de réhabilitation durable des
sols  contaminés par les ETM. Les phytotechnologies les plus étudiées sont la
phytostabilisation et la phytoextraction.

-La phytostabilisation consiste a recouvrir ces sols par des espéces végétales tolérantes aux
éléments traces metalliques, la seconde permet de les extraire partiellement a 1’aide d’espéces
végétales hyperaccumulatrices d’ETM.

Les expériences antérieures ont montré que la phytostabilisation permettait d’immobiliser les
contaminants et contribuait a la croissance de la végétation sur des zones hostiles. En
revanche, elle favorise 1’apparition spontanée de végétaux qui deviennent parfois capables
d’accumuler les ETM. Ainsi, 1’évolution dans le temps des parcelles revégétalisées pose le
délicat probleme de la maitrise des risques dans la durée.

-La phytoextraction est une écotechnologie de dépollution partielle des sols et des sédiments
par accumulation des ETM dans les parties aériennes des végeétaux hyperaccumulateurs. C’est
cette technique qui a été étudiée et développée sur le site des Aviniéres.



Les travaux de phytoextraction utilisent exclusivement des plantes indigenes et respectent
scrupuleusement la biodiversité locale. Les deux hyperaccumulateurs étudiés et cultivés sur
sites sont Anthyllis vulneraria et Noccaea caerulescens. La premiére (en jaune) est la seule
Iégumineuse connue comme étant également une hyperaccumulatrice d’ETM, la seconde (en
blanc) est le meilleur hyperaccumulateur de zinc répertorié. Il s’agit donc d’especes uniques
au monde, a protéger et valoriser.

Anthyllis vulneraria et Noccaea caerulescens

Les résultats obtenus sont donc une mise en place de techniques de culture bispécifiques a
grande échelle : depuis la récolte des graines jusqu’a la récolte des feuilles. Les études
réalisées et présentées ci-aprés ont eu pour objectif d’étudier la phytoextraction sur site, a
grande échelle, de résoudre les verrous du transfert d’échelle tout en contribuant a
I’amélioration environnementale du site grace au procédé développé. Elles s’appuient sur
I’obtention de :

- nouvelles connaissances sur la composition bactérienne du sol,

- I’étude de ’effet d’inoculations microbiennes (bactéries et champignons symbiotiques), au
stade semis ou jeunes pousses, sur la croissance des plants et sur leur capacités a accumuler le
zinc, sous serre, apres transfert sur sols contaminés et sur sites,

- une étude sur le transfert des ETM vers un bioindicateur important localement, le miel
produit a proximité du site,

- et une valorisation chimique de I’ensemble de ces résultats. Cet aspect n’est pas développé
dans le rapport d’activités.

Une excellente maitrise des cultures de Noccaea caerulescens et Anthyllis vulneraria
sur sites, a grande échelle et a tous les degrés de contamination

Une maitrise résultant de travaux de recherche conséquents




IV- Etude bactérienne du sol des Aviniéeres

Résumé :

£

Une étude des microorganismes associés
optimisant les cultures en phytoextraction

» Isolement et étude génotypique, phénotypique et métabolique d’une nouvelle
espéce de rhizobium

N=N —> ®i‘m\\\\H

n vy
(Int. J. Syst Evol. Microbio. 2013, sous presse, diazote fertilisant vert
Claire Grison, Eddy Petit, Alan Dobson, Claude Grison) atmospherique or ammonium

Anthyllis vulneraria, une légumineuse et une hyperaccumulatrice permettant conjointement une
réintroduction naturelle d’azote dans un sol appauvri et I'extraction naturelle du Zn

1- Analyse de la population bactérienne totale du sol

Etant donnée la faible diversité végétale des Aviniéres, il est intéressant d’étudier la
composition bactérienne présente dans ce sol. En effet, les procaryotes évoluent rapidement
grace a leur reproduction asexuée et s’adaptent donc plus facilement a des environnements de
stress extréme. C’est ainsi que de nouvelles espéeces bactériennes émergent. Nous avons donc
étudié la diversité bactérienne des bassins de décantation 2 et 3 des Aviniéres.

Nous avons évalue la composition bactérienne totale du sol par une méthode de culture
indépendante. Cette méthode permet de s’affranchir de toute mise en culture des bactéries, ce
qui serait un désavantage pour le dénombrement total : croissance uniquement des bacteries
vivantes et risque de mortalité lors du passage de mise en culture.

Une dizaine d’échantillons de 100g de terre a été analysée. A partir de ces échantillons, nous
avons créé une librairie de 303 clones d’ADN 16S du sol des Aviniéres, aprés extraction
totale de I’ADN et amplification de I’ADN 168 suivie d’un séquengage.

Selon une recherche par similarité sur BLASTN, cette librairie est composée de plus de 93%
de nouvelles espéces. Le tableau suivant présente les espéces les plus proches (95% de
similarité) des nouvelles espéces trouvees.



Tableau 1 : Inventaire des espéces les plus proches (95 %) des clones de la librairie ; * : nouvelle
espece trouvée dans le sol et dans les racines d’Anthyllis vulneraria

Nombre de clones apparentés

Rhizobium metallidurans*

Arenimonas metalli

Azotobacter beijerinckii

Bradyrhizobium canariense

Brevibacillus brevis

Burkholderia sp.

Gluconacetobacter diazotrophicus

Limnobacter litoralis

Nitrospira sp.

Nitrosospira multiformis

Rubrobacteridae

Segetibacter koreensis

Sphingomonas elodea

Thermobaculum terrenum

NIFRPINWRFROINWERLDNDRWERIRERDN

Xanthomonas campestris

2- Découverte d’une nouvelle espéce bactérienne en symbiose avec Anthyllis vulneraria

Anthyllis vulneraria est la seule légumineuse capable de croitre sur les terrains pollués des
sites de Saint-Laurent-Le-Minier. Or les légumineuses présentent un grand intérét en
agriculture. Elles sont utilisées en parallele de cultures agroalimentaires pour enrichir le sol en
engrais naturels (ammonium). Ces engrais naturels sont en fait produits par des bactéries qui
se trouvent dans les racines ou dans la rhizosphere des légumineuses. Ainsi introduire des
Iégumineuses tout en stimulant la croissance des bactéries associées sur un terrain pauvre en
nutriments permet d’enrichir le sol en engrais naturels et ainsi de favoriser un recouvrement
végétal.

C’est pourquoi nous avons étudié les bactéries des racines et de la rhizosphére d’Anthyllis
vulneraria du site des Avinieres. En 2009, Vidal et al. ont trouvé une nouvelle espece
bactérienne dans les racines d’A. vulneraria, il s’agit de Mesorhizobium metallidurans. En
approfondissant ces recherches, nous n’avons jamais retrouvé cette bactérie, ni dans le sol, ni
dans les racines de la Iégumineuse.

Cependant, nous avons trouve une autre nouvelle espece bactérienne dans les racines d’A.
vulneraria et dans le sol des bassins de décantation 2 et 3 (voir Tableau 1), Rhizobium
metallidurans. Nous avons donc poursuivi 1’étude sur cette bactérie.

Nous I’avons d’abord entiérement caractérisée :
- Génotypiquement : séquengage de I’ADNr 168, recA, et atpD, détermination du pourcentage
de bases CG, hybridation ADN/ADN avec les plus proches voisins.
L’arbre phylogénétique suivant montre les liens de parenté de Rhizobium metallidurans et
prouve ainsi qu’elle constitue une nouvelle espece de Rhizobium.
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Figure 1. Arbre phylogénétique (méthode de neighbour-joining) basé sur les séquences d’ARNr 16S, montrant
les relations entre notre souche Rhizobium metallidurans ChimEc512" et les souches de référence les plus

similaires. L’ analyse est basée sur 944 nt. Les nombres d’accession de GenBank sont donnés entre parenthéses.

- Phénotypiquement : détermination optimale des conditions de croissance, tests d’assimilation
des sucres et des acides aminés, test de résistance aux antibiotiques et aux métaux lourds,
détermination du profil lipidique.

Le graphique suivant montre une caractéristique intéressante de la souche bactérienne. Elle est
capable de résister a de trés hautes concentrations en ETM. Elle fait donc partie des rares
bactéries tolérantes aux ETM.

YMB
YMB + 15mM of ZnSO,

YMB + 25mM of ZnSO,

YEM+ 35mM ZnSO,
0.0 T T 1

0 50 100 150

Rhizobium sp. ChimEc512" (g/L)

bkt

YEM + 40mM of ZnSO,

time (hrs)

Figure 2. Cinétique de croissance de Rhizobium metallidurans sur milieu enrichi en Zn.
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3- Tests de croissance de Rhizobium metallidurans

Nous avons ensuite étudié son métabolisme afin de pouvoir stimuler la croissance de cette
bactérie qui enrichit le sol en engrais naturel. L’enjeu est de stimuler spécifiquement sa
croissance parmi la population bactérienne totale.

Nous avons effectué différents tests de croissance, sur de nombreux milieux minima en un
sucre donné. Nous avons ainsi pu prouver qu’elle ne posseéde pas la glycolyse comme voie de
dégradation des sucres mais la voie d’Entner Doudoroff (voir Figure 3).

KDG
COO”
OH OH OH
—o0 o)
0 0 OH O CoOo" ‘ ‘
+ INADPH
OH OH OH 0 oH 0 ——OH - - %0 + EOH
OH OH OH ——OH OH
OH OH OH L—OH
Lactonohydrolase Gluconate dehydrogenase Gluconate dehydratase KDG aldolase

Figure 3. Voie d’Entner Doudoroff non-phosphorylative.

Cette voie métabolique de dégradation des sucres est rare. Le glucose est dégradée dans cette
voie métabolique par un intermédiaire particulier, le KDG. Le KDG est présent uniquement
dans cette voie et nulle part ailleurs dans la cellule. Il est donc intéressant de pouvoir nourrir
cette bactérie avec du KDG, qui n’est présent que dans cette voie métabolique, qui est peu
répandue au sein des bactéries vivant dans le sol. Ainsi le KDG stimulerait spécifiqguement la
croissance de Rhizobium metallidurans, ce qui permettrait un enrichissement du sol en engrais
naturels. Encore faut-il savoir synthétiser ce KDG... il n’est bien slr pas commercial et sa
synthése est quasiment inconnue (voir partie Synthése du KDG).

4- Synthese du KDG, un sucre clé pour le développement de Rhizobium metallidurans

4.1. Introduction

Les acides ulosoniques supérieurs sont bien connus pour jouer un role important dans la
structure des bactéries. Ce sont essentiellement des a-cétoacides glucidiques tel que ’acide 2-
céto-3-désoxy-D-manno-octonique (KDO), présent le plus souvent dans la membrane
lipopolysaccharide (LPS) externe des bactéries Gram négatif, et tel que 1’acide 2-céto-3-
désoxy-D-arabino-heptonique (DAH), qui joue un rdle clé dans la voie métabolique de
I’acide shikimique des bactéries et des plantes. Leurs synthéses chimiques ont donc été
souvent étudiées dans le but d’élaborer de nouveaux agents antibactériens pour inhiber leurs
voies biosynthétiques[1].

Cependant, un acide ulosonique peu connu, I’acide 2-céto-3-désoxy-D-érythro-hexonique (en
anglais 2-keto-3-deoxy-D-gluconic acid, KDG) est I’intermédiaire métabolique clé de la voie
glycolytique d’Entner-Doudoroff (ED) de certaines espéces microbiennes, et particulierement
des espéces bactériennes Gram négatif vivant dans un environnement stressant [2],[3]. Deux
nouvelles especes intéressantes de bactéries résistantes aux metaux lourds ont éte decouvertes,
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Rhizobium metallidurans et Mesorhizobium metallidurans [4],[5]. Elles se développent sur un
site hautement pollué, Les Avinieres (Saint-Laurent-Le-Miner, Gard, dans le sud de la
France), en symbiose avec la légumineuse hyperaccumulatrice de Zn Anthyllis vulneraria
(154,202 mg.kg™ en Zinc) [6]. Les nouvelles souches ont été découvertes aux endroits ou la
pollution est la plus forte, sur les bassins de décantations (Zn: 160 g.kg™, Pb: 84 g-kg™ Cd:
1.3 g-kg™ de sol) et oul la diversité végétale et microbienne est la plus faible. Etre capable de
se développer sur des sols enrichis en métaux lourds et dépourvus en carbone est un
challenge. Avec de telles conditions, nous pensons que leur métabolisme carboné est basé sur
la voie métabolique d’ED, la seule voie de dégradation du glucose alternative a la voie
glycolytique classique. Cette adaptation peut étre expliquée par la forte pression sélective
d’un environnement stressant [3],[7]. L’assimilation du KDG prouverait la présence et la
fonctionnement de la voie d’ED dans les souches bactériennes.

Une synthese rapide et efficace du KDG était donc nécessaire. Toutefois, peu de synthéses
stéréosélectives chimiques du KDG ont été décrites dans la littérature. En 1991, Plantier-
Royon et al. [8] ont répertorié les premiéres voies de synthése du KDG et ont choisi
d’améliorer la plus prometteuse. Cependant, le KDG a été obtenu avec un rendement global
de 35 % en 6 étapes a partir du D-glucose utilisant un réactif phosphonate de type Wittig-
Horner. Durant cette période, Ramage et al. [9] ont également décrit une voie de synthese
chimique du KDG compliquée avec un faible rendement (< 7 % en 4 étapes) a partir de la
dioxalan-4-one et d’un réactif de Wittig. Une nouvelle synthese chimique du KDG est donc
nécessaire. Nous avions précédemment décrit la synthése générale d’a-cétoesters a partir de
composés carbonylés en utilisant des alkyldichloroacétates de potassium. A partir d’un D-
mannose protégé, la méthode permet la synthése totale du KDO [10]. Cette stratégie est
¢galement tres efficace pour préparer le KDO protégé sous la forme d’un ester carboxylique
d’isopropyle, plus efficace pour traverser la membrane cellulaire bactérienne [11]. Nous
proposons ici une synthése originale mais simple et énantiomériquement pure de 1’ester
d’isopropyle du KDG et I’é¢tude de 1’apport de ce composé lors d’essais microbiologiques
comme stimulateur sélectif de la croissance bactérienne.

4.2. Synthése de D’ester d’isopropyle du KDG

A partir de nos précédents travaux sur la synthése chimique d’acides ulosoniques supérieurs
(KDO, DAH) [11], nous avons développé une stratégie rapide, basée sur I’utilisation
d’alkyldihalogenoacétates, pour allonger la chaine carbonée d’un aldose avec une unité o-
cétoester. C’est une méthodologie [n+2] qui aboutit a un acide ulosonique énantiopur. Comme
le KDG a une configuration D-érythro, le saccharide de départ devrait étre un D-érythrose
protégé. Toutefois, en raison de leur instabilité, aucun précurseur non protégé de type D-
érythrose n’est disponible commercialement. Evans et al. [14] ont décrit une voie d’accés au
4-O-tert-butyldiméthylsilyl-2,3-O-isopropylidene-D-érythrose. Mais cette synthese est
compliquée et difficilement reproductible.

