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R E S U M E  

Des acides humiques e t  acides fulviques e x t r a i t s  séquentiellement 

par l es  procédés de so lub i l i sa t ion  au pyrophosphate (neutre e t  a lca l in )  

e t  à l a  soude, à p a r t i r  des échant i l lons  de so l s  d 'origine diverse, ont 

é t é  étudiés.  

L 'acidif icat ion préalable des e x t r a i t s  permet en outre  de caracté- 

r i s e r  une f ractioe, eaolélculaire qui  ne pr4sente cette adsorption sur la  

matrice de gels  qutà  des ph tres bas. Cette piart iculari t6 est mise en 
- - - - - - -  - 

- - - - 

évidence de façon t r è s  n e t t e  avec l e s  acides humiques e x t r a i t s  du s o l  

à ph neutre e t  cer ta ines  caractér is t iques  physico-chimiques de ces molé- 

cules ont é t 6  analyslies. 

Ces r é s u l t a t s  sant  discutgs en fonction des hypath2ses actuel les  

r e l a t i ve s  B l a  s t ruc tura  mol8culiiire des substances humiques, 





Les constituants humiques sont des éléments fondamentaux du sol : ils 

ont favorisé le développement de la vie sur le globe et ils assurent aujour- 

d'hui la fertilité des terres. Ils sont absolument nécessaires au fonction- 

nement régulier du cycle du carbone au sein duquel, ils représentent la forme 

de stockage du carbone organique issu de la réduction du CO atmosphérique 
2 

par le biais de la photosynthèse. 

Leur présencc contribue à améliorer la structure du sol, à régulariser 

sa teneur en eau, à préserver son aération, à l'enrichir en substances miné- 

rales ou organiques, à créer par conséquent un environnement favorable pour 

la croissance des plantes. 

Pourtant à l'heure actuelle, il existe mystérieusement très peu d'in- 

dications sur la forme que peuvent avoir ces macromolécules organiques, sur 

leur architecture, et même sur leurs dimensions. De nombreuses hypothèses 

ont été proposées, mais elles sont souvent imprécises, voire contradictoires. 

Ce fait tient à la complexité de ces molécules, à leur diversité, à leur as- 

sociation avec la fraction minérale du sol, mais aussi aux altérations chimi- 

ques qui apparaissent lors de leur extraction et à la très grande hétérogénéi- 

té des extraits analysés qui donnent des résultats peu reproductibles et dif- 

f icilement exploitables. 

 isolerne ne nt de fractions aussi homogènes que possible au point de vue 
mol6culaire, semble par conséquent constituer l'une des conditions primordia- 

les pour la progression de nos connaissances dans ce domaine de la structure 

des molécules humiques. C'est dans ce but qu'a été entrepris ce travail. 

Nous avons étudié divers systèmes de fractionnement à partir de ces substan- 

ces extraites du sol, de façon à les séparer en familles moléculaires dis- 

tinctes. 



1 NTRODUCT 1 ON 



Généralement, l e  s o l  comprend des éléments organiques e t  des éléments 

minéraux. Rappelons brièvement que ces d e r n i e r s  c o n s t i t u e n t  l a  majeure par- 

t i e  de s a  masse e t  comportent : d'une p a r t ,  les minéraux non a l t é r é s  ; par- 

t i e  g r o s s i è r e  du s o l  ( s a b l e s  e t  l imons) ,  non u t i l i s a b l e  par  l e s  p l an te s  de 

façon immédiate, d ' a u t r e  p a r t ,  un complexe d ' a l t é r a t i o n  ; f r a c t i o n  f i n e  du 

s o l  j o u i s s a n t  des  p r o p r i é t é s  c o l l o ï d a l e s  e t  conférant  au  s o l  s e s  p r o p r i é t é s  

physico-chimiques. 

Les éléments organiques quant à eux m i n o r i t a i r e s ,  forment un mélange 

t r è s  complexe de d é b r i s  animaux e t  végétaux, habi tue l lement  d i v i s é  en deux 

groupes : l e s  subs tances  humiques e t  les subs tances  non humiques. 

- Les substances non humiques comprennent des composés de poids  

molécula i res  re la t ivement  f a i b l e s ,  fac i lement  a t t a q u a b l e s  par  

l e s  microorganismes du s o l .  Les p rodu i t s  de l e u r  dégradat ion 

sont  adsorbables  p a r  l ' a r g i l e  : ce sont  l e s  p ro t é ines ,  l e s  

pep t ides ,  r é s i n e s ,  c i r e s ,  g r a i s s e s ,  pigments végétaux e t  ani- 

maux. 

- Les subs tances  humiques pa r  c o n t r e  ont  un poids molécula i re  

très é levé .  De couleur  brune ou n o i r â t r e ,  e l l e s  p ré sen ten t  

une t r è s  grande s t a b i l i t é  à la biodégradat ion.  E l l e s  s o n t  ri- 

ches en  C (45 à 65 %), en O (30 à 40 %) et  cont iennent  un peu 

d'Azote e t  des p e t i t e s  q u a n t i t é s  de P e t  de S. 

Les groupements fonc t ionne l s  l e s  p lus  importants  sont  repré-  

s e n t é s  p a r  COOh(carboxy1) , OH (phenolique e t  a lcool ique)  , CO 

(carbonyl)  , OCH3 (methoxyl) . 
On l e s  c l a s s e  souvent en  ac ides  humiques, so lub le s  dans l e s  

a l c a l i n s  e t  i n s o l u b l e s  dans l e s  ac ides  ; l e s  ac ides  fu lv iques  

s o l u b l e s  dans les a l c a l i s  e t  l e s  ac ides .  Une a u t r e  f r a c t i o n  ; 

l 'humine e s t  i n so lub le  dans l e s  a l c a l i s  e t  l e s  ac ides .  Ce t t e  

i n s o l u b i l i t é  s ' exp l ique  pr incipalement  p a r  s e s  l i a i s o n s  avec 

l a  f r a c t i o n  minérale  du s o l .  

Des recherches  r écen te s  (HAWORTH, 1971 ; SKLODOWSKI, 1973 ; 

GONZALEZ, VILA e t  c o l l . ,  1976) on t  montré que ces t r o i s  f r a c -  

t i o n s  humiques sont  semblables chimiquement mais d i f f è r e n t  

pa r  l e u r  poids molécula i re  e t  l e u r s  groupements fonc t ionnels .  

Les AI? possèdent des masses molécula i res  i n f é r i e u r e s  à c e l l e s  

des AH (SCHNITZER e t  SKINNER, 1968 ; FLAIG, 1970). E l l e s  dé- 

pendent de l a  n a t u r e  de  1 ' échan t i l l on  (BAILLY e t  MARGULIS, 1968) 



e t  des  modal i tés  d ' e x t r a c t i o n  (JACQUIN e t  a l . ,  1971). 

En ce q u i  concerne l a  formation de l'humus, p l u s i e u r s  hypothèses ont  

é t é  avancées mais il semble que l ' e s s e n t i e l  de l a  ma t i è r e  organique l a  p lus  

s t a b l e  a i t  pour o r i g i n e  l a  l i g n i n e .  Cel le-ci  s u b i r a i t  des t ransformat ions  

microbiennes e t  r é a g i r a i t  chimiquement avec des composés de na tu re  p ro t é ique  

( f i g .  1) .  