Un compose avec la configuration D-thréo a donc été choisi comme précurseur glucidique.
La synthése du KDG décrite ici est basée sur une étape clé d’épimérisation de la position 3 du
D-thréose. L’épimérisation est induite par 1’oxydation de Swern du D-thréitol protégé suivie
d’une condensation diastéréosélective de type Darzens [15].

L’anion de type €énolate de potassium dérivé du dichloroacétate d’isopropyle est un équivalent
synthétique du synthon (““C(O)COO™). Il a été ajouté sur le D-thréose protégé
judicieusement. Ce dernier a été préparé a partir du 2,3-O-isopropylidéne-D-threéitol 1
commercial (Schéma 1).
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D’aprés Condon et al. [16], 1 est monosilylé sélectivement en 2 avec le chlorure de tert-
butyldiméthylsilyle et un équivalent d’une base forte, NaH. L’oxydation de Swern est
effectuée en milieu basique et induit comme prévu 1’épimérisation partielle de la position 3 de
2 [17]. Cette étape conduit a une mixture de D-érythrose et de D-thréose protégés 3a/3b, qui
ne sont pas isolés mais directement engagés dans 1’étape suivante. La réaction de Darzens
modifiée est eégalement effectuée en milieu basique sur les aldéhydes bruts 3a/3b, avec
I’isopropyldichloroacétate de potassium 4 dans un mélange alcool-éther. La proportion des
solvants (isopropanol/ether: 50/50) joue un role important. L’isopropanol est utilis¢é comme
solvant protique pour stabiliser 1’alcoolate formé durant la premiére partie de la réaction. La
purification du produit brut par chromatographie sur gel de silice aboutit a un mélange de
diastéréosiomeres d’esters a-chloroglycidiques 5 avec un rendement élevé.

— o - Cl COQi-Pr
| 0
CH,0H CH,0H CH N5
o o o
# a 4 b A{ c ' o><
| - - I
CH,OH CH,0TBDMS | CHOTBDMS| CH,OTBDMS
1 2 3 5a, 5b

Schéma 1. Synthése des composés 1-5. Conditions et reactifs: (a) 1 equiv NaH, THF, 45 min, 5 °C, puis 1 équiv
TBDMSCI, THF, N,, 16 h, 20 °C, 98 %; (b) 1.3 équiv CIC(O)C(O)CI, 2.6 équiv DMSO, DCM, N,, 20 min, -78
°C; puis 5 équiv TEA, 20 °C, 1 h; (c) 2 équiv K, i-PrOH, Et,0, N, 0 °C, 2 h, 71 %.

Il est important de souligner que la réaction de Darzens aboutit a la formation de deux
nouveaux centres stéréogéniques. Si 1’épimérisation en position C-4 n’est pas totale, huit
diastéréoisomeres peuvent étre obtenus. De plus, nous avons précédemment montré que le
groupement ester carboxylique se positionne toujours en trans de la chaine carbonée [15]. Et
d’aprés nos travaux sur la réaction de Darzens modifiée [9], [10] un mélange de deux
configurations en C-3 est toujours obtenu. La présence de seulement deux épimeres est
observée en RMN *H et RMN *3C. Nous concluons donc que I’épimérisation en position C-4
est totale. Le ratio des deux épimeéres 5a/5b a été déterminé par I’intégration du proton H-6
(60/40).

Précédemment, nous avions décrit I’ouverture douce des a-halogéno-époxy esters avec des
acides de Lewis pour introduire directement un motif B—halogéno-a.-cétoester sur un compose
carbonylé [15]. Dans notre cas, I’application de cette stratégie sur les esters o-
chloroglycidiques protégés 5a/5b devrait aboutir au précurseur 3-iodo-o-cétoester attendu 6.
5a/5b sont alors traités avec un équivalent d’iodure de magnésium dans 1’éther. Cela conduit
au rearrangement du cycle chloroépoxy en un mélange diastéréoisomerique de p-iodo-o-
cetoesters 6a/6b avec un excellent rendement (Schéma 2).

La réduction de 6a/6b donne accés a la molécule cible protégée 7. Deux approches ont alors
été étudiées.La premiere fut la réduction de la liaison C-I par une solution aqueuse de
NaHSO; pour donner la forme énol de 7. Une stratégie efficace d’isomérisation-réduction
one-pot a également été développée. Elle est basée sur la préparation de 1’énolate dérivé d’un
o-cétoester formé lors de la réaction du précurseur B-iodo-a-cétoester 6 avec du magnésium
activé (également utilisé pour préparer le réactif de Grignard correspondant) (Schéma 1) [18].
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Le magnésium a été volontairement utilisé avec un ratio Mg/l, = 2/1 lors de la préparation de
Mgl pour transformer complétement in situ les esters a-chloroglycidiques en énolates de
iodomagnésium 6’ (Schéma 2). Ces énolates ont alors été hydrolysés pour donner 1’énol 7.

La présence d’o-énolester est due a la présence de liaisons hydrogene intramoléculaires
stabilisantes  entre 1’alcool de la fonction énol et le carbonyle de la fonction acide
carboxylique. L’ a-cétoester 7 a été obtenu apres une simple filtration sur silice.

En dépit de la fragilité des derivés érythro, nous avons prouvé que ces deux méthodologies
d’isomérisation-réduction de 5 étaient tres efficaces et aboutissaient directement au cétoester
7 avec de bons rendements.

Une hydrolyse acide finale par I’acide formique (50 % in water) a été effectuée pour retirer
simultanément les groupements isopropylidéne et O-silyle pour donner le composé 8. L’ester
d’isopropyle a été conservé pour permettre au KDG protégé 8 de traverser la membrane
cellulaire Gram negatif [19],[20]. Le produit 8 a été persilylé en 9 pour permettre une
meilleure caractérisation par RMN, IR et GCMS. La silylation s’effectue a 1’aide d’une
méthode verte basée sur I’utilisation d’hexaméthyldisilazane catalysée par des plantes
hyperaccumulatrices de Zn, décrite précédemment [21]. Dans ces conditions, 8 a donné

directement la molécule cible entiérement silylée 9 (rendement quantitatif). En RMN 'H,
chaque hydrogene des groupements CH, de 9 apparait comme un doublet de doublet & 2.8 et
3.1 ppm. Ces données sont caractéristiques d’un motif ester pyruvique. Les données d’IR
confirment cette attribution. Nous avons clairement observé la présence des bandes
d’absorption a 1711 cm® de la liaison C=0 de la fonction cétone et a 1739 cm™ de la liaison
C=0 du groupement ester, caractéristiques de ’ester a.-cétocarboxylique.

COOi-Pr COOi-Pr COOi-Pr
Cl COOQi-Pr
——O ——O ——O
(0]
Ii
a b e
*O>< —O —0O —OR
—O *O>< *O>< —OR
CH,OTBDMS CH,OTBDMS CH,OTBDMS CH,OR
5a, 5b 6a, 6b 7 8,R=H
— — 9,R=TMS
\ COOQi-Pr d
TOMgI
—O,
*O><
CH,O0TBDMS

6"

Schéma 2. Synthese des composés 6-9. Conditions et réactifs: (a, b; étape one-pot séquentielle) 1.3 équiv Mg,
Et,0, 1.3 équiv I, 3 h, 35 °C dans le noir puis agq. Na,S,0s 8 %, 30 min, 20 °C, 64 % (c, d; étape one-pot) 2.1
équiv Mg, Et,0, 1 équiv I,, 1 h a 35 °C dans le noir puis 15 h a 20 °C, 78 %; (e) Acide formique aq. 50 %, 20
°C, 24 h, 87 %.
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5. Tests microbiologiques de croissance compétitive

Le KDG est I’intermédiaire métabolique clé de la voie d’ED. Il est spécifique de cette voie
métabolique et ne peut pas étre métabolis¢ lors d’une autre voie glycolytique. Il peut étre
utilisé comme marqueur d’une voie d’ED fonctionnelle. De plus, il pourrait étre employé pour
stimuler spécifiquement la croissance de bactéries utilisant la voie d’ED et empécher la
compétition pour accéder au glucose.

KDG
(ofe]e)
OH OH OH
——O 0
o) 0o OHO" COO” ‘ ‘
+ INADPH OH
OH OH OH o) 0 ——OH ---------- - o + OH
OH OH OH —OH OH
OH OH OH L 0OH
Lactonohydrolase Gluconate dehydrogenase Gluconate dehydratase KDG aldolase

Schéma 3. Voie métabolique non phosphorylante d’Entner Doudoroff.

A Saint-Laurent-Le-Minier, les ressources en carbone disponibles sont faibles en raison de la
forte pollution et de la faible abondance de la végétation. Un vaste programme de
revégétalisation a démarré avec une plante hyperaccumulatrice et son hodte Rhizobium
metallidurans, Anthyllis vulneraria [22]. Rhizobium metallidurans vit en symbiose avec la
Iégumineuse et favorise sa croissance en produisant de I’ammonium a partir de la fixation du
N, atmosphérique. Ainsi la stimulation sélective du développement de Rhizobium
metallidurans par rapport a la population microbienne globale du sol de Saint-Laurent-Le-
Minier devrait stimuler la croissance d’Anthyllis vulneraria.

La diversité microbienne du sol pollué de Saint-Laurent-Le-Minier a été étudiée. Une
approche -culture indépendante a été choisie pour créer une librairie d’ADNr 16S de 303
clones a partir de la rhizosphére d’Anthyllis vulneraria. D’aprés des recherches de similarité
sur BLASTN, 93% des clones sont des nouvelles especes. Nous avons choisi les souches
cultivées les plus proches (> 95% de similarité) pour comparer leur croissance avec
Rhizobium metallidurans sur un milieu minimal en KDG. L’évolution de la population
bactérienne n’a pas pu étre mesurée en solution car la majorité des souches produit des
polysaccharides extracellulaires qui forment des agrégats. La comparaison des croissances a
été suivie en milieu solide avec du glucose comme seule source carbonée, pour un contrdle de
croissance positif, et avec du KDG comme seule source carbonée pour prouver le
fonctionnement de la voie d’ED (Table 1).

Table 1. Comparaison de croissance de bactéries contraintes proches issues de la libraire de clones en milieu minimal en
glucose et en KDG.; +, croissance; -, pas de croissance; f, faible croissance; ND, non déterminé; *Rhizobium metallidurans
a été identifié dans le sol en présence de nodules d’Anthyllis vulneraria; **Staphilococcus aureus n’est pas présent dans le
sol, il représente un contrdle négatif.

Milieu enrichi en sucre Nombre relatif de Glucose Ester d’isopropyle du
clones KDG
Rhizobium metallidurans* 2 + +
Staphilococcus aureus** 0 + -
Arenimonas metalli 1 + -
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Bradyrhizobium canariense
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Limnobacter litoralis
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+

Nitrosospira multiformis

+

Rubrobacteridae

ND

Segetibacter koreensis

Sphingomonas elodea

Thermobaculum terrenum

Xanthomonas campestris

NP NWRFROINW

+|+ [+ +

75 % des souches les plus proches n’ont pas été capables de se développer sur un milieu
minimal en KDG. Le KDG a permis ainsi la croissance de seulement 25 % des souches les
plus proches de Rhizobium metallidurans en évitant la compétition pour assimiler le substrat.
De plus, les souches dont la croissance est favorisée par le KDG sont toutes capables de
produire de I’ammonium en fixant le N, atmosphérique, qui enrichit le sol pollué et favorise la
croissance des plantes hyperaccumulatrices.

6. Détermination des genes de résistance des bactéries aux métaux lourds

L’ADN environnemental des échantillons du sol a été extrait et cloné dans E. coli pour créer
une librairie métagénomique de 273 000 clones environ. Un screening sur milieu enrichi
artificiellement en Zn (8 mM de ZnSQ,) a été réalisé. 36 clones de E. coli ont été trouvés
comme étant résistants au Zn et donc contenant potentiellement des genes de résistance aux
métaux lourds. Les genes ont été séquencés et restent a analyser.

7. Conclusion

Nous avons décrit ici une synthése originale et énantiomériquement pure de I’ester
d’isopropyle de 1’acide 2-céto-3-desoxy-D-érythro-hexonique avec le meilleur rendement. La
chiralité¢ du produit final a été¢ controlée lors de 1’étape d’oxydation de Swern suivie par la
condensation diastéréosélective de type Darzens donnant lieu a 1’épimérisation de la position
B du KDG. Les résultats présentés constituent la meilleure synthese du KDG partiellement ou
totalement protégé. L’assimilation de KDG partiellement protégé a été testé sur toute la
diversité microbienne du sol de Saint-Laurent-Le-Minier au travers des essais de croissance.
La croissance de 25 % de la population microbienne totale a été favorisée par 1’ester
d’isopropyle de I’acide 2-céto-3-désoxy-D-érythro-hexonique. Ces souches bactériennes, qui
sont capables de produire de I’ammonium, peuvent apporter des bénéfices importants a
I’agriculture, spécialement sur un sol si pauvre en nutriments. Cette biotechnologie
microbienne favorisée par I’apport en ester d’isopropyle du KDG constitue un procede vert
prometteur pour restaurer les sols pollués en stimulant un projet de revegétalisation.
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V- Recherche des conditions optimales de phytoextraction

1. Essais d’inoculations microbiennes

Résumé :

r\/:xlo
T — Une étude des microorganismes associés

Q optimisant les cultures en phytoextraction
CENTRE D'ECOLOGIE

FONCTIONNELLE

& EvoLuTIVE

Des travaux ont été réalisés dans le cadre
d’une collaboration entre la société Valorhiz
et le CEFE sur I'étude et I'effet d’inoculations
microbiennes (bactéries et champignons
symbiotiques), au stade semis ou jeunes
pousses, sur la croissance des plants et sur
leur capacités a accumuler le Zing, une fois
transférés sur substrats enrichis en sol
contaming, puis directement sur sites.

Les objectifs principaux sont I’optimisation des conditions de culture, croissance et
hyperaccumulation en exploitant les résultats nouveaux de 1’équipe sur les microorganismes
associés aux especes vegeétales ciblées.

Les essais sont regroupés dans le tableau D.2 :

- Essais Avril 2012 : Inoculation de Noccaea caerulescens au stade plantule avec 2
souches mycorhiziennes R ou H. Inoculation par irrigation et culture dans un mélange
contenant 15% de sol contaminé.

- Essais Juin-Juillet 2012 : Inoculation de Noccaea caerulescens au stade plantule ou
graine avec 3 souches mycorhiziennes A, R ou RT ; Simple ou double inoculation
d’Anthyllis vulneraria avec les mémes souches de mycorhizes et la nouvelle souche
bactérienne. Inoculation par irrigation ou enrobage et culture dans un mélange
contenant 15% de sol contaminé.
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Tableau D.2 : Liste de tous les essais effectués en pots.

Nom Espéce Stade Souche Type Stade % sol
Essai végétale d’inoculation  utilisée d’inoculation d’exposition contaminé
Auvril Noccaea Plantule Au,cun'e --- Plantule 15%
caerulescens (Témoin)
VAM R Irrigation Plantule 15%
VAM H Irrigation Plantule 15%
Juin Noccaea Aucune o
Juillet  caerulescens | lanule (Témoin) Plantule 15-30%
VAM R Irrigation Plantule 15-30%
VAM AZ Irrigation Plantule 15-30%
VAM RT Irrigation Plantule 15-30%
Graine aucune Plantule 15-30%
VAM R Irrigation Plantule 15-30%
VAM AZ Irrigation Plantule 15-30%
VAM RT Irrigation Plantule 15-30%
VAMR Enrobage Plantule 15-30%
VAM AZ Enrobage Plantule 15-30%
VAM RT Enrobage Plantule 15-30%
Anthyllls_ Plantule Au,cunt_a Plantule 15-30%
vulneraria (Témoin)
VAM R Irrigation Plantule 15-30%
VAM AZ Irrigation Plantule 15-30%
VAM RT Irrigation Plantule 15-30%
RHI Plantule 15-30%
gﬁ:\ﬂ R+ Irrigation Plantule 15-30%
\R/SIM AZ+ Irrigation Plantule 15-30%
gﬁ:\ﬂ RT + Irrigation Plantule 15-30%
. Aucune 0
Graine (Témoin) Plantule 15-30%
VAMR Irrigation Plantule 15-30%
VAM AZ Irrigation Plantule 15-30%
VAM RT Irrigation Plantule 15-30%
RHI Plantule 15-30%
;{/ﬁ:\ﬂ R+ Irrigation (les2)  Plantule 15-30%
E{/ﬁ:\ﬂ AZ+ Irrigation (les 2) Plantule 15-30%
;{/fl‘:\/l RT + Irrigation (les2)  Plantule 15-30%
VAM R Enrobage Plantule 15-30%
VAM AZ Enrobage Plantule 15-30%
VAM RT Enrobage Plantule 15-30%
RHI Enrobage Plantule 15-30%
;{/ﬁ:\ﬂ R+ Enrobage (les2)  Plantule 15-30%
\R/ﬁ:\/l AZ+ Enrobage (les 2) Plantule 15-30%
\R/ﬁ:\/l RT + Enrobage (les2)  Plantule 15-30%
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a) Essai Avril

Les individus ont eété semés en barquettes début Avril 2012 dans un meélange tourbe/perlite
85:15 %. Apres 2 semaines de croissance, les jeunes plantules ont été inoculées par irrigation
et transplantées dans des godets contenant un mélange sol contaminé/terreau/perlite
15:70:15%. Puis apres 2 semaines de croissance supplémentaires, elles ont été transférées
dans des pots contenant le méme mélange. Pendant toute la durée de I’expérimentation les
pots étaient placés en extérieur et protégés de la chaleur estivale grace a une ombriére. Apres
5 mois de croissance, 6 individus ont été récoltés par traitement. Pour chacun les masses
fraiches et séches de la rosette ont été pesées. Puis les rosettes ont été broyées a I’aide d’un
mortier puis placées dans des tubes eppendorf contenant de 1’acide sulfosalicylique. Cet acide
est responsable de 1’éclatement des cellules et de la libération dans le milieu du contenu
cellulaire. La concentration en Zn a ensuite été estimée dans cette solution par dosage
colorimétrique apres réaction avec un agent chélatant, le zincon. En parallele, les taux de
mycorhization des racines ont été mesurés.

Tableau D.3 : Résultats du test Avril avec Noccaea caerulescens

Inoculation Biomasse séche | Concentration Zn | Mycorhization %
feuilles mg/plant | pg/g fragments racines

Souche H Date 1 77.4+0.7 4609 + 359 439+1.71

Souche R Date 1 78.6 £0.9 3321+ 291 10+45

Souche R2 Date 2 76.4+05 5563 + 278 182+6

Témoin Date 2 759+ 0.5 6219 + 509 13.3+£6.5

Les résultats montrent qu’il y a une différence significative pour la biomasse (Tableau D.3)
entre les traitements, avec des valeurs supérieurs pour H1 et R1 en comparaison avec R2 et
T2. Cependant cet effet semble plus di a la date de transplantation qu’aux différents
traitements. Les concentrations en Zn mesurées dans les feuilles de la rosette sont
significativement supérieures pour R2 et T2 puis pour H1 et enfin pour R1. Cependant aucun
individu ne présente des concentrations supérieures a 8000 ppm. Cette concentration est trop
faible pour les activités de catalyse chimique. Un plant inoculé avec la souche H permet
d’extraire en moyenne 10954 pg. Si on plante 100 individus au m? sur un hectare, il est
possible d’extraire environ 11 kg de Zn. Cependant cette concentration est obtenue pour des
cultures en pot avec 15% de sol contaminé et on peut s’attendre a des concentrations
supérieures pour des cultures in situ avec 50% de sol contaminé. Le nombre de fragments de
racines présentant du mycélium ou des spores sont faibles, du mycélium est observé sur moins
de 20% des fragments racinaires et des spores sur moins de 5%. Ces fréquences sont trop
faibles pour pouvoir confirmer une mycorhization des racines.

b) Essai Juin-Juillet Noccaea caerulescens

Inoculation stade plantule

Les individus ont été semés en barquettes début Juillet 2012 dans un mélange tourbe/perlite
80:20 %. Aprés 1 mois de croissance, les jeunes plantules ont été inoculées par irrigation et
transplantées dans des godets contenant un mélange avec 15 a 30% de sol contaminé et 85 a
70% d’un substrat de culture. Puis apres 2 semaines de croissance supplémentaires ils ont été
transférés dans des pots contenant le méme substrat. Pendant toute la durée de
I’expérimentation les pots étaient placés en extérieur et protégés de la chaleur estivale grace a
une ombriere occultante. Apres 2,5 et 6,5 mois de croissance, 6 individus ont été récoltés par
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traitement. Pour chacun les masses fraiches et séches de la rosette ont été pesées. La
concentration en Zn a ensuite été estimée dans cette solution par dosage au zincon. En
paralléle, les taux de mycorhization des racines ont été mesureés.

Inoculation stade graine

Les individus ont été semés et inoculés (par irrigation ou enrobage) directement en godet fin
Juin 2012 dans un mélange tourbe/perlite 80:20 %. Apres 1 mois de croissance, les jeunes
plantules ont été transplantées dans des pots contenant un mélange avec 15 a 30% de sol
contaminé et 85 a 70% d’un substrat de culture. Pendant toute la durée de I’expérimentation
les pots étaient placés en extérieur et protéges de la chaleur estivale grace a une ombriere.
Apres 7 mois de croissance, 6 individus ont été récoltés par traitement. Pour chacun les
masses fraiches et seches de la rosette ont été pesées. Puis les rosettes ont été dosées par la
méthode au zincon. En parallele, les taux de mycorhization des racines ont été mesurés.
Compte-tenu de I’age des plants lors de la récolte un seul suivi a été effectué.

Tableau D.4 : Résultats du test Juin-Juillet avec Noccaea caerulescens, inoculation au stade
plantule

Inoculation Biomasse séche | Biomasse fraiche | Concentration Myecorhization %
des feuilles | des racines | Zn pg/g fragments racines
mg/plant mg/plant

Souche AZ 96.7+17.6 76.3+13 15165 + 1355 21.9+115

Souche R 58.3+15.9 71.7+17.3 15995 + 1087 269+ 13.1

Souche RT 102 + 16 76.8+14.4 16193 + 1763 28.8+13.1

Témoin 161 + 37 109 + 27 13427 + 2402 21.6+9.9

Seuls sont présentés les résultats de 1’inoculation au stade plantule, les autres résultats sont en
cours d’analyse. Les masses séches des parties aériennes (Tableau D.4) de tous les individus
inoculés sont inférieures a celles des individus non inoculés. Pour la masse fraiche des racines
il n’y a pas de différences significatives entre le témoin et les individus inoculés. Cependant,
comme pour les parties aériennes, des masses plus faibles pour les individus inoculés ont été
observées. Il n’y a pas de différences significatives entre les traitements pour les
concentrations et les accumulations en Zn. Cependant les concentrations sont plus élevées.
Les concentrations (plus de 1% et plus de 2% pour certains individus), dépassent toutes le
seuil de 8000 ppm, mais la production de biomasse est faible. En effet en prenant la quantité
la plus grande, sont extraits 1887 pg par individus. Une plantation d’un hectare avec une
densité de 100 individus au m? permet d’extraire seulement 1.9 kg de Zn ce qui est bien
inférieur au 10 kg estimé pour les individus du test d’Avril inoculés avec la souche H. La
fréquence de présence de mycélium sur les fragments de racines des individus est similaire
pour tous les traitements et aux alentours de 25%. Cela confirme que la mycorhization des
racines avec ses souches est difficile.

a) Essai Juin-Juillet Anthyllis vulneraria

Inoculation stade plantule

Les individus ont été semés en barquettes fin Mai 2012 dans un mélange tourbe/perlite 80:20
%. Aprés 1 mois de croissance, les jeunes plantules ont été inoculées par irrigation et
transplantées dans des pots contenant un mélange avec 15 a 30% de sol contaminé et 85 a
70% d’un substrat de culture. Pendant toute la durée de 1’expérimentation, les pots ont été
placés en extérieur et protégés de la chaleur estivale grace a une ombriére. Apres 3,5 et 7,5
mois de croissance 6 individus ont été récoltés par traitement. Pour chacun les masses fraiches
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et séches de la rosette ont été pesées. Puis les rosettes ont été broyées a ’aide d’un mortier
puis placées dans des tubes eppendorf contenant de 1’acide sulfosalycilique. La concentration
en Zn a ensuite été par dosage au zincon. En paralléle, les taux de mycorhization des racines
ont été mesures.

Inoculation stade graine

Les individus ont été semés et inoculés (par irrigation ou enrobage) directement en godet fin
Juin 2012 dans un mélange tourbe/perlite 80:20 %. Apres 1 mois de croissance, les jeunes
plantules ont été transplantées dans des pots contenant un mélange avec 15 a 30% de sol
contaminé et 85 a 70% d’un substrat de culture. Pendant toute la durée de 1’expérimentation
les pots ont été placés en extérieur et protégés de la chaleur estivale grace a une ombriere.
Apres 4 et 7,5 mois de croissance 6 individus ont été récoltés par traitement. Pour chacun les
masses fraiches et séches de la rosette ont été pesées. Puis les rosettes ont été broyées a 1’aide
d’un mortier puis placées dans des tubes eppendorf contenant de 1’acide sulfosalicylique. La
concentration en Zn a été estimée par la méthode au zincon. En parallele, les taux de
mycorhization des racines ont été mesurés. Les résultats sont en cours d’acquisition et de
traitement.

Tableau D.5 : Résultats du test Juin-Juillet avec Anthyllis vulneraria, inoculation au stade

plantule

Inoculation Biomasse Biomasse Concentration | Mycorhization Nombre de
seche des | fraiche des | Zn pg/g %  fragments | nodules
feuilles racines racines Iplant
mg/plant mg/plant

Souche AZ 421 +102 | 1.51+0.47 6603 + 669 418+ 175 1.75+1.28

Souche AZ +

rhizobium 890+ 193 | 2.36+0.53 7662 + 400 256 £12.7 84.3 £ 65

Souche R 202 £ 16 0.53+0.03 6929 + 1219 26.5+9.3 25+7.6

Souche R +

rhizobium 554 + 92 117 +0.31 5295 + 272 539+ 15.2 2.33+1.54

Souche RT 826+ 175 | 2.08 +0.56 6223 + 775 46.7+7.0 5.67+3.9

Souche RT +

rhizobium 101 + 23 0.35+0.05 5631 + 1077 17.8+8.1 7.67 +4.95

Témoin 206 + 38 0.66 £ 0.09 6670 + 330 4.44 +1.81 13.5+7.8

Rhizobium 198 + 36 0.58 £0.12 5385 + 904 1.67 £1.25 9.33+4.3

Seuls sont présentés les résultats de 1’inoculation au stade plantule, les autres résultats sont en
cours d’analyse. Sur la masse seche des parties aériennes, il n’y a pas d’effet significatif de
I’inoculation par les rhizobia. En revanche, il y a un effet de la mycorhization et celui-ci est
variable en fonction de I’inoculation ou non par les rhizobia (Tableau D.5). En moyenne, la
biomasse est plus importante chez les individus inoculés et cet effet est d’autant plus
important en double inoculation. Les concentrations en Zn mesurées dans les feuilles
d’Anthyllis ne sont pas significativement différente entre les traitements et le témoin. Toutes
les concentrations sont inférieures au seuil de 8000 ppm qui doit étre atteints pour la
préparation de catalyseurs efficaces. Le meilleur traitement AZ/R+ permet de récolter en
moyenne 5,6mg par individu. Une plantation d’un hectare avec une densité de 100 individus
au m2 permet donc de récolter 5,6 kg de Zn. Ces valeurs sont valables pour des individus
ayant poussé en pot dont la proportion de sol contaminé ne dépasse pas 30%. Or, in situ, la
surface exploitable par les racines n’est pas limitante et la proportion de sol contaminé est
plus importante. On attend donc des concentrations plus élevées. Comme pour les parties
aeriennes, il y a des différences significatives entre traitements pour la biomasse des racines.
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Il'y a un effet de la souche de mycorhize, mais pas de I’inoculation par les rhizobia.
Paradoxalement le nombre de nodules n’est pas significativement différent en fonction de
I’inoculation par les mycorhizes et/ou les rhizobia. Des nodules sont observés sur tous les
individus inoculés ou non, ce qui laisse supposer la présence d’une ou plusieurs souches dans
le sol et des souches de rhizobia spécifiques du site et d’Anthyllis ont pu étre isolées et
identifiées précédemment. Cela suggére que 1’étape de 1’inoculation par les rhizobia peut étre
évitee. Au niveau de la mycorhization des racines, il y a des différences significatives en
fonction de la souche inoculée, mais pas en fonction de I’inoculation par les rhizobia. Les plus
fréquences de présence de mycélium sont faibles et du mycélium est observé chez des
individus non inoculés. Globalement, les fréquences sont plus fortes chez les individus
inoculés (17-54%) et supeérieures a celles observées pour Noccaea. Il semble donc
qu’Anthyllis soit capable de mycorhizer plus facilement que Noccaea. Des corrélations
significatives sont observées entre le nombre de nodules et la masse des parties aériennes et
des racines indiquant un possible effet positif de la nodulation sur la production de biomasse
de la plante.

a. Connaissances acquises

- L’inoculation n’a pas eu d’effets négatifs sur la croissance ou 1’accumulation des 2
especes. Dans certains cas, il y a un léger effet positif sur la croissance et
I’accumulation, notamment dans le cas de 1’inoculation, d’Anthyllis vulneraria avec
I’espéce de rhizobium issue du site. Dans les autres cas, les effets de 1’inoculation ne
sont pas observeés. Cependant, ils peuvent étre visibles aprés un temps plus long et une
culture dans un sol plus contaminé. C’est pourquoi des essais a plus grande échelle ont
été menés in situ et sont suivis sur le long terme.