Cependant, l a  p a r t i c i p a t i o n  des p rodu i t s  de l a  biosynthèse microbienne 

à l a  f r a c t i o n  s t a b i l i s é e  de l a  mat iè re  organique du s o l  a é t é  envisagée. Le 

r ô l e  des  polysaccharides e t  des mélanines microbiennes é t a n t  prépondérant à 

c e t  égard. 

P a r  a i l l e u r s ,  l ' i n f l u e n c e  de l ' a z o t e  e t  c e l l e  des  polyphenols l e s  p lus  

oxydables e s t  déterminante (ANDREUX e t  METCHE, 1975 ; MUSSO e t  FIGGE, 1961). 

Dans l e s  s o l s  cont inentaux,  une grande p a r t i e  de c e t  a z o t e  e s t  sous forme 

aminophénolique. Selon FLAIG (1970), il s ' a g i t  d ' appor t s  spéc i f iques  de  

l a  mic ro f lo re  ou de composés h é r i t é s  des ch lorophyl les .  Dans l e s  sédiments 

marins,  l e s  précurseurs  g luc id iques  e t  p ro t é iques  sont  p lus  e s s e n t i e l s  que 

l e s  précurseurs  phénoliques (HUC, 1973). 

Ces substances humiques son t  des p r o d u i t s  n a t u r e l s  largement répandus 

à l a  s u r f a c e  de l a  t e r r e ,  au fond des l a c s ,  des r i v i è r e s  e t  des mers. WALLE- 

RIUS ( 1761) l e s  cons idé ra i t  simplement comme un al iment  pour l e s  p l a n t e s .  

DE SAUSSURE (1804), dans s a  t h é o r i e  s u r  l a  n u t r i t i o n  humique, montra e n s u i t e  

que l e s  substances humiques renferment p lus  de carbone, moins d'hydrogène e t  

d'oxygène que l e s  r é s i d u s  végétaux e t  BERZELIUS (1830) t e n t a  de c l a s s e r  ces  

subs tances  en t r o i s  f r a c t i o n s  : 

- l e s  ac ides  humiques, so lub le s  dans l e s  a l c a l i s  ; 

- l 'hwnine, i n e r t e  ; 

- l e s  ac ides  c rén iques  e t  apocréniques ayant  une capac i t é  d e  
former des s e l s  e t  des complexes avec des ions mé ta l l i ques .  

C ' e s t  seulement e n  1872 avec GRANDEAU que des c a r a c t é r i s t i q u e s  impor- 

t a n t e s  des  ac ides  humiques ont é t é  mises en évidence : d'une p a r t ,  l e u r  pré- 

c i p i t a t i o n  à ph ac ide ,  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  l e u r  p a r t i c i p a t i o n  aux phénomènes 

dadsorp t ion  e t  d'échange dans l e s  s o l s .  

Avec l e  développement de l a  microbiologie  e t  de l a  pédologie à l a  f i n  

du s i è c l e  d e r n i e r ,  l e s  é tudes s u r  l'humus s e  m u l t i p l i è r e n t  (SCHLOESING, 1876 ; 

DARWIN, 1881 ; DEHERAIN, 1888 ; RAMANN, 1888 ; KOSTYCHEV, 1890). 
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ODEN ( 19 12) consédéra l e  premier l e s  ac ides  créniques e t  apocréniques 

comme l e s  ac ides  fu lv iques  e t  subdiv isa  l e s  substances humiques en  : 

- charbon humique ; 

- ac ide  humique ; 

- a c i d e  hymatomélanique ; 

- ac ide  fu lv ique .  

Mais c ' e s t  MAILLARD (1912) qu i  e u t  l ' i d é e  de l a  p a r t i c i p a t i o n  des pro- 

d u i t s  formés au cours  de la décomposition des r é s i d u s  végétaux. Il a r é a l i s é  

l e u r  synthèse  en f a i s a n t  r é a g i r  des amino-acides s u r  l e s  hydra tes  de carbone 

e t  o b t i n t  avec un l é g e r  chauffage ,  des substances for tement  co lorées  sembla- 

b l e s  2 l'humus. 

Depuis 1920, d ' a u t r e s  con t r ibu t ions  ont  é t é  appor tées  e t  on t  conduit  

notamment à l a  mise en évidence des groupements carboxy~les ,  phénoliques e t  

hydroxyles.  En o u t r e ,  l'humus e s t  désormais é t u d i é  en  fonc t ion  de s e s  r e l a -  

t i o n s  avec l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques du s o l ,  des  échanges d ' i ons ,  de 

l a  mob i l i s a t ion  des phosphates (DEMOLON, 1952 ; KONONOVA, 1961 ; PAULI, 1961) .  

Avec l e  développement des  connaissances s u r  l a  c o n s t i t u t i o n  des pro- 

t é i n e s ,  des  ac ides  nuc lé ïques ,  des  polysacchar ides ,  de l a  l i g n i n e  e t c . .  . , 
des  hypothèses s t r u c t u r a l e s  r e l a t i v e s  à l'humus on t  é t é  avancées. E t  depuis  

une quinza ine  d 'années envi ron ,  de nombreux chercheurs  s ' e f f o r c e n t  de pe rce r  

l e  mystère de l a  conformation moléculaire  des  substances humiques e t  c e l u i  

de l e u r  synthèse.  



CHAPITRE 1 

STRüCTURE MOLfCULA1 RE MS SUBSTANCES HUMI QES 



Les différents modèles structuraux qui ont été proposés sont souvent 

issus de l'étude des produits donnés par l'hydrolyse sur la dégradation des 

acides humiques ou fulviques. Dans certains cas, les auteurs font aussi in- 

tervenir la structure chimique des molécules qui sont utilisées comme pré- 

curseurs lors de la synthèse de ces substances. 

Avant de passer en revue les principaux modèles structuraux, nous allons 

donc rappeler brièvement les informations que peuvent fournir ces études. 

1 )  Les produits donnés par l'hydrolyse 

En traitant les substances chimiques avec de l'eau bouillante, on peut 

déjà en solubiliser une petite fraction (de l'ordre de 10 à 20 2 ) .  L'analyse 

de ces produits révèle la présence de polysaccharides contenant des pentoses, 

des acides glucuroniques et des hexosamines (glucosamine et galactosamine le 

plus souvent). 

Ces sucres à l'état libre sont également présents dans les produits 

d'hydrolyse, ainsi que des petites quantités d'acides aminés, de polypepti- 

des, et de molécules aromatiques. Ces dernières sont cependant plus faciles 

à extraire en effectuant des hydrolyses à chaud pendant quelques heures en 

milieu acide ou en milieu alcalin. Il s'agit : 

- d' acides hydroxybenz Gique (mono ou dihydro~ybenzoi~ue) : 

acide p. hydroxybenzoïque ac. m. hydroxybenzoïque ac. dihydroxybenzoïque 
(en 2,4 et 3,5) 

- d'acides vanilliaue et svrineiaue 

ac . vanillique ac. syringique 



- ainsi que des produits plus secondaires tels que le catechol, 

le resorcinol, etc... 

2)  Les ~roduits donnés Dar les dégradations 

Les techniques de dégradation employées sont de 2 types : oxydatives 

ou réductrices. 

- L'oxydation peut s'effectuer avec le permanganate alcalin, 
l'acide nitrique ou le nitrobenzène en milieu alcalin. 

- La réduction, avec l'amalgame du sodium en milieu exempt 
d'oxygène à 100-1 10'~ ou par distillation sur poudre de zinc à 400-500'~. 