- Essai Auvril, les Noccaea inoculés avec les souches R et H présentent de bonnes
croissances et leur accumulation est d’environ 5000 ppm de Zn, ce qui est faible pour
cette espece. Cette valeur est cependant beaucoup plus élevée dans un sol contamine.

- Essai Juin-Juillet, la croissance des Noccaea inoculés est plus réduite, mais leur
accumulation est d’environ 15000 ppm de Zn, ce qui est un résultat trés prometteur
pour des expérimentations en sol contaminé.

- Essai Juin-Juillet, la croissance d’Anthyllis est fortement améliorée en double
inoculation mycorhize/bactérie avec les souches R et AZ et la souche de rhizobium
découverte par I’équipe. L’accumulation pour cette espéce est plus faible et est de
I’ordre de 6500 ppm de Zn, ce qui est aussi prometteur en vue d’une installation dans
le sol contaminé in situ.

En conclusion, en fonction de ces résultats, il a été décidé :

1/ de transplanter tous les individus inoculés des précédents tests pour étudier les effets de la
transplantation, et les effets de 1’inoculation sur la survie, la croissance et 1’accumulation in
situ.

2/ de lancer des essais de semis direct in situ avec les 2 especes en sol contaminé.

Les résultats détaillés sont présentés au paragraphe VI (Phytoextraction sur le site des
Avinieres). Les objectifs sont les suivants :

- tester I’effet de I’inoculation sur Noccaea avec les souches AZ, HetR ;

- tester I’effet de 1’inoculation sur Anthyllis vulneraria avec les mémes souches de mycorhize
et la souche rhizobium découverte par 1’équipe ;
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- étudier I’effet de la culture des 2 espéces en mélange, Noccaea pouvant bénéficier de la
fertilisation azotée d’Anthyllis.

- étudier la phytoextraction sur des zones de moins forte contamination mais plus propice a la
croissance des plantes, afin d’optimiser la production de biomasse avec des accumulations
plus faibles mais suffisante.

- expérimenter de solutions permettant le contréle de 1’envol des poussieres métalliques par
des techniques type géotextile et topsoil.
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2- Utilisation d’un géotextile

Cette etude a été realisée a la
demande de I’ADEME. Le
géotextile est une protection contre
I’envol des poussieres métalliques,
mais il s’est révélé inadapté au bon
développement des especes
végétales .Le travail déja tres
fastidieux nécessaire pour les
transplantions a été augmenté de
fagcon  considérable par  son
installation. Son délitement et son
épaisseur ont géné la croissance des
plantes, la plupart des individus
transplantés en 2012 sur le
géotextile étaient morts aprés 5
mois. Enfin il  géne e
réensemencement naturel de la
zone.

Le géotextile n’est donc pas recommandé pour les cultures. En revanche, il a été installé
dans tous les espaces entre les zones de plantations.

3. Installation d’une ombriére occultante

L’installation d’une ombriére pour pépiniére constitue la protection idéale des plantes
en croissance vis-a-vis des grosses chaleurs de 1’été. Elle se révele plus efficace qu’un

tunnel (en bas a droite).

La structure est métallique et la toile d’ombrage présente un taux d’occultation de 60%,

soit une densité de 100g/m*

Testée pendant 2 ans sur le terrain d’expérience du laboratoire, elle a été installée sur le
bassin 2 du site des Avinieres (zone allouée au CNRS).
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L’installation de I’ombriére a nécessité
une dizaine de jours de travail, mobilisé
toute 1’équipe et le terrain d’expérience
du laboratoire. Elle recouvre toutes les
cultures du bassin 2 soit une surface de
195 m2 FElle permet d’assurer un
ombrage permanant aux cultures,
diminuant ainsi le stress hydrique et
favorisant leur survie, croissance.
D’autre part, la toile étant occultée a
60% on peut attendre une légére
diminution de la force du vent et donc
de I’envol de poussieres sur de grandes
distances.

4. Installation du topsoil

Cette technique consiste a créer un nouvel horizon plus favorable ou « topsoil » sur le
sol argileux tres contaminé. Une premiére couche de 5 cm de sol issu du jardin 1, moins
pollué, a été épandue puis mélangée avec le sol existant pour créer une zone de
transition. Une deuxiéme couche de 10 cm de sol non contaminée a ensuite été épandue
par-dessus et a servi de milieu de culture. Cette solution est idéale, car elle permet de
couvrir le sol contaminé et donc d’éviter I’envol de poussieres métalliques tout en
favorisant la survie et la croissance des plantes. De plus, les racines des plantes ont été
suffisamment longues pour coloniser 1’horizon de transition et le sol contaminé,
garantissant ainsi une accumulation maximale. Plusieurs jours de travail ont été
nécessaires pour déplacer 9m?® de terre, I’épandre et la mélanger. Une zone de test de
60m? a été installée dans un premier temps.

i Topsoil : terre du jardin 1
10 cm Mélange 50 / 50 Topsoil /
5cm $ argile contaminée

Argile contaminée des
bassins de décantation
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La zone a été préalablement
labourée (Photo 1) afin de
faciliter le travail du sol

Une premiere couche de 5 cm de sol
provenant du jardin, une zone moins
contaminée du site limitant ainsi le
transport de sol sur de grandes distances) a
été épandue (Photos 2 et 3). Cela représente
3m? de terre & raison de 50 L par m2.

Cette premiére couche a été mélangée
avec le sol contaminé grace a un
motoculteur et sert de couche de
transition entre le sol non contaminé et
I’argile contaminée pour faciliter la
pénétration des racines. (Photo 3).

Apres le mélange de la premiére couche
des « planches » (buttes) de semis ont
été constituées ainsi que des fossés de
drainage pour permettre 1’évacuation de

I’eau lors d’événements pluvieux (Photo
4).
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Sur I’ensemble de la surface 9 planches
Une deuxiéme couche supérieure de 10 de semis avec leurs fossés de drainage
cm d’épaisseur a ensuite ét€ déposée. ont été constituées. Des graines de
Cela représente 6m* de terre & raison de I’espéce d’intérét (Noccaea
100 L par m2. Au total la réalisation du caerulescens) ont été semées sur
« topsoil » sur une surface de 60m?2 aura chaque butte et leur croissance et
nécessité 1’excavation, le transport et accumulation en métaux sont suivis
I’épandage de 9 m® de sol (Photo 5). régulierement (Photo 6).

Apres quelques mois de culture, la mortalité est de 0%. Tous les individus transplantés
ont survécu et présentent une trés bonne croissance (Tableau D.6). Les racines mesurent
en moyenne plus de 10 cm 2 mois apres la transplantation. Elles ont donc colonisé les
horizons inférieurs plus contaminés. En effet, la concentration en Zn dans les feuilles
des individus transplantés dans le topsoil est supérieure a 1% en moyenne. La
concentration dans 1’horizon de surface est diminuée d’environ 18%. Les individus
transplantés dans le «topsoil » du bassin 3 ont eu une croissance identique a celle
d’individus semés dans le sol d’origine du « topsoil » dans les planches de semis de la
zone jardin mais avec des concentrations en Zn dans les feuilles supérieures (Tableau
D.6). Le «topsoil » a donc bien rempli son réle en permettant une croissance des
plantes identique a celle de la zone contaminée tout en permettant une maximisation de
la concentration en Zn dans les feuilles. Au vu de I’avancée des études, le « topsoil » se
présente comme la solution idéale et pourrait étre envisagé sur I’ensemble du site.
D’autre part, I’installation de géotextile entre les zones de plantation permet de limiter
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I’érosion €olienne et hydrique et renforce la stabilité tout en diminuant encore plus les
risques de dispersion de la contamination.

Tableau D.6 : Résultats du test « topsoil »

Zone pH Concentration Concentration Biomasse Longueur
Zn sol pg/g Zn feuilles pug/g | séche feuilles | racines
mg/plant cm/plant

Bassin 3723 £ 138038+ 20344 | Pas de plants Pas de plants | Pas de plants

hors topsoil | 0.19

Topsoil 756 +| 112622 +9986 | 11058 + 3950 616 + 393 11.2+24
0.02

Jardin 756 +|112622+9986 | 5851 +1182 666 + 160 10.75+0.49
0.02

Conclusions :

L’application superficielle d’un sol issu du jardin 1 (ou topsoil) est une solution idéale :
- Le topsoil constitue un couvert protecteur naturel de 1’argile contaminée
- Plus fertile, il permet un semis et une germination directs sans travail du sol et
assure une trés bonne dynamique de la végétation
Il s’agit d’un trés bon équilibre entre maitrise des risques environnementaux (érosion
éolienne) et développement optimal des cultures en phytoextraction.
Tous les bassins pourraient bénéficier de cette expérience trés positive.
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VI- Phytoextraction sur le site des Avinieres

Une excellente maitrise des cultures de Noccaea caerulescens et Anthyllis vulneraria
sur sites, a grande échelle et a tous les degrés de contamination

Une maitrise résultant de travaux de recherche conséquents

Les expériences in situ peuvent étre réparties en 3 types :
- les transplantations d’individus des 2 espéces inoculées ou non (bassin 2),
- les transplantations des 2 espéces en mélange (bassin 2 et jardin),
- les essais de semis in situ (bassin 2 et jardin).
Les objectifs étaient :
a- d’améliorer la connaissance des especes hyperaccumulatrices et leur
comportement in situ,
b- d’identifier les meilleures stratégies de culture,
c- de produire de la biomasse a haute valeur ajoutée.

1. Transplantations d’individus inoculés

Des individus des 2 especes (N. caerulescens et A. vulneraria) ont été transplantés dans
le bassin 2, tous les individus ont été mis en culture dans un mélange sol contaminé-
tourbe 30-70 avant transplantation, Noccaea a été inoculé ou non avec les souches
mycorhiziennes R, AZ, RT et H, tandis que les Anthyllis a été inoculé avec les souches
mycorhiziennes R, AZ et RT avec ou sans inoculation par la souche de rhizobium.

Tous les individus ont été transplantés en lignes ou en carrés. Des tranchées de 10cm de
large et de 15cm de profondeur ont été creusées. Le sol provenant des tranchées a été
mélangé¢ avec du biofumur (compost de matiére organique d’origine végétale) en
proportion 50-50. Le fond des tranchées a été rempli avec ce mélange. Les plantes ont
été dépotées puis placées dans les tranchées. Les mottes ont été entourées de mélange
puis les tranchées ont été complétées avec le reste du sol excavé, le mode opératoire est
le méme pour les lignes et les carrés. En 2012, 468 Noccaea et 253 Anthyllis ont été

31



transplantés. En 2013, I’espace entre toutes les lignes de transplantation a été recouvert
avec du sol non contaminé pour faciliter les travaux.

La mortalité, le diametre, la phénologie, les contenus en C et N et ’accumulation en
zinc ont été suivis tous les 2 mois. Apres 8 mois, des échantillons de sol ont été prélevés
dans chaque ligne.

En moyenne la mortalité ne dépasse pas 30%, excepté pour les carrés de Noccaea
inoculés avec la souche R ou RT. La mortalité est similaire pour les deux especes. La
transplantation in situ d’individus est donc possible malgré des concentrations en
Zn dans le sol trés élevées. Le pH du sol est neutre. Les premiéres mesures de
concentration en Zn dans les feuilles montrent une meilleure efficacité de Noccaea avec
des valeurs supérieures a 1% par rapport a Anthyllis.
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Tableau D.7 : Résultats des essais de transplantations d’individus inoculés

Zone pH Concentration Concentration Mortalité
Zn sol pg/g Zn feuilles pg/g | %
Bassin 2 hors | 7.41 + | 150300 + 884 Non mesurée Non mesurée
essais 0.05
Carrés Début En cours | Témoin Témoin
Noccaea essai d’analyse 11160 + 889 219144
7.26 + Souche AZ Souche AZ
0.05 10569 + 939 6.25+8.84
Fin essai Souche R Souche R
7.69 + 10970 + 455 40.6 + 48.6
0.21 Souche RT Souche RT
11157 + 549 46.9 + 30.9
Lignes Fin essai En cours | En cours | 26.4+28.4
Noccaea 8.12 + | d’analyse d’analyse
0.12
Lignes Fin essai En cours | 7720 + 582 32.7+£23.6
Anthyllis 7.91 + | d’analyse
0.01

2. Transplantations en mélange

Au total 8 carrés ont été créés, 4 de 16 plants avec en mélange les 2 espéces (8 Noccaea
et 8 Anthyllis) et 2 de 8 plants de chaque espece, au final 96 plants ont été transplantés
dans le bassin 2. En parallele, 13 carrés ont été installés, 6 de 16 plants avec en mélange
les 2 espéces (8 Noccaea et 8 Anthyllis), 4 de 8 plants de Noccaea et 3 de 8 plants
d’anthyllis, au total 208 plants ont été transplantés dans les jardins.

Les carres pour le bassin 2, de 40*40cm et de 15cm de profondeur ont été creusés début
Octobre 2012. Une couche de gravier a été déposée au fond. Le sol provenant des carrés
a ¢été meélangé avec du biofumur (compost de matiere organique d’origine végétale) en
proportion 50-50. Le fond des carrés a été rempli avec ce mélange. Les plantes ont été
dépotées puis placées dans les carrés. Les mottes ont été entourées de mélange, puis les
carrés complétés avec le reste du sol excavé. Les plants utilisés n’ont pas été inoculés et
ont poussé dans un mélange sol contaminé-tourbe 30-70 avant transplantation in situ
dans le mélange 50-50.

Le mode opératoire est le méme dans la zone jardin a I’exception de la taille des carrés,
100*100cm et 15cm de profondeur et I’absence d’apport de matiére organique avant
transplantation.
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La mortalité, le diamétre, la phénologie et les contenus en C et N et I’accumulation en
zinc ont été suivis tous les 2 mois. Des échantillons de sol ont été prélevés au début et 8



mois apres. Le pH, les contenus en C et N et les concentrations en métaux ont été
mesurés.

Le pH du sol du bassin 2 et du jardin est neutre ; il n’a pas évolué entre les plantations
et les derniers suivis. La concentration en Zn dans le sol est tres élevee dans les 2 zones
et supérieure a 15%. La mortalité est beaucoup plus faible dans la zone jardin que dans
le bassin 2, mais les conditions de plantation ne sont identiques. Les individus
transplantés dans le bassin 2 ont pu souffrir d’un pourrissement des racines di a la
nature argileuse du sol. 1l faut noter la trés bonne survie des transplants dans le jardin
malgré une concentration en Zn dans le sol supérieure a 160000 ppm et une plantation
directement dans le sol sans préparation. Le type de culture (mélange ou non mélange)
n’a pas d’effet clair sur la mortalité.

Contrairement aux précédents essais, les concentrations en Zn dans les feuilles sont du
méme ordre de grandeur pour Noccaea et Anthyllis mais supérieures dans la zone jardin
avec des valeurs de 1’ordre de 15000 ppm. Ici aussi les conditions de plantation peuvent
expliquer la différence. Dans le jardin, les individus ont été transplantés directement
dans le sol sans apport de matiere organique, tandis que dans le bassin les mottes ont été
entourées de matiere organique. Il est possible que les racines n’aient pas colonisées
I’extérieur. Cela prouve donc que des transplantations réalisées directement in situ

et sans apport de matiére organique sont possible.

Tableau D.8 : Résultats des essais de transplantations d’individus non inoculés en

mélange
Zone pH Concentration Concentration Mortalité
Zn sol pg/g Zn feuilles uglg | %
Bassin 2 7.41 + | 150300 + 884 Non mesurée Non mesurée
hors essais 0.05
Jardin 7.64 + | 162701 + 8022 Non mesurée Non mesurée
hors essais 0.02
Carrés Bassin 2 | Début En cours Anthyllis Anthyllis
essai d’analyse Mélange Mélange
7.55 + Pas de plants 100
0.08 Non mélange Non mélange
Fin essali 9432 + 2556 68.75 + 26.52
7.54 + Noccaea Noccaea
0.08 Mélange Mélange
9642 + 1031 100
Non mélange Non mélange
8144 + 1204 100
Carrés Jardin Début En cours Anthyllis Anthyllis
essai d’analyse Mélange Meélange
7.64 + 17299 + 2196 0
0.02 Non mélange Non mélange
Fin essai 14166 + 3644 6.25+4.42
7.14 + Noccaea Noccaea
0.05 Mélange Mélange
16140 + 1202 27.1+10.8
Non mélange Non mélange
15853 + 1179 9.4+13.2
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3. Essais de semis in situ

Deux tests ont été effectués, a I’automne (essai Novembre) et au printemps (essai Mars).
L’objectif de ces tests était de démontrer que des cultures a partir d’un semis direct in
situ étaient possibles. La technique permet de s’affranchir des étapes de culture en pots
et de transplantations. Elles ont aussi été conduites dans le cadre d’une industrialisation
de la culture des 2 especes pour la production de biomasse riche en ETM.

Des essais de semis direct des 2 especes ont ainsi été mis en place a I’automne et au
printemps. A ’automne, des placettes de 1m?2 ont été définies. Dans chacune, le sol a été
labouré en surface (10cm) puis mélangé avec de la tourbe ou du biofumur a raison de
101/mz2. Les graines pré-inoculées ont été semées, le sol tasse puis irrigué. 18 placettes
ont été faites pour Noccaea et 30 pour Anthyllis, ce qui représente une surface de 48m2.
Les modalités suivantes ont été testées pour Noccaea : témoins non inoculés, inoculés
avec la souche AZ ou inoculés avec la souche H. Pour Anthyllis, les modalités étaient
témoins non inoculés, double inoculation avec la souche AZ et les rhizobia, double
inoculation avec la souche R et les rhizobia et double inoculation avec la souche R et les
rhizobia. Les souches ont été choisies en fonction des résultats d’essais en pots. Pour
chaque modalité, il y avait 4 placettes dont 2 amendées avec du biofumur et 2 amendées
avec de la tourbe. La germination a été suivie pendant 3 mois apres la levée des
premiéres graines, puis les individus les plus grands ont été récoltés. Les biomasses et le
diameétre ont été mesurés puis les métaux. Les contenus en C et N ont été dosés dans les
feuilles et les racines. Des échantillons de sols ont aussi été prélevés au moment de la
premiére récolte d’individus et a la fin de 1’essai. Sur ces échantillons ont été analysés le
pH, les contenus en C, N et ETM.

RIVIERE
Ant H Rh Ant AZ Am_ Ant H Rh Thl AZ Ant R Rh Thi H BaSSIn 2
B Rh témoin B B B T
B B
’Ant- ,Thl. ThiH Thl H Thl AZ AntRRh  AntRRh Ant AZ
témoin témoin B T T B B Rh
T T B
Ant Rh ThiAZ  AntHRh  AntRh Thl AZ An;hAZ Thl AZ té:.:lnin Ant R Rh
B T T T B B T
B
AntAZ © Aot T apemn T TR A™C AntHRA AntRh | AntH Rh
Rh témoin B témoin témoin témoin B témoin T T T
T T T B B T
Ant AZ ThiH  AntRRh  AntRh  AMAZ ,A"t, AntRRh  AntRh ,Th', ThiH ,A"t_ AntRRh  ThiAZ
Rh Rh témoin témoin témoin
B T B T T T B T
T T B B T

Ant : Anthyllis vulneraria, Thl : Noccaea caerulescens, B : biofumur et T : tourbe. AZ,
H et R : inoculation des graines avec les souches mycorhiziennes AZ, H et R. Rh:
inoculation avec la souche de rhizobium. Témoin : pas d’inoculation.
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A l’automne, un autre essai de semis a €été¢ mis en place. L’objectif était le méme que
pour I’essai de I’automne, mais d’autres modalités ont été testées. Les deux périodes
différentes de semis ont permis de décider du meilleur moment de semis.

L’essai est constitué de 3 « planches de semis », buttes de terre séparées par des fosses
de drainage qui couvrent une surface de 55m2. Chaque planche mesure 1.5m*10m et
comporte 5 lignes de semis. Une planche a été semée avec Noccaea, une autre avec
Anthyllis et la derniére avec un mélange des 2 espéces. Sur chagque planche, ont été
testés les effets de I’ombrage et de I’inoculation avec la souche R pour Noccaea (1 ou
2ml/m de planche), avec la souche R (1 ou 2ml/m de planche) et les rhizobia (0.1 ou
0.2ml/m de planche) pour Anthyllis. Toutes les planches ont été labourées au
motoculteur, puis ont recu un apport de tourbe a raison de 0.751/m? et de biofumur a
raison de 11/m2. Les graines ont été semées au poquet tous les 20 cm grace a un semair,
un tunnel a été mise en place sur une partie des planches, puis des fossés de drainage ont
été creusés. Pendant les 3 premiers mois la germination a été suivie, puis des individus
ont été prélevés pour évaluer leur biomasse. Des échantillons de sol ont été prélevés
pour analyse du pH, des contenus en C et N et des concentrations en ETM au début et a
la fin du test. Les concentrations en Zn ont aussi été mesurées dans les biomasses.
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Tableau D.9 : Résultats Essai Semis Novembre

10m

Zone pH Concentration | Concentration | Germination | Biomasse | Longueur
Zn sol pg/g Zn feuilles | Nombre séche racines
Ha/g d’individus | feuilles cm/plant
/m?2 mg/plant

Bassin 2 | 7.41 + | 150300 £ 884 | Non mesurée Non Non Non

hors 0.05 mesurée mesurée mesurée

essais

Essali 7.49 + | 144675 £ 1522 | Anthyllis Anthyllis Anthyllis | Anthyllis

semis 014 18329+ 1576 |9.14+2.41 |97.6+105 |7.4+0.6
Noccaea Noccaea Noccaea Noccaea
12957 £1984 | 28.6+14.3 |627+100 |10.6+0.8

Le pH et la concentration en Zn de la zone choisie pour les

semis Novembre et du

bassin 2 sont identiques, le pH est neutre et la concentration en Zn dans le sol supérieure
a 140000 ppm. La germination de Noccaea est tres bonne, Anthyllis est également
capable de germer, mais son taux de germination est inférieur. La biomasse de Noccaea
est du méme ordre que celle des individus du « topsoil » ou du jardin, ce qui est tres
encourageant. La biomasse d’Anthyllis est plus faible, mais sa croissance est plus lente.
Les concentrations en Zn dans les feuilles sont élevées et supérieures a 1% pour les 2
especes. Anthyllis montre des concentrations supérieures a 1.8% et a celles de Noccaea.
Ce test a confirmé qu’un semis in situ était possible pour Noccaea aprés apport de
matiére organique. Pour Anthyllis, le semis direct est possible, mais les résultats
sont moins prometteurs et la transplantation est une solution plus efficace.
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Tableau D.10 : Résultats Essai Semis Mars

Zone pH Concentration | Concentration | Germination | Biomasse | Longueur
Zn sol pg/g Zn feuilles | Nombre séche racines
Hg/g d’individus | feuilles cm/plant
/m2 mg/plant
Bassin 2 | 7.41 | 150300 £ 884 | Non mesurée Non Non Non
hors + mesurée mesurée mesurée
essais 0.05
Planche 7.16 | En cours | Plants trop | 4.6 +3.3 Plants trop | Plants trop
Anthyllis | + d’analyse petits petits petits
0.01
Planche 7.08 | 148619 18604 + 927 25+15 125 +54 7.65 *
Noccaea + 247
0.09
Planche 7.13 | 157021 + 8206 | Noccaea Noccaea Noccaea Noccaea
mélange | £ 27695+ 4817 |18.6+10.2 |101+24 6.7+0.1
0.22 Anthyllis Anthyllis Anthyllis | Anthyllis
Trop petits 55+28 Trop petits | Trop petits

Le pH et la concentration en Zn de la zone choisie pour les semis Mars et du bassin 2
sont identiques, le pH est neutre et la concentration en Zn dans le sol supérieure a
145000 ppm. Les résultats pour la germination des 2 espéces confirment ceux obtenus
pour ’essai semis Novembre. Cependant la biomasse de Noccaea est inférieure et les
individus d’Anthyllis sont vraiment peu développés. Les concentrations en Zn dans les
feuilles de Noccaea sont trés élevées et de ’ordre de 27000 ppm. Les résultats sont
moins encourageants que pour 1’essai Novembre et cela confirme que les graines ont
besoin d’une vernalisation in situ pour bien germer.
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RIVIERE

| A2 A mm.mm.
Rh témoin
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T T T
B
Ant AZ Ant
Rh hémom AntRh
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AntRRh  AntRh R AntRRh AntRh Ant R Rh
Rh témoin
T B T B B

Ant : Anthyllis vulneraria, Thl : Noccaea caerulescens, B : biofumur et T : tourbe. AZ,
H et R : inoculation des graines avec les souches mycorhiziennes AZ, H et R. Rh:
inoculation avec la souche de rhizobium. Témoin : pas d’inoculation.

Bassin 2

AntHRh AntRh  AntHRh
T T

A T’automne, un autre essai de semis a été mis en place. L’objectif était le méme que
pour I’essai de ’automne, mais d’autres modalités ont été testées. Les deux périodes
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différentes de semis ont permis de décider du meilleur moment de semis. Il est constitué
de 3 «planches de semis », buttes de terre séparées par des fosseés de drainage qui
couvrent une surface de 55m2. Chaque planche mesure 1.5m*10m et comporte 5 lignes
de semis. Une planche a été semée avec Noccaea, une autre avec Anthyllis et la derniére
avec un mélange des 2 espéces.

Sur chaque planche ont été testés les effets de I’ombrage et de I’inoculation avec la
souche R pour Noccaea (1 ou 2ml/m de planche) et avec la souche R (1 ou 2mi/m de
planche) et les rhizobia (0.1 ou 0.2ml/m de planche) pour Anthyllis.

Toutes les planches ont été labourées au motoculteur puis ont recu un apport de tourbe a
raison de 0.751/m? et de biofumur a raison de 11/m2. Les graines ont été semées au
poquet tous les 20 cm grace a un semoir. Un tunnel a été mise en place sur une partie
des planches, puis des fossés de drainage ont été creusés. Pendant les 3 premiers mois la
germination a été suivie, puis des individus ont été prélevés pour évaluer leur biomasse.
Des échantillons de sol ont été prélevés pour analyse du pH, des contenus en C et N et
des concentrations en ETM au début et a la fin du test. Les concentrations en ETM ont
aussi eté mesurées dans les biomasses.

1,20m Thiaspis + Anthyllis
témoin 1m X 2.5m 4m

simple

c
3 double
g dose inoc

dose inoc

10m

essai novembre 2012

Thiaspi

Anthyllis

Tableau D.9 : Résultats Essai Semis Novembre

5
3
g

Zone pH Concentration Concentration Biomasse Longueur
Zn sol ug/g Zn feuilles pug/g | séche feuilles | racines
mg/plant cm/plant
Bassin 2741 £ 150300+ 884 Non mesurée Non mesurée | Non mesurée
hors essais 0.05
Essai semis | 7.49 £ | 144675+ 1522 | Anthyllis Anthyllis Anthyllis
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014 18329+ 1576 | 97.6+105 |7.4+06

Noccaea Noccaea Noccaea
12957 + 1984 627 + 100 10.6 £0.8

Tableau D.10 : Résultats Essai Semis Mars

Zone pH Concentration | Concentration | Biomasse Longueur

Zn sol pg/g Zn feuilles | seche racines
Ha/g feuilles cm/plant
mg/plant

Bassin 2| 7.41 +£ | 150300+ 884 | Nonmesurée | Non Non

hors essais | 0.05 mesurée mesurée

Planche 716 | En cours | Plants trop | Plants trop | Plants trop

Anthyllis 0.01 d’analyse petits petits petits

Planche 7.08 +|148619 18604 + 927 125+ 54 7.65+ 247

Noccaea 0.09

Planche 7.13 +| 157021 + 8206 | Noccaea Noccaea Noccaea

mélange 0.22 27695 +4817 |101+24 6.7+0.1
Anthyllis Anthyllis Anthyllis
Trop petits Trop petits | Trop petits

4.  Bilan des connaissances acquises

A- Transplantations : la mortalité inférieure & 30% est tres encourageante.

5.

Tous les individus ont effectué un cycle de vie complet jusqu'a la production de
graines. Le réensemencement naturel du site est ainsi assure.

Le réensemencement naturel est trés important, car I’augmentation de la surface
colonisée par les plantes qui en découle permet de diminuer les phénoménes
d’érosion et de dispersion de la contamination, les interventions humaines
nécessaires et les colts engendrés.

B- Semis in situ : la germination est trés bonne pour Noccaea dans les 2
zones (bassin 2 et jardin) et pour Anthyllis dans la zone jardin. Le développement
des individus est aussi satisfaisant ; il démontre qu’un semis direct in situ est
possible. La germination et la croissance sont meilleures dans la zone jardin. Ce
type de terre est donc trés intéressant pour créer un « topsoil » sur I’ensemble des
bassins et faire de la phytoextraction efficace.