Les produits obtenus par ces scissions oxydantes ou réductrices sont 

des composés phénoliques, des acides benzène-carboxyliques, des acides phe- 

no1 à noyaux condensés, etc... qui suggèrent la présence des structures 

suivantes dans les molécules humiques : 

(y: etc.. . 

cyc lesbenzén iquessubs t i tués  par des C 

-09~ etc.. . 

P 
cycles benzéniques substitués par des C et O 

etc.. . 
dérivés phénoliques avec R = - CH = CH - COOH 

- COOH 
- CHO 



C OOH 

etc.. . 
C OOH 

dérivés flavonoïdes 

Les distillations sur zinc fournissent de nombreuses structures aro- 

matiques polycycliques comprenant jusqu'à 5 a 6 cycles mais il est probable 
que ces structures proviennent de la condensation de produits instables 

fournis pendant la réduction. 

Les structures polycycliques les plus classiques que l'on peut déceler 

lors de ces études sont les suivantes : 

\ 

an thr ache pyrène 

naphtalène 

En plus de ces diverses structures, il faut ainsi mentionner la pré- 

sence des molécules portant des fonctions quinoniques que la spectrométrie 

paramagnétique électronique permet de mettre en évidence. 



La n a t u r e  exac t e  de ces molécules est d i f f i c i l e  d ' é l u c i d e r .  E l l e  

s e r a i t  de type  : 

01; 

semiquinone hydroquinone 

3 )  La s t r u c t u r e  des  l i e n i n e s  

quinone 

Les l i g n i n e s  é t a i e n t  cons idérées  corne les p récu r seu r s  primordiaux 

de l a  synthèse  des  subs tances  humiques. La connaissance de l e u r  configura-  

t i o n  inoléculaire  peut ê t re  e x p l o i t é e  pour o r i e n t e r  les recherches  r e l a t i v e s  

à l ' é t u d e  de l a  s t r u c t u r e  de l'humus, ou pour suggérer  des  hypothèses.  

Ces l i g n i n e s  sont  des  polymères aromatiques de po ids  molécula i re  éle- 

v6 ide  l ' o r d r e  de  I O  à 15 000) e t  d'une remarquable s t a b i l i t é  aux a t t a q u e s  

chimiques e t  b io log iques .  E l l e s  son t  c o n s t i t u é e s  d ' u n i t é s  phenyl propanes 

assez  homogènes chez l e s  r é s ineux  (pr incipalement  des  gaiacyl-propane) mais 

au c o n t r a i r e  a s s e z  hétérogènes chez l e s  monocotylédones (en p l u s  des u n i t é s  

ga iacy  1-prc:pane : sy r ingy l  propane e t  p. hydroxyphenylpropane) . 

u n i t é s  : gaiacyl-propane s y r i n g y l  propane p hydroxyphenylpropane 

-. 

Ces monomères s e r a i e n t  l iés  l e s  uns aux a u t r e s  p a r  des  l i a i s o n s  e t h e r  

ou des  l i a i s o n s  carbone-carbone de d i f f é r e n t s  types  e t  FREUDENBERG (1965) a 

r é u s s i  l a  syn thèse  d'un polymère semblable à la l i g n i n e  à p a r t i r  de ces  mo- 

nomères en l e s  f a i s a n t  r é a g i r  en  mélange à des p ropor t i ons  d é f i n i e s  en pré-  

sence de phénolases  fongiques.  

La s t r u c t u r e  proposée pour c e t t e  l i g n i n e  e s t  r e p r é s e n t é e  dans l a  f i -  

gure  2 .  



W b  

M'ÇO* 

On --O 

.g. 2. - Modèle s t r u c t u r a l  de l a  l ign ine  suivant  
FREUDENBERG. 

4 )  Les modèles s t ruc tu raux  proposés pour l'humus 

4 . 1 )  ~ ' k y ~ o t h è s e  du nucleus c e n t r a l  -- ......................... 
C1es t ,une  hypothèse assez ancienne suivant  l aque l l e  l e s  molécules 

humiques sont  cons t i tuées  pa r  un noyau c e n t r a l  ou "nucleus". Il e s t  r iche  

en s t r u c t u r e s  aromatiques s u r  lequel  sont  insé rés  des chaînes l a t é r a l e s  

p lus  ou moins longues e t  des groupes fonct ionnels  va r i é s .  

Suivant THIELE: e t  KETTNER (1953), ce nucleus comprendrait de nombreu- 

s e s  un i t é s  de type benzène, naphtalène, anthracène, furane, pyrro le ,  indole ,  

pyr id ine ,  t iophène e t  quinol ine ,  associées  à des groupements fonctionnels  

t o u t  a u s s i  nombreux : - OH, - COOH, > C - 0 ,  - NH2, - CH3, - S03 H ,  - PO H 3 2' - OCH3. 

Ce modèle s t r u c t u r a l  e s t  très comode ca r  il permet d 'expliquer de 

nombreuses p ropr ié t é s  physico-chimiques de l'humus, a i n s i  que l a  d i s t i n c t i o n  

e n t r e  l e s  acides humiques e t  fulviques : les premiers posséderaient  un nu- 

c leus  relat ivement important e t  peu de chaînes l a t é r a l e s  contrairement aux 

seconds. 



ANDREUX (1978) a proposé récemment une représentation schématique 

s'appliquant à ce concept du nucleus, qui est reproduite ci-dessous (fig. 3). 

/ C=D 0 C-H N-H 1 
j - liaisor! 

peptidique - 
Fig. 3. - Schéma structural du nucleus selon ANDREUX (1978) 

A : macromolécule à poids moléculaire > 50 000 
B : macromolécule à poids moléculaire 4 5 000 

Les liaisons qui conduisent à la condensation des unités aromatiques 

peuvent être très variées. DRAGUNOV (1961) pour qui l'humus est essentielle- 

ment un produit de condensation de quinones et de polyhydroxybnzène, a pro- 

posé par exemple le modèle suivant (fig. 4). 

Fig. 4 .  - Structure de la molécule humique 
(d'après DRAGUNOV, 1961 ) . 



Un a u t r e  exemple peut ê t r e  donné : c e l u i  qu 'a  proposé BAILLY (1976) 

qui ,  en é tud ian t  des acides humiques en spectroscopie 1. R . ,  a m i s  en évi- 

dence une proport ion importante de groupements C-O-C. - 
Il suggère un modèle comprenant une polymérisation de s t r u c t u r e s  ben- 

zéniques s u r  l e sque l l e s  sont  f i x é s  des groupes - CH2 -, - CH3, - OH, - COOH, 

e t c . .  . 

R - O  O"O" 

Les s t r u c t u r e s  proposées par  c e t  auteur reposent avant t o u t  su r  l a  

composition des  matières premières q u i  sont  u t i l i s é e s  l o r s  de l a  formation 

de l'humus e t  s u r  l e s  modificat ions q u ' e l l e s  subissent  au cours de l'humi- 

f i c a t i o n .  

En pa r t an t  de l a  s t r u c t u r e  des l ignines ,  il propose t o u t e  une s é r i e  

de modificat ions des un i t é s  phenyl-propanes provenant de l a  dégradation de 

la  macromolécule, conduisant à des quinones qui ,  en s e  polymérisant e t  en 

s 'associant  avec des ac ides  aminés ou des peptides,  donneraient l e s  acides 

humiques : 

l i gn ine  

C OOH M 



Lors de la polymérisation et de la polycondensation de ces monomères, 

des mecanismes mettant en jeu des radicaux libres semi-quinoniques inter- 

viendraient et ces monomères pourraient participer à la synthèse de la ma- 

cromolécule humique en passant par différents stades intermédiaires. 