Techniques de récolte non destructrices

Un des gros atouts du programme est d’avoir démontré que les feuilles issues des
especes hyperaccumulatrices d’ETM n’étaient pas de nouveaux déchets contaminés,
mais des réservoirs de métaux de transition devenus précieux pour I’industrie chimique.
Nous nous sommes attachés a démontrer qu’il était possible de récolter ces feuilles sans
mettre en péril la croissance des plants. Le procédé est simple. La récolte de la biomasse
végetale nécessaire aux actions de valorisation repose sur un faucardage superficiel. Les
plants ne sont pas endommageés et repoussent rapidement (3 a 4 semaines).
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Des essais de mécanisation de faucardage et de récoltes de semences sont en cours
d’étude.

o
|- ] s

Début de I'expérience  Récolte repousse aprés 3 semaines

VIII - Suivi environnemental des éléments traces métalliques sur
le site minier des Avinieres

Résumé : L’objectif de cette étude est d’examiner le contenu en
éléments traces métalliques (ETM) d’un certain nombre de
bioindicateurs potentiels rencontrés sur un ancien site minier ou
le zinc et le plomb ¢étaient exploités. Il s’agit du site des
Avinieres. Des produits apicoles (miel, gelée-royale et cire
d’abeilles) ainsi que des lichens et mousses ont été collectés et
analyses. Bien que les concentrations en ETM dans les déchets
miniers soient élevées, les produits apicoles ne présentent pas
de contamination par les ETM.

Les lichens et mousses montrent quant a eux des teneurs en ETM élevées, qui résultent
de dépdts de poussieres atmosphériques. L’analyse des isotopes du plomb a montré que
les déchets miniers sont a I’origine des ETM trouvés dans les lichens et les mousses.

1. Introduction

1.1.  Utilisation des produits apicoles

Les abeilles sont des insectes sociaux domestiques qui peuvent facilement étre capturés
pour des études : les ouvrieres échantillonnent activement leur environnement, sur une
surface d’environ 7km? autour de la ruche. Ainsi, les abeilles peuvent étre exposées aux
contaminations en provenance du sol, de I’air et de ’eau (Conti and Botre 2001). De fait
elles sont souvent été considérées comme des bioindicateurs potentiels de
contamination par les ETM, les radionucléides (Tonelli et al. 1990) et les pesticides
(Lambert et al. 2012). Les teneurs en ETM du miel peuvent étre utilisées pour certifier
sa provenance (Hernandez et al. 2005, Terrab et al. 2005) ou pour évaluer ses qualités
alimentaires (Devillers et al. 2002, Pisani et al. 2008).
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Les suivis environnementaux des ETM par les produits apicoles ont aussi été largement
étudiés (Bogdanov et al. 2007, Tuzen et al. 2007, Pohl et al. 2009) avec des conclusions
contradictoires. Tuzen et al. (2007) considérent qu’il est possible d’utiliser le miel pour
un suivi des ETM, tandis que selon Bogdanov et al. (2007), de faibles concentrations
associees a de grandes variations naturelles font qu’il est difficile de suivre les ETM
gréce au miel. Une meilleure compréhension pourrait résulter de I’étude des abeilles,
pollens, propolis et de la cire d’aprés Conti et Botre (2001). De nouvelles données
devraient pouvoir clarifier ces différents résultats, et 1’étude d’un contexte minier
pourrait apporter davantage d’information sur les voies de contamination par les ETM.

1.2.  Utilisation des lichens et des mousses

L’utilisation de lichens ou des mousses pour le suivi des pollutions atmosphériques a été
largement étudiée (Markert et al. 1996, Harmens et al. 2004, Colin et al. 2005), et ceux-
ci se sont averés efficaces pour évaluer les contaminations par les ETM dans des
contextes d’activités minieres passées (Sondergaard et al. 2010). Certains chercheurs
utilisent les lichens ou les mousses pour le suivi de changements de composition rapides
en réponse a des contaminations atmosphériques (Spiro et al. 2004). D’autres
consideérent que 1’accumulation est un phénomeéne continu, et que 1’on peut donc
accéder a des valeurs moyennes au cours du temps (Colin et al. 2005). Les lichens en
particuliers sont trés résistants au stress métallique (Chettri et al. 1998, Sarret et al.
1998) et les espéces locales peuvent étre directement analysées afin de calculer des
retombées atmosphériques moyennes au cours du temps. Cette approche a déja été
utilisée a différentes échelles (Doucet and Carignan 2001) et particulierement dans un
contexte d’activités minicres passées dans le sud de la France (Baron 2005). L approche
de Baron (2005) a été transposée ici dans le cas du secteur minier des Malines.

1.3. Détermination des sources de contamination

La comparaison des résultats obtenus par analyse des lichens ou des mousses et des
produits apicoles devrait apporter une vision approfondie du devenir des ETM dans
I’environnement minier. En plus de cela, des mesures sur les rapports isotopiques du
plomb ont été réalisées grace a I’'ICP-MS (plasma a couplage inductif — spectrométrie
de masse) afin d’identifier les différentes sources de plomb. Parmi les quatre isotopes
du plomb, 2°Pb, 2°Ph and %*’Pb résultent de la décomposition radioactive de U, *U
and 2*Th respectivement, tandis que 2*Pb est un isotope non radiogénique qui
représente seulement 1% du plomb total. La galene, qui est le minerai de plomb
principalement exploité, ne contient ni U ni Th et de fait, la signature isotopique des
minerais est déterminé lors de leur formation. Par la suite, les isotopes du plomb ne sont
pas fractionnés dans les procédés industriels, ce qui rend I’identification des sources
possible. La technique a montré son efficacité sur des lichens et des mousses en
provenance de sites miniers passés (Sondergaard et al. 2010, Baron 2005).

2. Méthodes et matériel
2.1.  Zone d’étude et échantillonnage

La zone d’étude située dans le sud de la France (Figure 1) est une zone de forts
contrastes : elle présente une faible densité de population (<50 habitants par km?) et se

44



situe entre un parc national (Parc National des Cévennes, établi en 1970) et une zone
spéciale de conservation du réseau Natura 2000. Ainsi on pourrait s’attendre & ce que
les bioindicateurs potentiels de la zone présentent des concentrations en ETM proches
du bruit de fond. Cependant, la région a aussi un important passif en terme d’activités
miniéres : les Malines, ou environ 1 millions de tonnes de minerai ont été extraites entre
1885 et 1991, reste la plus grande exploitation de zinc plombifére que la France ait
connue (Leguen et al. 1991). Les anciennes mines indiquees en figure 2 ont été
répertoriées d’apres des enquétes nationales (BRGM 2012).Des études précédentes dans
le secteur minier des malines ont montré des concentrations en ETM élevées dans
certains sols ainsi que la présence d’espéces hyperaccumulatrices de métaux (Grison et
al. 2010). Des concentrations éleveées en ETM dans du poisson ont aussi été signalées
dans la région (Monna et al. 2011). Cependant, a ce jour, aucune études n’ont été
réalisées sur les produits apicoles, ni sur les lichens et mousses.
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2.2.  Traitement et analyses des échantillons
2.2.1. Généralités

Tous les réactifs utilises dans cette étude étaient de haute pureté. Toutes les solutions
ont été préparées en utilisant de I’eau doublement déionisee (Milli-Q Millipore
18.2MQ.cm at 21°C). Pour chaque procédure de minéralisation, des blancs et des
standards ont été préparés dans les mémes conditions pour fin de contréles. Toutes les
analyses ICP-MS ont été réalisées sur un appareil Thermo Scientific - X Series 1l
(Plateforme AETE — HydroSciences/OSU OREME, Montpellier — France) avec In et Bi
comme standards internes. Les rapports isotopiques du plomb ont été analyses sur le
méme appareillage : “°Pb, °’Pb et 2®Pb ont été mesurés avec des temps de résidence
de 20ms, 20ms et 15ms respectivement. 10 passages de 100 balayages ont été réalisés
pour chaque analyse. Les biais externes relatifs au spectrometre de masse ont été
corrigés par I’utilisation du standard NBS 981 (Aries et al. 2001). Le temps mort a été
mesuré pour les isotopes du plomb a 35ns : cette valeur a été utilisée avec le logiciel
Plasma Lab (Thermo Scientific) pour une correction automatique de I’intensité des
signaux. La concentration en plomb du standard NBS 981 a été ajustée a 20ppb, tandis
qu’elle allait de 4 a 15ppb dans les échantillons expérimentaux. Le signal maximal
obtenu pour 2°®Pb était de 10° dans le cas du standard NBS 981.

2.2.2. Produits apicoles

Des prélevements ont été effectués sur deux ruchers contenant 5 et 6 ruches
respectivement situés a Saint-Laurent-le-Minier (sites des Avinieres) et Saint-Bresson
(Figure 2). Les dates des récoltes sont indiquées dans le tableau 4. Le miel a été extrait
en utilisant des collecteurs en acier inoxydable, puis a été stocké dans des pots de verre
couramment utilisés par les apiculteurs. Les procédés ont été évalués pour s’assurer
qu’ils n’étaient pas la cause de la présence des ETM. La gelée-royale et la cire d’abeille
qui ne sont pas exploitées ont été collectées directement a partir des ruches et stockées
dans des récipients en polyéthylene. En ce qui concerne les abeilles, des individus morts
ont été collectés dans et aux abords d’une ruche dont la population avait brutalement
décliné.

Une méthode de digestion en solution en vase ouvert a été mise en ceuvre d’apres Tuzen
et al. (2007) : les échantillons de miels ont été chauffés a 30°C, homogénéisés et 3g ont
ensuite été prélevés pour analyses. 12mL d’un mélange acide et oxydant (2:1
HNO3:H,0;) ont été ajoutés par gramme d’échantillon et la solution obtenue a été
chauffée a 100°C jusqu’a évaporation. Les résidus secs ont ét¢ mis en solution dans
I’acide nitrique avant analyses. WEPAL IPE 110 (Mélilot officinal) acheté chez LGC
Standards a éte utilisé comme référence (Tableau 1) puisqu’il n’existe pas de standard
de miel certifié pour ses concentrations en ETM. Des ajouts dosés ont aussi confirmé la
méthode employeée pour les produits apicoles.
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2.2.3. Lichens et mousses

Les lichens et mousses ont été collectés autour des ruches a 1’aide de spatules en Téflon
et stockés dans des flacons de polyéthyléne. L’objectif est de mesurer une concentration
moyenne dans la zone autour des ruches. Les différentes especes de lichens Cladonia
rangiformis ou Parmelia acetabulum) et de mousses (Scleropodium purum ou
Dicranum scoparium) ont été stockées séparément (Tableau 6). Les échantillons ont été
traités selon les directives de la commission europeenne des standards, mesures et
programmes de tests (Quevauviller et al. 1996) : les échantillons ont été séchés a 1’air et
toutes les particules adhérentes ont été enlevées a la main avant un broyage dans un
mortier d’agate. La poudre ainsi obtenue a ensuite ¢té traitée selon le méme procédé de
digestion que les produits apicoles. WEPAL IPE 110 a dans ce cas aussi été utilisé pour
le contréle qualité (Tableau 1).

2.2.4. Sols

Les échantillons de sols ont été collectés sur I’horizon A a 1’aide de spatules en téflon et
ont été stockés dans des récipients en polyéthylene. S1, S2 et S3 ne sont pas des sols au
sens strict, mais des déchets miniers. S4, S6 et S7 des sols enrichis en humus collectés
au voisinage des ruches (S4-S7) ou dans des zones pastorales (S6). S5 et S8 enfin sont
un mélange de sol et de déchets sortis de la ruche par les ouvrieres. Les échantillons de
sols ont été traités selon une procédure habituelle au laboratoire : ils sont séchés a 60°C
jusqu’a stabilisation du poids, tamisés a 2mm et homogénéisés. Environ 120mg de sols
ont été attaqués par : i) 4mL H,0O; ii) 4mL HNOj iii) 4mL HNO3:HCI (1:3). A chaque
étape la solution obtenue était chauffée a 100°C jusqu’a évaporation. Les résidus a sec
obtenus apres 1’étape iii) ont été dissouts dans I’acide nitrique a 2,5% en volume pour
analyses. Cette procédure a été certifiée en utilisant 1’échantillon de certification inter-
laboratoires BIPEA 402.
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Tableau 2 — Certification d’analyses sur WEPAL IPE 110 (mg.kg™)

Mg P Ca Cr Mn Co Ni
Mean (n=5) 1372 3311 4752 0.477 17.8 0.072 0.557
Standard- 50 131 66 0.06 0.18 0.003 0.071
Deviation
Certified Values
(WEPAL IPE 110) 1440 3250 4920 0.493 17.9 0.074 0.554
% Recovery 95 102 97 97 99 97 101
Tableau 1 - Suite
Cu Zn As Cd Sb Ba Pb
Mean (n=5) 7.191 32.165 0.083 0.124 0.037 4,910 1.158
Stan.da'rd- 0.1 0.7 0.002 0.001 0.002 0.03 0.05
Deviation
Certified Values
7. 2.7 .0911 A2 . 4 il 1.1
(WEPAL IPE 110) 35 3 0.09 0.126 0.035 5.48 5
% Recovery 98 98 91 98 104 90 101
Tableau 3 — VCI pour un usage sensible (mg.kg™ matiére séche)
Element Zn As Cd Tl Pb
VCI 9000 37 20 10 400
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3. Résultats et discussions

3.1. Teneurs en ETM des sols

Dans une approche basée sur 1I’évaluation des risques, les autorités francaises ont publié
des valeurs guides en vue de la gestion des sites pollués : des valeurs de constats
d’impacts (VCI) basées sur des ¢tudes de toxicité permettent de relier 1’usage des sols
aux risques pour la santé publique. Des valeurs d’usage sensible ont été sélectionnées
ici en raison de la proximité de zone d’habitation. Ces valeurs ont ét¢ mises au point
pour une utilisation dans un systéme de scores, qui permet de définir des zones d’action
prioritaire. Toutefois, elles peuvent aussi donner une indication sur les risques liés a un
site (Carlon 2007).