Pour préciser cette conception, F'LAIG cite le schéma hypothétique de 

la formation des mélanines indiqué par BLOIS (1965) suivant lequel le mono- 

mère de départ, la tyrosine, passe par des radicaux libres semi-quinoniques 

et donne, en milieu oxydant des produits intermédiaires qui participent à 

une polymérisation de type désordonné, les liaisons se formant au hasard 

en donnant une sorte de sphérocolloïde (fig, 5). 

Fig. 5. - Schéma hypothétique de la synthèse de la 
mélaline avec participation de radicaux 
supposés libres de semi-quinone (BLOIS, 1965). 

4.3) ~'hycothèse de FELBECK ( 1965) --- ........................ 
FELBECK considère principalement la présence d'unités 4-pyrone dans 

les substances humiques, dont l'origine serait cette fois microbienne et 

non plus végétale comne précédement. Ces unités 4-pyrone seraient reliées 

ensemble par des liaisons méthylène, et à cette structure centrale seraient 

rattachés des acides phenoliques, des acides aminés ou des peptides. 

La présence de chaînes comportant des unités méthylène, décelées par 

cet auteur, a été vérifiée récemment à la suite d'études en spectroscopie 

de résonance magnétique nucléaire par GRANT (1977) et WILSON et coll. (1978). 

Il a pu identifier du polyméthylène Cil3  CH^) et des substituants CH2 (CO), 
CH2-NH, etc. .. (fig. 6). 



H I R-CH 

Fig .  6. - Hypothèse de  FELBECK (1965) 
concernant l a  n a t u r e  des subs- 
tances humiques. 

4.4)- Hyeothèse de  SCHNITZER (1972) - .......................... 

Le modèle proposé p a r  SCHNITZER qui ,  avec son équipe ,  a pub l i é  de 

nombreux t ravaux r e l a t i f s  à l ' ana lyse  des subs tances  humiques, concerne 

p lus  pa r t i cu l i è r emen t  l e s  ac ides  fu lv iques .  Leur macromolécule s e r a i t  cons- 

t i t u é e  p a r  un ensemble d 'ac ides  phénoliques e t  d 'ac ides  benzène-carboxyli- 

ques r e l i é s  pa r  des  ponts  hydrogène pour donner une s t r u c t u r e  polymérique 

re la t ivement  s t a b l e  ( f i g .  7). 

HO- .......... 
...... --."'C OH. 

OH !\OH 

? . . 
8 ..-'&L.:H.:. 

C 

O* \" j-0 'OH 

Fig.  7.  - S t r u c t u r e  des  ac ides  fu lv iques  proposée p a r  
SCHNITZER (1972). 



L ' o r i g i n a l i t é  de c e t t e  s t r u c t u r e  e s t  représentée par  l ' importance des 

cav i t é s  de d i f f é r e n t e s  dimensions qui  donnent un aspect spongieux à l a  macro- 

molécule, identique à c e l u i  que donnent l e s  microphotographies obtenues en 

microscopie é lec t ronique .  

Ces cav i t é s  jouant le r ô l e  de pièges,  e l l e s  permettent l e s  f ixa t ions  

de molécules organiques t e l l e s  l e s  alkanes,  l e s  acides g ras ,  l e s  acides ami- 

nés,  l e s  pept ides ,  e tc . . .  

Des 6léments minéraux peuvent également s ' i n s é r e r  dans ces vides mais 

pour eux, il f a u t  auss i  f a i r e  i n t e r v e n i r  l e s  i n t é r a c t i o n s  avec des groupes 

fonct ionnels  périphériques.  

L'hypothèse de WERSHAW (1977) --- ........................ 
I l  s ' a g i t  d'un modèle reposant s u r  une notion de h i é r a r c h i s a t i o n  des 

éléments s t ruc turaux.  En e f f e t  l e s  plus p e t i t e s  p a r t i c u l e s  que l ' o n  puisse 

trouver dans l e s  ac ides  humiques s e r a i e n t  composées d 'ac ides  phénoliques, 

quinoïques e t  benzène-carboxyliques, r e l i é s  e n t r e  eux pa r  des l i a i s o n s  de 

covalence en donnant des é d i f i c e s  dont l e  poids moléculaire n 'excèderai t  

pas 1 000 à 1 500. 

Ces p a r t i c u l e s  élémentaires s ' a s soc ie ra ien t  e n s u i t e  en formant peut- 
A e t r e  quelques l i a i s o n s  covalentes mais su r tou t  des l i a i s o n s  f a i b l e s  de type 

ponts hydrogène pour donner des aggrégats : s o i t  des aggrégats  "homogènes" 

lorsque l e s  p a r t i c u l e s  en j eu  sont  ident iques ,  s o i t  des aggrégats "mixtes" 

lorsque ce l l e s -c i  sont  de composition d i f f é r e n t e .  En o u t r e ,  ces aggrégats 

homogènes'ou mixtes pourra ient  s e  l i e r  à des p a r t i c u l e s  minérales du s o l  

e t  donner des é d i f i c e s  encore p lus  complexes. 

Ce t t e  théor ie  de WERSHAW présente l 'avantage d 'expliquer t o u t e  l a  

gamne des poids moléculaires r e l evés  pour l e s  acides humiques, e t  l eu r  com- 

portement va r i ab le  suivant  l a  concentrat ion (d i s soc ia t ion  des p a r t i c u l e s  à 

f a i b l e  concentrat  ion ,  aggrégation à f a i b l e  ph) . 



CHAPITRE I I  

TERRES MALYSEES ET TECttW IQUES 
D ' EXTRACT 1 ON DE L ' HUMUS 



Limite dipartementale. 

1 - 
I . ,  . . 

Fig .  8-1. - Situation générale montrant l a  région du Nord de l a  France 
avec s e s  départements l imitrophes. 



Fig.  8-2. - Esquisse géologique de l a  région envisagée 
(d 'après G. WATERLOT,1969). 

SE 
FLEURBAIX LILLE LËZENNES i?HALEMP IN 

Fig. 9. - Coupe géologique NW-SE montrant l a  discordance des 
t e r r a in s  (d'après G. WATERLOT, 1969) . 

Légendes pour l e s  deux f igures  : 

A : alluvions f l u v i a t i l e s  ; P : Pliocène supérieur ; B-Lu : Bartonien e t  
Lutétien (sables bruxel l iens)  ; Ys : Yprésien supérieur ; Y : Yprésien 
( a rg i l e  des Flandres) ; La : Landénien ; S : Sénonien e t  Turonien supérieur 
(c ra ie )  ; T : Turonien moyen e t  in fé r ieur  (marnes bleues argileuses) ; H : 
Terrain Houil ler  ; D : Dinantien (ca lca i re  carbonifère) ; Dév : Dévonien ; 
Fa : Famennien ( sch i s tes  e t  grès)  ; Fr : Frasnien ( sch i s tes  e t  ca lcai res)  ; 
Giv : Givétien (ca lca i re )  ; Si1  : Silur ien (schis tes)  ; FB : F a i l l e  de 
Ba i l l eu l  ; AS : axe a n t i c l i n a l  ; AA : axe syncl inal  ; F : f a i l l e s .  L I L ~ E  

4 l-d 

Di£ £ éren ts  échant i l lons  : 

t P : t e r r e  de Phalempin ; t Le : t e r r e  de Lezennes ; t L i  : t e r r e  de L i l l e  ; 
t F : t e r r e  de Fleurbaix ; t N : t e r r e  de Neuville-en-Ferrain. 



A. CARACTERISTIQUES DES ECHANTILLONS DE TERRES ETUDIEES 

I l  n ' e n t r e  pas dans l e  cadre de c e t t e  étude de donner une descr ip t ion  

d é t a i l l é e  des t e r r a i n s  qui  cons t i tuent  l e  sous-sol de l a  région à p a r t i r  de 

l aque l l e  nous avons ef fec tué  nos prélèvements. 

Nous nous l imi terons  t o u t  simplement à l a  p a r t i e  s u p e r f i c i e l l e  ( jus-  

que environ 10 cm de profondeur).  

Nous avons é tud ié  l e s  substances humiques de d i f f é r e n t e s  t e r r e s  pré- 

levées dans un rayon de 20 km autour de L i l l e  ( f i g .  8-1). Des t e r r a i n s  appar- 

tenant  à d ive r ses  époques géologiques y sont  représentés  ( f i g .  8-2). Des li- 

mons dus essent ie l lement  à l ' a l t é r a t i o n  des t e r r a i n s  sous-jacents,  recouvrent 

l e s  couches plus anciennes (WATERLOT, 1969) : 1'Eocène (sables e t  a r g i l e s ) ,  

puis l e  Crétacé supérieur marin ( c r a i e  e t  marne), e t  e n f i n  l e  Carbonifère 

( c a l c a i r e ) .  Signalons que l e s  t e r r a i n s  t e r t i a i r e s  e t  secondaires reposent 

en s t r a t i f i c a t i o n  discordante s u r  l e s  t e r r a i n s  primaires qui  ont é t é  re lévés  

e t  p l i s s é s  par l 'orogenèse hercynienne ( f i g .  9).  

Géomorphologiquement, c ' e s t  un ensemble va r i é ,  t a n t  par  son r e l i e f  que 

par  son recouvrement végéta l .  La juxtaposi t ion  de p la ines  e t  c o l l i n e s  cou- 

ve r t e s  continuellement par  une importante couche de limons e s t  remarquable 

(SOMME, 1 969) . 
Cinq échan t i l lons  ont é t é  cho i s i s  de façon à disposer  de t e r r e s  de na- 

tu re  e t  de r i chesse  en matière organique d i f f é r e n t e s  : deux t e r r e s  de f o r ê t  

(Phalempin e t  Li1 l e ) ,  deux c u l t i v é e s  (Fleurbaix,  Lezennes) e t  une de p r a i r i e  

(Neuville-en-Ferrain) (voi r  f i g .  8-2). 

- Echant i l lon  de Phalempin : 

- no ta t ion  : t P ; 

- s i t u a t i o n  : 10 km au Sud de L i l l e  à proximité de  l ' au to rou te  L i l l e -  
P a r i s  ; 

- c a r a c t é r i s t i q u e s  géologiques : a r g i l e s  yprésiennes : a r g i l e  p las t ique ,  
compacte, contenant l a  p lupar t  des f o i s  
des nodules non f o s s i l i f è r e s  ; 

- végéta t ion  : Forêt de chênes e t  de bouleaux sans f u t a i e s  notables .  

- Echant i l lon  de L i l l e  : 

- no ta t ion  : t Li ; 

- s i t u a t i o n  : Esplanade de L i l l e ,  p rès  de l a  ~ e Û l e  ; 

- c a r a c t é r i s t i q u e s  géologiques : al luvions  f l u v i a t i l e s  formées de sables  
arg i leux,  p a r f o i s  glauconieux avec pla- 
norbes e t  limnées ; 



- végétation : Forêt de chênes et de bouleaux. 
- Echantillon de Fleurbaix : 

- notation : t F ; 
- situation : 20 km au Nord-Ouest de Lille ; 

- caractéristiques géologiques : argiles yprésiennes ; 
- végétation : culture de colza. 

- Echantillon de Lezennes : 
- notation : t Le ; 
- situation : proximité du bureau de recherche géologique et minière ; 
- caractéristiques géologiques : sédiments du Sénonien inférieur : 

craie blanche caractérisée par l'abon- 
dance des débris d'lnoceramus invoZutus, 
de Mieraster decipiens et de TerebratuZa 
semi-globosa ; 

- végétation : culture de betteraves. 

- Echantil lon de Neuville-en-Ferrain : 

- notation : t N ; 
- situation : 20  km au Nord de Lille ; 

- caractéristiques géologiques : argiles des Flandres ; 
- végétation : prairie. 

B. EXTRACT ION 

Compte tenu de leurs propriétés colloïdales et de leurs combinaisons 

avec les cations du sol, l'extraction des composés humiques est souvent dif- 

f icile, bien que les techniques utilisables à 1 'heure actuelle soient très 

nombreuses et très variées. 

La recherche du réactif d'extraction permettant d'entraîner la plus 

grande quantité possible d'humus est donc essentielle (POSNER, 1966 ; KONONOVA, 

1966 ; THENG et coll., 1967 ; ORTIZ DE SERRA et coll., 1972 ; VILA et coll., 

1973 ; DORMAAR, 1974). 

Un grand nombre de réactifs a été testé à cette fin : l'oxalate d'am- 

monium, le fluorure de sodium, les sels alcalins, ltEDTA, la soude plus ou 

moins diluée, les résines complexantes, etc... 

L'extraction par les résines donne des résultats relativement faibles 

(JACQUIN et coll., 1970). 

La soude a longtemps été considérée connue le plus efficace. Elle pré- 

sente cependant un grand inconvénient car elle conduit à une oxydation de 



l a  mat iè re  organique f r a î c h e  e t  p a r f o i s  à une néoformation d ' ac ides  f u l v i -  

ques e t  humiques (PLEVEN e t  c o l l . ,  1967). L ' u t i l i s a t i o n  du ch lo ru re  s t ann i -  

que, q u i  é l imine  l 'oxygène contenu dans l e s  e x t r a i t s ,  a é t é  suggérée pour 

c o r r i g e r  ces r é a c t i o n s  d'oxydation (SCHNITZER e t  KHAN, 1972). Malheureusement 

ce procédé n ' a  pas  eu  de s u i t e  favorable  c a r  l e  ch lo ru re  préconisé  r é d u i t  

lui-même l e s  groupes quinones des ac ides  fu lv iques  e t  des  ac ides  humiques. 

Cer ta ins  a u t e u r s  (SCHNITZER e t  SKINNER, 1968) ont néanmoins montré que l e s  

ac ides  humiques e x t r a i t s  avec l a  soude ne  p ré sen ta i en t  pas  de d i f f é r e n c e s  

importantes  pa r  r appor t  aux e x t r a i t s  obtenus avec l e  f l u o r u r e  de sodium (en 

p a r t i c u l i e r  e n  ce qu i  concerne l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d ' abso rp t ion ) .  I l s  n ' on t  

pas n o t é  non p l u s  de d i f f é r e n c e  dans l a  composition é l émen ta i r e  d'une p a r t ,  

e t  dans l e s  groupes carboxyles d ' a u t r e  p a r t .  L'analyse des  s p e c t r e s  I R  e t  l e  

r é s u l t a t  donné p a r  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l ,  r évè l en t  de même que l e s  ac ides  

fu lv iques  e x t r a i t s  d 'un horizon podzolique avec l a  soude e t  l e s  ac ides  f u l -  

viques e x t r a i t s  avec ( l ' a c i d e  chlorhydrique)  sont  i den t iques .  I ls conclurent  

que l e s  e f f e t s  déna turants  de l a  soude c i t é s  dans l a  b i b l i o g r a p h i e  sont  peut- - e t r e  un peu exagérés .  