Tableau 4 — Analyse élémentaire des sols (mg.kg™ matiére séche)

Di al
Réf. Type Lieu istancea’a As  cd T Pb
mine” (m)
S1 | Déchets miniers Les Aviniéres 0 86 706* 4247* 408* 317* 66 388*
S2 | Déchets miniers Les Aviniéres 0 125 456* 734* 1605* 37.1* 88472*
S3 | Déchets miniers  Les Malines 0 56 999* 103* 386* 6.45 3 686*
s4 Aborddes o Aviniéres 250 3684  147* 879 16.1*  1234*
ruches
S5 Sous la ruche Les Avinieres 250 2513 125%* 7.47 9.5 858*
s6 Abords des St-Laurent 500 2879 75 826 3.6  1787*
ruches
s7 Abords des St-Bresson 1500 50.8  159* <dl 48 379
ruches
S8 Sous la ruche St-Bresson 1500 202 127* <dl 2.6 369

Distance & la mine la plus proche qui est les Aviniéres pour les échantillons en provenance de Saint-
Laurent-le-Minier et Font-Bouillens pour ceux de Saint-Bresson; Valeurs supérieures aux VVCI; na = non
réalisé; <dl = valeur sous la limite de détection

Les sols S1 et S2 prélevés au voisinage du crassier des Aviniéres et des bassins de
décantation ont les concentrations en ETM les plus importantes (Tableau 3) avec des
teneurs en Zn, As, Cd, Tl et Pb qui sont largement au-dessus des VCI. S3 qui provient
des bassins de décantation des Malines a une composition proche, excepté en ce qui
concerne sa teneur en TI, plus faible. Tous ces sols représentent des sources de
contamination potentielle. En ce qui concerne les autres échantillons, les concentrations
en Zn et Cd sont toutes en dessous des VCI correspondantes. Pour As en revanche, les
teneurs sont toutes supérieures aux VCI avec des teneurs en moyenne 3,4 fois
supérieures a la VCI correspondante : dans ce cas, la toxicité potentielle et les
concentrations élevées présentent un risque. Tl et Pb sont plus contrastés avec des
valeurs parfois supérieures aux VCI correspondantes. Quoi qu’il en soit, une nette
tendance a la baisse des concentrations en Tl et Pb peut étre observée lorsque 1’on
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s’éloigne des anciens sites miniers : ce phénomene est trés probablement lié au transport
éolien de poussiéres chargees (Sondergaard et al. 2010).

Des cas de saturnisme a un stade précoce ont été décelés chez des enfants qui avaient
consomme des végetaux produits localement et utilisé les stériles miniers comme terrain
de jeu. Ceci met en évidence la nécessité de bien comprendre la mobilisation des
contaminants puisque 1’érosion des solS peut entrainer une contamination diffuse. Des
teneurs en plomb supérieures & 1 000 mg.kg™ ont été mesurées jusqu’a 4,5km en aval de
Saint-Laurent-le-Minier sur la Vis (Escarre et al. 2011). Les impacts potentiels sur la
santé publique pourraient étre sérieux, et des mesures de précautions telles que des
restrictions d’usage des puits et sources locaux, ainsi que I’interdiction de vendre des
légumes produits localement ont été mises en place. A ce jour, les impacts potentiels
d’un tel contexte sur les activités apicoles n’ont jamais été étudiés.

3.2.  Teneurs en ETM de bioindicateurs potentiels

3.2.1. Cas du miel (Tableau 4)

Ca, Mg et P présents a de concentrations moyennes (zerreur standard) de 175+74,1
mg.kg™, 97,7+44,9 mg.kg™ and 72,4+20,6 mg.kg™ sont les éléments les plus abondants
dans le miel. Mn et Zn suivent avec des concentrations & 7,57+3,69 mg.kg™, and 0,571+
0,440 mg.kg™. Ceci est en accord avec les tendances mises en évidence par Devillers et
al. (2002) : Ca, Mg, P et Mn sont connus pour leur réle physiologique et leur présence
dans le miel a ces concentrations n’est pas préoccupante.

Des concentrations en Zn significativement plus élevées (test de Wilcoxon, z=-2.460,
P=0.0139) peuvent étre mises en évidence sur H1 et H3-5 par rapport a H2, H6-9. H1,
H3-5 ont été récoltés a proximités de décharges minieres (<250m) tandis que H2, H6-9
ont été collectés a des distances plus élevées (>1 500m). Cependant les concentrations
en Zn dans les miels de la région sont faibles comparées a I’ensemble des données
disponibles dans la littérature : les
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Tableau 5 — Analyses élémentaires du miel (H), de la gelée-royale (RJ) de la cire d’abeilles (W) (masse fraiche) et des abeilles (BH, B) (masse séche)

(mg.kg™)
s . Distance a la mine*

Référence Lieu (m) Date Mg P Ca Mn Zn As Cd Sb Tl Pb
H1 les Avinieres 250 04.2011 80.5 40.7 187 5.81 0.806 0.001 0.009 0.002 0.006 0.003
H2 St-Bresson 1500 05.2011 122 78.4 204 9.17 0.556 0.001 0.004 0.001 0.001 0.035
H3 les Avinieres 250 05.2011 125 115 219 6.77 1.4 0.003 0.022 0.003 0.037 o0.101
H4 les Avinieres 250 06.2011 44.8 65.6 76.7 3.22 0.905 0.001 0.003 0.001 0.006 0.011
H5 les Aviniéeres 250 07.2011 163 66.6 277 10.5 0.613 0.001 0.001 0.001 0.012 0.009
H6 St-Bresson 1500 06.2011 101 80.1 200 7.86 0.429 0.008 0.006 0.002 0.013 0.005
H7 St-Bresson 1500 07.2011 66 82.3 168 10.6 0.429 0.002 0.003 0.001 0.019 0.025
H8 Aulas 4000° 2011 32.8 59.4 36.4 1.38 <dl <dl 0.001 <dl 0.012 0.006
H9 Majencoule 7500° 2011 145 62.8 206 12.8 <dl 0.001 0.001 0.002 0.003 0.014
RJ les Avinieres 250 05.2011 33.8 61.7 123 0.304 0.906 0.005 0.007 0.002 <dl 0.168
w les Aviniéres 250 05.2011 167 78.8 305 16.1 1.520 0.012 0.006 0.001 0.013 <dl

Référence Lieu Dlstanc::)la mine Date Mg P Ca Mn Zn As Cd Sb Tl Pb
BH les Aviniéres 250 05.2011 2047 13 050 1857 93.1 167  0.056 2.9 0.026 0.133 1.44
B les Avinieres 250 05.2011 2286 14 290 1783 80.7 172 0.059 2.5 0.025 0.149 0.832

<dl=valeur sous la limite de détection; * Distance a la mine la plus proche qui est les Aviniéres pour les échantillons en provenance de Saint-Laurent-le-Minier et Font-
Jumeaux & Sumeéne

Bouillens

pour

ceux de

Saint-Bresson

a
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plus fortes concentrations en Zn mesurées étaient de 113mg.kg™ dans un échantillon
unique (Pohl et al. 2009) et une moyenne & 29,4mg.kg” dans un contexte de
contamination par des gaz d’échappement en Italie (Leita et al. 1996). Quoi qu’il en
soit, les concentrations en Zn dans le miel varient habituellement entre 1,3mg.kg'1
(Devillers et al. 2002) et 7,76 mg.kg™ (Przybylowski and Wilczynska 2001). Les
concentrations dans les échantillons témoins (H8 et H9) sont particulierement faibles :
ceci est certainement li¢ a la composition florale et aux pratiques apicoles. D’apres
Bogdanov et al. (2007) la composition florale est un paramétre majeur dans la
composition élémentaire du miel, et 1’utilisation de récipients en acier galvanisé est
aussi une source potentiellement importante de Zn (Gonzalez-Paramas et al. 2000).
Dans ce cas, seuls des récipients en acier inoxydable ont été utilisés, et la conclusion
que I’on peut tirer de ces mesures est que le contexte minier n’entraine pas des teneurs
en Zn problématiques dans les miels.

La présence d’autres ETM pourrait étre li¢ée au contexte minier : c’est le cas de Pb
(26420 pg.kg™), TI (13210 pg.kg?), Cd (746 pg.kg™) et As (3+4 pg.kg™). Le miel H3
récolté au voisinage de la mine des Aviniéres présente les plus fortes concentrations en
Pb (101 pg.kg™), TI (37 pg.kg™) et Cd (22 pg.kg™), ce qui corréle avec les analyses de
sols réalisées. Néanmoins, en ce qui concerne Pb, Tl, Cd et As, aucune différence
statistiquement significative entre les concentrations n’a pu étre liée a la proximité des
anciens sites miniers (test de Wilcoxon, P>0.05), ce qui signifie que d’autres sources de
variabilité sont a rechercher. De plus, les concentrations en Pb, Cd et As mesurées ici
sont situées a des niveaux qui ne sont pas supérieurs a ceux décrits auparavant dans
d’autres contextes (Pohl et al. 2009). S’il n’existe pas de normes spécifiques au miel, les
recommandations du codex alimentarius qui donnent des apports maximums tolérables
en Pb et Cd permettent par ailleurs d’affirmer que la consommation des miels étudiés ici
ne devrait pas poser de probléme sanitaire.

L’absence d’effets des anciens sites miniers sur la composition minérale du miel avait
déja été mise en avant dans d’autres contextes (Iskander 1996) et les résultats obtenus
ici confirment les conclusions de Conti and Botre (2001) : 1’utilisation du miel pour des
suivis de contamination environnementale par les ETM n’est pas fiable.

3.2.2. Cas de la gelée royale et de la cire d’abeille (Tableau 4)

Ca, P, Mg, Zn et Mn sont les eléments les plus abondants dans la gelée-royale et ce sont
aussi ceux qui sont nécessaires au développement des larves. Cette observation est en
accord avec la littérature et les concentrations en ETM sont du méme ordre de grandeur
que celles qui ont été mesurées en dehors du contexte minier (Stocker et al. 2005). Pour
Zn, Cd et Pb, Leita et al. (1996) ont aussi montré des concentrations supérieures dans la
gelée-royale par rapport au miel correspondant. Ceci va a I’encontre de I’homéostasie
observée par Stocker et al. (2005). Dans le cas de nos observations, la gelée-royale (RJ)
ainsi que le miel correspondant (H3) affichent des concentrations en ETM comparables,
et comme dans le cas du miel, il n’est pas possible de conclure a une contamination lié¢e
a la proximité des anciens sites miniers. Le méme constat est aussi a faire dans le cas de
la cire d’abeille qui présente des concentrations en Pb, Cd et Tl particulierement
faibles : dans le cas de la cire, les tres faibles concentrations devrait amener a éviter
sont utilisation & des fins de suivi environnemental des ETM.
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3.2.3. Cas des abeilles (Tableau 4 et 5)

Tableau 6 — Concentrations maximales et minimales en ETM observées dans les tissus d’abeilles

(mg.kg™ dry weight)

Element Min Source Max Source
Cr 0.000052 (Conti and Botre 2001) 6.1 (Kump and others 1996)
Mn n.a 59 (Kump and others 1996)
Ni 0.3 (Balestra and others 1992) 2.1 (Kump and others 1996)
Cu n.a 32.1 (Kump and others 1996)
Zn 200 (Kump and others 1996) 1100 (Leita and others 1996)
Cd 0.00287 (Conti and Botre 2001) 7 (Leita and others 1996)
Pb 0.00052 (Conti and Botre 2001) 27 (Leita and others 1996)

Les ETM les plus abondants dans les tissus des abeilles sont de nouveau P, Mg, Ca, Zn
et Mn compte-tenu de leurs roles physiologiques. Le tableau 5 détaille les données
issues de la littérature sur ce type de tissus. Il en ressort que seules les concentrations en
Cd sont ¢levées dans nos échantillons. En ce qui concerne Tl, c’est la premiere fois qu’il
est mesure et la présence de cet élément méme a de faibles concentrations pourrait avoir
un impact sur la santé¢ des abeilles. Les apiculteurs de la région semblaient d’ailleurs
s’inquiéter d’impacts possibles des ETM sur la santé des colonies : le fait que les
abeilles mortes collectées dans la ruche et en dehors présentent des concentrations en
ETM proches reflete plutot I’'impact d’événements climatiques sur la disponibilité des
ressources, un probléme malheureusement bien connu sur le pourtour méditerranéen
(Dixon 2009). Selon nos observations, il semble que les abeilles ne peuvent pas non
plus étre utilisées pour réaliser un suivi environnemental des ETM.

3.2.4. Lichens et mousses (Tableau 6)

Les échantillons collectés ne présentaient pas de signes visuels d’intoxication par les
ETM présents et les eléments essentiels tels que Mg, P, Ca et Mn sont présents a des
concentrations normales (Szczepaniak and Biziuk 2003). Toutefois une baisse notable
des concentrations en Mg, Ca et Mn peut étre observée pour les échantillons qui sont
collectés au voisinage des sources de contamination : ceci est un signe d’intoxication.
Dans le cas de Cladonia rangiformis, les ETM qui pourraient étre toxiques présentent
des réponses differentes : Cr, As et Tl ont des concentrations qui augmentent lorsque
I’on s’¢éloigne des sites miniers tandis que Cu, Zn, Cd, Sb et Pb ont des concentrations
qui diminuent de 1 a 2 ordres de grandeur de 0 & 250m des sites. Des comportements
semblables ont déja été relatés en Turquie (Cayir et al. 2007) mais avec des
concentrations notoirement plus basses : 30,5+9,15 mg.kg™ pour Zn, 6,95+9,63 mg.kg™
pour Pb et 0,31+0,14 mg.kg™” pour Cd. Dans le cas d’As et Tl, ces mesures sont les
premicéres de ce type et il n’existe pas de point de comparaison.