P l u s i e u r s  s o l v a n t s  organiques t e l s  que l ' a cé ty l acé tone ,  l ' a c i d e  formi- 

que e t  des  s e l s  comme l e  pyrophosphate de sodium sont  a u s s i  u t i l i s é s  c l a s s i -  

quemen t . 
Depuis quelques temps, l ' i n t é r ê t  des  chercheurs  p o r t e  pa r t i cu l i è r emen t  

s u r  l ' u t i l i s a t i o n  du pyrophosphate de sodium qu i  semble s u p é r i e u r  à tous l e s  

a u t r e s  r é a c t i f s .  Il e x t r a i t  en e f f e t  une grande q u a n t i t é  de composés humi- 

ques e t  provoque une d i spe r s ion  p a r f a i t e  du complexe argilo-humique en fo r -  

mant avec l e  calcium et  l e  f e r ,  des  s e l s  i n so lub le s .  Ce q u i  l i b è r e  l e s  molé- 

cu l e s  humiques l i é e s .  

Le p r i n c i p e  de c e t t e  s o l u b i l i s a t i o n  peut s e  résumer par  l a  r é a c t i o n  

su ivan te  : 

Pour nos d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  d e  t e r r e ,  nous avons p a r  conséquent 

employé c e t t e  technique  du pyrophosphate de  sodium, e n  prenant  s o i n  au préa- 

l a b l e  d ' é l imine r  l a  mat iè re  organique f r a î c h e  a f i n  q u ' e l l e  ne pu i s se  pas 

i n t e r f é r e r  dans l e s  r é s u l t a t s  de nos fract ionnements .  



1) El imina t ion  de  l a  ma t i è r e  organique f r a î c h e  

Les d é b r i s  végétaux de t o u t e  na tu re  s e  r e t rouvan t  dans l e  s o l  cons t i -  

t uen t  l a  source e s s e n t i e l l e  de s a  ma t i è r e  organique. Cel le-ci  e x i s t e  sous 

deux formes d i s t i n c t e s .  La première forme p lus  ou moins g r o s s i è r e  e s t  carac-  

t é r i s é e  pa r  des d é b r i s  végétaux en cours d 'évolu t ion  e t  non encore f i x é s  à 

l a  f r a c t i o n  minérale  du s o l .  La deuxième forme, d i f f u s e ,  e s t  intimement l i é e  
C 

à l a  masse des c o n s t i t u a n t s  minéraux. En o u t r e ,  l e  r appor t  - d i f f é r e n c i e  l e s  
N 

deux formes : l a  première p ré sen te  un r appor t  v o i s i n  ou  i n f é r i e u r  à 10, a l o r s  
C que pour l a  seconde, l e  - e s t  beaucoup p l u s  é l evé  e t  s a  s t a b i l i t é  e s t  p l u s  
N 

marquée. 

Par  a i l l e u r s ,  l a  première f r a c t i o n  comprend des  mat iè res  organiques 

dhpports  r é c e n t s  q u i  ne sont  pas engagées dans l e s  processus humidi f ica teurs ,  

a l o r s  que l a  deuxième forme a s u b i  c e t t e  t ransformat ion  en donnant d i f f é r en -  

t e s  substances humiques p lus  ou moins complexes chimiquement, formées p a r  

synthèse microbienne ou d ' o r i g i n e  r é s i d u e l l e .  

La méthode que nous avons employée pour é l imine r  ce s  ma t i è r e s  organi- 

ques : c e l l e  de MONNIER e t  c o l l .  (1962) f a i t  i n t e r v e n i r  l e s  d e n s i t é s  propres  

des  subs tances .  

Pour e f f e c t u e r  c e t t e  s é p a r a t i o n  densimétr ique ( f i g .  IO), nous par tons  

d ' é c h a n t i l l o n s  de 10 g de t e r r e ,  broyée p u i s  tamisée à 500 p ( a f i n  de l i b é r e r  

l e s  ma t i è r e s  organiques l i b r e s  emprisonnées mécaniquement dans l e s  agglomé- 

r a t s ) .  C e t t e  t e r r e  e s t  a g i t é e  pendant c inq  minutes avec 100 m l  du mélange 

a l c o o l  éthylique-bromoforme donnant une d e n s i t é  1,5, e t  on cen t r i fuge  à 

1 000 g tou jou r s  pendant c inq minutes (c ' es t -à -d i re  à 3 000 rpm avec l a  
s 

cen t r i fugeuse  JOUAN E 826) . 
\r\ 045 

I Après c e n t r i f u g a t i o n  (au cours  de l a q u e l l e  il f a u t  met t re  en c i r c u i t  

O 
l e  d&gos&if d e  f r e i ~ , ~  a f i n  d ' é v i t e r  t o u t e s  remises en  suspensions par- 

t i e l l e s  du c u l o t ) ,  l e  surnageant  e s t  é l iminé .  

C e t t e  opé ra t ion  e s t  e f f e c t u é e  une seconde f o i s  : l e  cu lo t  e s t  remis 

en suspension avec l e  même l i q u i d e  densimétr ique de d e n s i t é  1,5 e t  l a  cen- 

t r i f u g a t i o n  donne un c u l o t  qu i  s e r v i r a  aux fract ionnements  u l t é r i e u r s .  

2) Ext rac t ion  des  substances humiques 

Après d i f f é r e n t s  e s s a i s ,  nous avons c h o i s i  l a  technique de DUCHAUFOUR 

e t  JACQUIN (1963) qui  comporte p l u s i e u r s  s t a d e s  d ' e x t r a c t i o n  ( f i g .  11) mais 



q u i  permet une appréc i a t ion  p lus  r igoureuse  de l a  n a t u r e  des f r a c t i o n s  humi- 

ques,  un rendement e f f i c a c e  e t  une dénatura t ion  re la t ivement  minime des mo- 

l é c u l e s  e x t r a i t e s .  

l e r  s t a d e  d ' e x t r a c t i o n  : I l  s 'opère  s u r  l e  c u l o t  de cen t r i fuga t ion  obtenu  ..................... 
ap rès  é l imina t ion  des mat iè res  organiques f r a î c h e s ,  q u i  e s t  préalablement 

séché dans une é tuve  a f i n  de f a i r e  d i s p a r a î t r e  t o u t e  t r a c e  de bromoforme. 

C 'es t  une s o l u t i o n  de pyrophosphate ph 7 0 , l  N q u i  est employée. L ' a l c a l i -  

n i t é  de ce pyrophosphate e s t  aba issée  pa r  l ' a c i d i t é  d'échange d 'un s e l  de 

sodium : l e  s u l f a t e  de sodium concentré  à 7,5 % ( l ' i o n  sodium a en e f f e t  l a  

p r o p r i é t é  p a r t i c u l i è r e  de f l o c u l e r  des a r g i l e s  q u i  emprisonnent l e s  ac ides  

humiques l e s  p lus  condensés) e t  l e  ph de l a  s o l u t i o n  e s t  uniformisé à 7 

avec de l ' a c i d e  su l fu r ique .  

2e __---__-____________ s t a d e  d ' ex t r ac t ion  : On emploie une s o l u t i o n  de pyrophosphate 0, l  N 

s e u l  dont l e  ph e s t  de 9,8. 

3e s t a d e  d ' e x t r a c t i o n  : Il s ' e f f e c t u e  avec une s o l u t i o n  de soude O , ]  N .  ..................... 
4e s t a d e  d ' e x t r a c t i o n  : A nouveau avec l a  soude 0,1 N.  (Ce t t e  d e r n i è r e  ..................... 

e x t r a c t i o n  n ' a  pas é t é  employée pa r  DUCHAUFOUR e t  JACQUIN, mais nous nous 

sommes rendu compte q u ' e l l e  pe rme t t a i t  encore de s é p a r e r  des substances 

organiques à p a r t i r  du c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n ) .  

Pour chacune de ces  e x t r a c t i o n s ,  l a  t e r r e  obtenue après  t r a i t emen t  

densimétr ique e s t  a g i t é e  mécaniquement pendant une heure avec 100 m l  de so- 

l u t i o n s .  E t  on c e n t r i f u g e  tou jou r s  à 1 000 g pendant 15 minutes, sauf pour 

l d x t r a c t i o n  e f f e c t u é e  avec l e  pyrophosphate s e u l .  Pour c e t t e  d e r n i è r e ,  on 

c e n t r i f u g e  pendant 15 minutes mais à 1 500 g. Le surnageant e s t  récupéré  

a p r è s  chaque opé ra t ion ,  e t  l e  c u l o t  e s t  t r a i t é  avec  l a  s o l u t i o n  d ' ex t r ac -  

t i o n  su ivante .  

Les deux surnageants  obtenus pa r  l e  t r a i t emen t  à l a  soude sond éven- 

tue l lement  r éun i s .  

3) Sépara t ion  ac ides  humiques - ac ides  fu lv iques  

Nous avons u t i l i s é  l a  technique c l a s s i q u e  de p r é c i p i t a t i o n  des ac ides  

humiques p a r  a c i d i f i c a t i o n .  Chacune des t r o i s  s o l u t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  e s t  

a c i d i f i é e  à ph 1 avec H SO pur,  e t  ap rè s  un s é j o u r  de 24 h à température 2 4 
ambiante,  l e s  s o l u t i o n s  s o n t  cen t r i fugées  pendant 15 minutes à 1 500 g. 



Les surnageants  obtenus de c e t t e  façon renferment l e s  ac ides  fu lv iques ,  

e t  l e s  c u l o t s ,  l e s  ac ides  humiques. Compte tenu des  t r o i s  t ypes  d ' ex t r ac t ions  

opérées,  nous l e s  appel le rons  respect ivement  AH 
1 ' AH2, AH pour l e s  f r a c t i o n s  

3 
humiques e t  AF AF2, AI? pour l e s  f r a c t i o n s  fu lv iques .  

1 ' 3 

Les surnageants  son t  concentrés  p a r  évaporat ion r o t a t i v e  sous-vide, 

pu is  éventuel lement  d i a l y s é s .  Les c u l o t s  son t  r e p r i s  avec de l ' e a u  d i s t i l l é e  

ou de la  soude d i l u é e  su ivan t  l e u r  u t i l i s a t i o n .  

Au cours  des d i f f é r e n t e s  é t a p e s  de sépa ra t ion  de  l a  m a t i è r e  organique, 

nous avons e f f e c t u é  des mesures de poids s ecs  e t  des  dosages de carbone or- 

ganique su ivan t  l a  méthode c l a s s i q u e  de ANNE à chaud. ( E l l e  c o n s i s t e  en une 

oxydation du carbone pa r  le  bichromate de potassium en m i l i e u  su l fu r ique ,  

e t  l e  t i t r a g e  s e  f a i t  avec un s e l  de Mohr ( s u l f a t e  de f e r  f e r r e u x  e t  d'ammo- 

nium) en présence d'un i n d i c a t e u r  co lo ré  : l a  diphenylamine).  

Les r é s u l t a t s  obtenus sont  ind iqués  dans l e s  tab leaux  1 e t  II, dans 

l e sque l s  l e s  d i f f é r e n t e s  colonnes s e  rappor ten t  à l a  mat iè re  organique 

f r a î c h e  (M. O. F . ) ,  aux t r o i s  f r a c t i o n s  d 'ac ides  humiques e t  d ' ac ides  f u l -  

viques,  e t  au c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  i s s u  du d e r n i e r  t r a i t emen t  par l a  

soude (ce  c u l o t  c o n t i e n t  e n  p a r t i c u l i e r  l'humine) . 
D e  c e s  r é s u l t a t s ,  il r e s s o r t  que l e s  t e r r e s  pré levées  à L i l l e  e t  à 

PHALEMPIN son t  t r è s  r i ches  en mat iè re  organique. Ce q u i  e s t  en accord avec 

l e u r  na tu re ,  é t a n t  donné q u ' e l l e s  correspondent à des s o l s  f o r e s t i e r s .  Ces 

deux é c h a n t i l l o n s  p ré sen ten t  également l a  p lus  f o r t e  propor t ion  de carbone 

organique contenu dans l a  mat iè re  organique f r a î c h e  (respect ivement  19,8 % 

e t  18,3 % du carbone organique t o t a l ) .  Pa r  con t r e ,  c ' e s t  l a  t e r r e  de p r a i -  

r i e  (Neuville-en-Ferrain) q u i  c o n t i e n t  l e  moins de  carbone organique dans 

s a  f r a c t i o n  l égè re .  

En ce  q u i  concerne l e  carbone organique non e x t r a c t i b l e  ( cu lo t  de 

c e n t r i f u g a t i o n ) ,  c e  sont  assez  curieusement l e s  é c h a n t i l l o n s  de s o l s  c u l t i v é s  

(F leurba ix  e t  Lezennes) q u i  en  cont iennent  l e  p lus .  

Enfin,  ce s  r é s u l t a t s  nous ind iquent  l e s  q u a n t i t é s  d'humus e x t r a i t e s  

à chaque s t a d e  de fractionnement . En géné ra l ,  l e  pyrophosphate neu t r e  

e x t r a i t  une propor t ion  d 'ac ides  humiques moins importante  que l e  pyrophos- 
' 

phate  a l c a l i n  ou l a  soude, mais une q u a n t i t é  d 'ac ides  fu lv iques  p lus  é l evée .  











CHAPITRE I I I  

FRACT 1 ONNEMENT MOLECULAI RE DES SUBSTANCES HUM1 9UES 
SUR GELS DE DEXTRANE 



En peu de temps, la technique de "filtration sur gel" dite encore 
11 chromatograpkie sur gel" a pris une extension très importante, grâce à 

sa simplicité et à son expérimentation aisée. Elle a conquis de nombreux 

laboratoires travaillant essentiellement sur les hauts polymères, que ce 

soit en chimie, en biochimie médicale, ou en biologie. 

De nos jours, la chromatographie sur gel est une technique qui trouve 

en fait son application dans tous les cas où il s'agit non seulement d'ana- 

lyser, séparer et purifier les différentes substances d'un mélange, mais 

aussi de les fractionner selon leur volume moléculaire. Elle a permis une 

accumulation de résultats intéressants depuis les virus jusqu'aux macromo- 

lécules synthétiques, en passant par les protéines, les hydrates de carbone, 

les acides nucléiques, les hormones, les antibiotiques et les lipides. 

1. MATERIEL ET TECHNIQUE EMPLOYES 

1)  Préparation des gels de dextrane 

Les gels de dextrane sont des hydrates de carbone polymérisés qui se 

forment notamment lorsque l'on cultive une certaine bactérie : Leuconostoc 

mesentéroïdes sur des sucres. Ce polysaccharide se compose exclusivement 

de glucose et contient plus de 90 % de liaisons a - 1,6 - glucosidique, 
ainsi qu'un petit nombre de liaisons 1,3. 