En regle genérale, pour les échantillons en provenance des Aviniéres, les lichens
terricoles (L1, L2) présentent des concentrations en ETM supérieures aux lichens
corticoles (L3) : ceci est clairement causé par 1’influence du sol. Dans le cas de L3, pour
lequel I’influence directe du sol est faible, les concentrations en ETM restent élevées, ce
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qui refléte I’importance des dépositions atmosphériques. En ce qui concerne les
échantillons en provenance de St-Bresson, les concentrations en ETM sont plus faibles,
ce qui est en accord avec la présence de moindres sources de pollution. Des corrélations
négatives entre les concentrations en ETM et les distances aux sources de contamination
peuvent étre observées pour Zn, Cd, Tl et Pb avec des corrélations similaires a celles
observées pour les sols. Ceci montre une réponse tres différentes des lichens et mousses
par rapport aux produits apicoles : ceux-ci sont contaminés par la mobilisation aérienne
de poussiéres chargées en ETM en provenance des sources de contamination. Nous
allons aussi voir que les données obtenues sur 1’isotopie du Pb permettent de préciser
ces observations par identification des sources.
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Tableau 7 — Analyse élémentaire des lichens et mousses (mg.kg™ matiére séche)

Référence Espece Lieu Dlsfan:e ala Mg P Ca Cr Mn Cu Zn As Cd Sb Tl Pb
mine* (m)
L1 Cladonia rangiformis  les Aviniéres 0 1178 698 3855 1.18 22.7 8.01 1041 5 15.1 3.51 0.317 614
L2 Cladonia rangiformis les Aviniéres 250 3321 548 10032 3.15 97.9 5.34 286 9.28 0.628 1.16 0.902 72.6
L3 Parmelia acetabulum  les Aviniéres 250 2015 1419 25342 2.47 60.9 17.9 107 1.36 0.42 0.308 1.46 33.5
L4 Parmelia acetabulum St-Bresson 1500 4238 1910 36349 4.29 382 14.8 70.6 11.4 0.201 1.23 1.08 36.3
M1 scleropodium purum + ¢, oo 1500 3946 2847 12127 111 265 118 372 185 0002 0557 207 13.1

Dicranum scoparium

*Distance a la mine la plus proche qui est les Aviniéres pour les échantillons en provenance de Saint-Laurent-le-Minier et Font-Bouillens pour ceux de Saint-Bresson

Tableau 8 — Rapports isotopiques pour Pb

Référence  “®Pb / *°Pb 206pp / 207pp
s1 2.0892 1.1723
S2 2.0902 1.1751
S3 2.0921 1.1751
S4 2.1065 1.1548
S5 2.0862 1.1710
S6 2.0872 1.1696
L1 2.0947 1.1696
L2 2.0971 1.1696
L3 2.1011 1.1615
L4 2.1010 1.1588
M1 2.1035 1.1522
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3.3.  Isotopie du plomb (Tableau 7 et Figure 3)

Les minerais du secteur des Malines présentent une composition isotopique trés homogene
pour Pb, ce qui facilite leur caractérisation (Leguen et al. 1991). Le tableau 7 ainsi que la
figure 3 résument les données obtenues dans notre étude. Des données en provenance de la
littérature ont aussi été inclues afin de caractériser les granits locaux ainsi que les émissions
d’origines anthropiques (Monna et al. 1997). Les ratios isotopiques sont 2*°Pb/*’’Pb 1,1008-
1,1342 2%®pp/*®ph 2,1236-2,1603 pour les émissions urbaines, et “°Pb/*’Pb 1,1674-1,1857
208p20ph 2,0741-2,0978 pour les minerais en provenance des Malines. Bien que des graphes
tels que ceux obtenus en figure 3 puissent résulter du mélange de plus de deux sources de Pb,
ils permettent néanmoins de caractériser des signatures isotopiques distinctes en relation avec
les sources.
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Figure 6 — Représentation graphique des données d’isotopie du Pb

Tous les sols traités dans cette étude hormis S6 présentent une signature isotopique
caractéristique des minerais de Pb des Malines. Cette observation associée aux données
d’analyse ¢élémentaire des sols laisse supposer que le Pb provient bien d’une contamination
due aux anciennes activités miniéres et n’est pas le résultat d’une curiosité géologique locale.
Le cas du sol S6 est le résultat d’'une contamination issue du mélange de plusieurs sources,
vraisemblablement liées aux activités miniéres d’une part et aux autres émissions
anthropiques d’autre part. Pour les lichens et les mousses, les échantillons L1 et L2 présentent
la signature isotopique du Pb des minerais des Malines, ce qui confirme I’influence des
déchets miniers sur ceux-ci. Les autres échantillons (L3, L4 et M1) présentent eux des
contaminations par des sources multiples avec une influence dominante des activités miniéres
passées associées a d’autres émissions anthropiques. Méme pres de 20 ans apres la fermeture
des mines, les impacts environnementaux restent évidents.
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4. Conclusions

Dans le cas des produits apicoles, les résultats présentés ici montrent qu’ils ne sont pas
adaptés a des suivis environnementaux des ETM : le secteur minier des Malines présente un
probléme évident de contamination par les ETM en provenance des zones de stockage des
déchets miniers, mais sans que cela n’affecte le miel, la gelée-royale, la cire ou bien encore
les abeilles. Le miel en particulier n’est pas contamingé par les ETM présents au voisinage des
déchets miniers et la consommation du miel produit dans un tel contexte ne semble pas
présenter de risque particulier.

Les lichens ainsi que les mousses en revanche confirment leur fort potentiel pour des mesures
de retombées atmosphériques : aucun phénomeéne de bioaccumulation sélective n’a pu étre
mis en évidence par nos mesures et les échantillons prélevés présentaient des concentrations
en ETM corrélées a celles des sols correspondants. [’analyse des signatures isotopiques du
Pb a montré que les activités miniéres passées étaient une source majeure de Pb avec toutefois
I’impact d’autres types d’émissions anthropiques. Le transport éolien de poussieres
contaminées est le mécanisme principal de mobilisation des ETM.
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V111 - Enjeux socio-économiques

Notre équipe propose le développement industriel de la premiere perspective de
valorisation de cette biomasse unique. Elle initie une nouvelle branche de la chimie verte :
I’écocatalyse. Basés sur Iutilisation des cations métalliques phytoextraits (e.g. Zn?), des
catalyseurs écologiques présentent des performances tres supérieures aux catalyseurs
classiques congus en laboratoire et des sélectivités uniques. Dans des conditions douces, ces
catalyseurs écologiques permettent la synthése de molécules a I’impact social important tels
que des anticancéreux, des agents antiviraux, des molécules actives contre la malaria, des
aromes naturels, des cosmétiques et des intermédiaires clés de 1’industrie chimique (9 brevets
CNRS déposés ou publiés, 1 en cours de dépot et 2 en rédaction).

Vincent Escande, doctorant financé par I’ADEME et I’Université de Montpellier 2, participe
activement a ces recherches.

Notre équipe a démontré que I’association phytoextraction - chimie verte correspondait
pleinement aux priorités scientifiques, et environnementales actuelles de rénovation
écologique, de valorisation de la biomasse et de transition des ressources du fossile vers le
renouvelable.

Un large réseau constitué de partenaires industriels, d’organismes gouvernementaux et de
collectivités a été constitué, afin d’initier un développement sans précedent de la
phytoextraction sur sites miniers. Il débouchera prochainement sur la création d’une
entreprise dédiée a I’ensemble du programme. Le site des Avinieres représente le site
pilote de cette initiative. Elle suscite des espoirs forts au niveau des populations locales.
Enfin, elle entend é&tre un moteur de la reconstruction environnementale et socio-économique
de sites meurtris par des activités industrielles et minieres.
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IX - Des travaux de recherche et développement
élaborés a partir d’un dialogue permanent avec les collectivités
territoriales, communales et les villageois

Au-dela de son intérét scientifique, le développement d’un tel projet a pour objectif de
dynamiser la phytorestauration de nombreux terrains pollués ou dégradés en lui donnant une
dimension économique et sociétale motivante. Dans le cas du site des Aviniéres, il s’agit d’un
programme trés complexe a mettre en ceuvre, car il associe des problématiques scientifiques
(les résultats sont innovants) a des problémes humains difficiles (relogement d’habitants,
rachat des terrains miniers par la commune). L’obtention des autorisations par les autorités
publigues (ADEME, DREAL) et les collectivités locales (Région, sous-préfecture,
communauté des communes) sous-tend également la réussite du programme, et de son
développement industriel.
L’objectif est triple :

1/ réfléchir a une réhabilitation durable des sols compatible avec I’environnement, les
populations locales et les collectivités compétentes ;

2/ s’inscrire dans une démarche qui est en accord avec la réglementation ;

3/ évaluer le développement économique progressif du projet en associant administration,
industriels et riverains concernés.
Les informations vis-a-vis des pouvoirs publics ont été initiées et poursuivies sur la base du
bilan présenté. Elles sont schématisees ci-apres :

e

RINT T AURENT L6} INIER g

Région

e

. '\'/
viable \I/I-J/ la Région
’I"'D Languedoc
P sl ) il
I’l‘l Roqssnlon

/I"\ ”
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S Communes voisines

dialoques

Communauté
des communes

de Roches et d’Hommes équitable

mines et minéraux en Cévennes

http://saintlaurentleminier.blogs.midilibre.com/sciences-technologie/

- Laremise du Prix universitaire des Trophées Eco Actions 2010 a 1’Assemblée Nationale
puis a la mairie de Saint-Laurent-Le-Minier ;

- Laremise du Prix ADEME des Technologies Innovantes pour I’Environnement au salon
Pollutec (2009) ;

- Laremise du Prix de la Recherche dans la catégorie « Environnement (2011) ;
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La présentation annuelle du projet a I’ensemble des habitants du village dans le cadre de
forums d’un Agenda 21 local (mi-janvier a la mairie de Saint-Laurent-le-Minier en 2011,
2012, 2013, a I’automne 2012 au musée cévenol du Vigan...);

L’implication d’un agriculteur de la commune dans les travaux préparatoires de
revégeétalisation ;

Le recrutement d’une technicienne agricole du village pour le suivi des cultures sur site ;
La signature d’une convention d’occupation du site entre le CNRS, I’'IRD, la Commune
et ’ADEME ;

Plusieurs rencontres de réflexions, de présentations sur site et de conférences a des
colloques organisés par I’ADEME (direction « déchets et sols / département sites et sols
pollués», Dr Cadiere et Roussel) et le MEDDEM (Thibault Prévost);

Recherche-bio-inspiree.html :
« ...Les recherches présentées ont démontré la maturité
scientifique croissante de cette approche, que le ministére
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| Education et sensibilisation L'organisation, le 10 décembre dernier, par le CGDD en partenariat avec le MNHN, d'un
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écologique ? », visait & réfléchir sur les apports possibles de la démarche bio-inspirée pour
relever les multiples défis du développement durable et contribuer & terme aux orientations
fixées par la conférence environnementale®.

Avec 200 participants de tous horizons, chercheurs et doctorants, industriels, représentants
d'associations et élus, cette initiative, dont Fambition n'était évidemment pas de créer un
nouveau champ disciplinaire, a rencontré un franc succés. Elle a en effet permis de
conforter la pertinence d'un véritable décloisonnement des disciplines, et notamment de
linstauration d'un dialogue pérenne entre spécialistes du vivant, « technologues » et
ingénieurs, pour placer I'observation des phénoménes naturels au cceur méme de la
pratique scientifique. Les actes du collogue seront prochainement mis en ligne.

Parmi les exemples porteurs d’applications, on peut citer la mise au point, dans les
laboratoires du CNRS, de procédés originaux d'extraction de métaux par l'intermédiaire de
plantes cultivées sur des sols pollués et de valorisation des composés métalligues extraits
en catalyseurs pour la synthése de molécules phammaceutiques, comme les anfi-
paludéens. Les recherches présentées ont démontré la maturité scientifique croissante de
cette approche, que le ministére envisage d'encourager dans trois directions : relayer
auprés des organismes scientifiques et techniques placés sous sa tutelle l'intérét et le
potentiel des approches bio-inspirées dans ses domaines de compétences ; créer un prix
pour les théses portant sur ces sujets ; élaborer une feuille de route fixant les objectifs a
atteindre et les moyens a mobiliser en vue d'une appropriation de la démarche par
I'ensemble des services concernés™.

De nombreux articles de presse régionaux et nationaux ; aprés La Recherche, Biofutur,
Plantes et Santé, Sciences et Avenir, Le Monde, The Guardian, Le Parisien, Marianne, le
Midi-Libre, la Gazette, I’ Aigualité,... Radio France International et Radio-France-Outre-
Mer.

Aprés cing reportages télévisés sur France 2 (2 reportages), France 3, France 5 et Arte,
les efforts seront poursuivis par la création d’un parcours botanigue et pédagogique sur
le site et la réalisation d’un grand reportage sur Arte avec le concours de Baraka
production et de la direction de la communication de I’Institut National de I’Ecologie
et de ’Environnement du CNRS.
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Un projet réfléchi de parcours botanique

.

» En mai 2012, I'équipe du CEFE /
CNRS et [lassociation  des
Ecologistes de I'Euziere ont élaboré
une projet commun de réalisation
de parcours botanique destiné a
valoriser le patrimoine naturel
floristique du site. Il sera mis en
place aprés la réhabilitation du site

www.euziere.org : Association Languedoc-Roussillon pour la diffusion de I'écologie scientifique

- La formation et ’enseignement partagé, un concept de développement durable

Une des originalités du programme est le rapprochement de la chimie et de 1’écologie. La
sensibilisation et la formation des chercheurs du futur a ces grandes orientations sont également
essentielles si I’on veut véritablement évoluer vers un concept de développement durable. Ainsi une
expérience tres réussie d’implications des étudiants de la licence de Chimie de Montpellier 2 sur
sites associant des lycéens gardois a été réalisée. Les étudiants ont eu la charge d’expliquer les
finalités du projet aux lycéens proches du site minier (Le Vigan) lors de I’Année Internationale de la
Chimie.




Le résumé du progromme est résumé dans o

Collection "References” du Commissariat
genéral au développement durable
Mai 2013
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6-  Conclusion générale

Les résultats obtenus permettent de proposer un plan de gestion du site des Avinieres basé sur
la réhabilitation & grande échelle du site par une technique naturelle, la phytoextraction. Elle
concerne I’ensemble des zones plates fortement et moyennement contaminées. Le
développement des activités de réhabilitation écologique est soutenu par la premiére
valorisation des déchets métalliques dérivés de plantes issues de la phytoextraction en chimie
écologique. Les résultats obtenus a ce jour montrent que les catalyseurs écologiques issus de
plantes hyperaccumulatrices d’ETM sont tres efficaces dans de nombreuses réactions
chimiques et se prétent & de nombreuses applications industrielles recherchées.

Les résultats obtenus sont un fort encouragement au développement de la
phytoextraction, de la réhabilitation écologique des sols pollués par les ETM, et au
développement d’une activité post-mine conciliant reconstruction sociale et maitrise des
risques environnementaux. Une activité industrielle doit démarrer a I’automne 2013 sur
ce programme. Le CNRS doit étre impliqué dans le développement de la société.

En résumé, les objectifs ont été et resteront les suivants :

- Restaurer de fagon naturelle le site miniers des Avinieres avec la participation active de
la population locale, de ses représentants, et de chercheurs appartenant a une structure
CNRS pluridisciplinaire spécialisée en Ecologie qui a choisi d’accompagner le transfert
des technologies étudiées vers une activité industrielle. Cette derniére est force motrice
pour le programme.

- Réhabiliter les sols pollués du site a 1’aide de plantes adaptées (réduction de 1’érosion
éolienne & partir des sols contaminés).

- Dépolluer partiellement et progressivement des sols contaminés grace a des plantes hyper-
accumulatrices de métaux lourds.

- S’inscrire en tout point dans les objectifs de PADEME en matiére de maitrise des
risques et gestion du site des Aviniéres de la commune de Saint-Laurent-Le-Minier.

- Protéger, développer et valoriser un site communal renfermant une biodiversité
exceptionnelle.

- Valoriser économiquement la biomasse issue des plantes hyperaccumulatrices,
fournissant des catalyseurs chimiques utiles a ’industrie, selon des principes de « chimie
verte » et donc éco-responsable.

Le développement de ce dernier objectif conditionnera la faisabilité et la durabilité des
précédents. - .
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