Les gels de dextrane SEPHADEX, SEPHAROSE, SEPHACRYL ; les principaux 

que l'on trouve actuellement dans le commerce et que nous avons utilisés, 

sont préparés sous forme de perles de grosseur bien définie. La qualité 
II superfine" donne sur colonnes des séparations particulièrement nettes. 

Ces gels vendus à l'état sec, doivent être préparés en présence d'eau de 

façon à donner une bouillie épaisse qui sera introduite dans des colonnes. 

Dans celles-ci, on la stabilise en faisant passer une certaine quantité 

d'eau distillée. 

2) Appareillage de chromatographie 

Le dispositif expérimental ne diffère pas beaucoup de celui qui est 

employé pour les autres méthodes de chromatographie liquide. 

Le fractionnement des molécules s'effectue dans des colonnes (2,5 

x 40 cm ou 2,5 x 75 cm) comportant à leur base un tamis en nylon retenant 

le gel. 



~'éluant utilisé, eau distillée à ph 8 ou un tampon à ph et molarité 

donnés, traverse ces colonnes à un débit régulier grâce à l'utilisation 

d'une pompe péristaltique et passe ensuite dans une cellule en quartz. Ce- 
O 

lui-ci est placé sur le trajet d'un faisceau de lumière U.V. (2 540 A) qui 

permet la lecture du pourcentage d'absorption des différentes molécules 

entraînées et son enregistrement par l'intermédiaire d'un dispositif parti- 

culier. 

A la sortie de cette cellule, l'éluant est recueilli dans un collec- 

teur de fractions possédant un programme qui permet le choix du nombre de 

fractions à récupérer et le volume de chacune d'elles. En ce qui nous con- 

cerne, nous avons constamment collecté des fractions de 5 ml chacune (175 

gout tes) . 
L'élution est uaintenue à une vitesse régulière : 

- Sephadex : 30 mllh 
- Sepharose et Sephacryl : 15 ml/h 

Afin de prévenir toute contamination microbienne, lorsque les colon- 

nes ne sont pas utilisées pendant un certain temps, on utilise une subs- 

tance antiseptique : l'azide de sodium (Nd3). Celui-ci, incorporé à l'é- 

luant, est à une concentration (0,2 g/l) qui ne modifie pas les propriétés 

du gel. 

Remarquons que la longueur d'onde utilisée ici pour détecter le frac- 

tionnement des substances humiques, n'est pas spécifique, puisqu'elle a été 

établie pour des séparations d'acides nucléiques ou de ses dérivés. Cepen- 

dant, d'autres que nous l'ont déja employée également, par exemple : BAILLY 

et coll. (1 968) ou KOSINKIEWICZ (1977). SWIFT et POSNER (1971) et LABROUE 

(1976) utilisent une longueur d'onde de 400 nm, DUBACH et coll. (1964) 

450 nm, WERSHAW et coll. (1973) 600 nm, mais nous avons pu vérifier que ces 

longueurs d'onde supérieures à 25 nm n'amélioraient en rien la précision 

graphique des séparations obtenues à partir des fractions humiques ou ful- 

viques . 
En particulier, nous n'avons jamais remarqué les possibilités d'arte- 

facts relevés par LABROUE à propos de l'étude de sols alpins. 

3) Principe de la séparation moléculaire sur les Gels 

Les substances déposées à la partie supérieure de la colonne quittent 

le gel dans l'ordre généralement décroissant de leur poids moléculaire. 



La vitesse d'écoulement dépend en outre des dimensions et de la forme 

des particules de gel ainsi que de leur compressibilité. 

Il est néanmoins utile de tenir compte de certains paramètres qui 

permettent d'exprimer numériquement les résultats d'une chromatographie 

sur gel. Lorsqu'on introduit dans un tube de verre vertical un gel granulé 

en suspension dans un solvant, on obtient en effet deux phases : l'une in- 

férieure aux grains, l'autre extérieure ou interstitielle. Le volume total 

(Vt) de la colonne de gel se compose donc de trois parties : 

- le volume interstitiel Vo 
- le volume intérieur des grains Vi 
- le volume de la matrice de gel Vm 

. Vo se détermine en chromatographiant tout simplement une substance 
à poids moléculaire élevé qui ne risque pas de pénétrer dans les 

grains. Le volume de solvant qui sort de la colonne entre le départ 

et 1' apparition de cette substance dans l'éluant correspond exac- 

tement à la quantité de liquide qui se trouve entre les grains. On 

emploie pour cela un polysaccharide coloré à haut poids moléculaire : 

1.e dextrane bleu 2 000 (poids moléculaire : 2 000 000) ; 

. Vi dépend de la porosité du gel et peut être calculé si on connaît 
la capacité d'absorption pour l'eau (VI<) et le poids sec (a) du gel 

utilisé 

V i = a . W  

. pour le calcul exact du volume Vm de la matrice, on a besoin du 
volume spécifique partiel du polymère qui constitue le gel. 

Pour définir la caractéristique d'une molécule chromatographique, on 

utilise généralement le paramètre Ve (volume d'élution) et la constante Kd. - 
. le volume d'élution Ve, c'est le volume qui correspond à l'éluant 

sorti de la colonne depuis l'application de l'échantillon jusqu'à 

l'apparition de la molécule considérée (ou plus exactement lorsque 

sa concentration atteint le maximum d'absorption sur l'enregistre- 

ment ; 

. lorsqu'une substance est plus ou moins retenue dans le gel ou 
qu'elle ne peut pas diffuser librement, il faut faire intervenir 

la valeur Kd et son volume d'élution est donné par la formule : 



d'où 

Pour un gel donné, cette constante Kd définie par WHEATON et BAUMANN 

(1953) ,  est indépendante de la géométrie de la colonne et du tassement 

du gel. Seul l'encombrement moléculaire de la substance étudiée fixe 

sa vraie valeur. 

D'autres facteurs peuvent intervenir au niveau des gels et modifier le 

cheminement normal des molécules. Ce sont principalement les forces de COULOMB 

qui agissent entre les ions et les zones chargées électriquement du gel : 

- les forces de VANDERWAALS, entre les molécules dissoutes et le 
gel ; 

- l'adsorption, au niveau de la charpente macromoléculaire cons- 
tituant le gel. 

Ces facteurs conduisent à une rétention supplémentaire des molécules 

sur le gel. 

II. RESULTATS OBTENUS SUR SEPHADEX 

Au cours d'essais préliminaires, nous avons testé plusieurs types de 

gels Sephadex : 

- le Sephadex G 25, qui est normalement destiné à séparer les 

molécules dont le poids moléculaire est inférieur à 5 000 ; 

- le G 50, qui permet de séparer les poids moléculaires compris 
entre 500 et 10 000 ; 

- le G 100, qui sépare les poids moléculaires compris entre 
1 000 et 100 000. 

Tous ces gels ont une structure identique : un réseau polysaccharidi- 

que qui peut être représenté de la façon suivante : 



CH, 
I 

HC-OH 
I 
FH2 
OH 

Ces résultats nous ont montré que le Sephadex G 25 donnait les 

meilleurs fractionnements, ou tout au moins que les autres gels n'amélio- 

raient jamais le résultat donné par ce type de dextrane. Compte tenu de 

la grande facilité d'utilisation qu'offre ce Sephadex G 25 (en particulier 

en ce qui concerne les élutions de colonne), c'est uniquement celui qui a 

été utilisé par la suite. Soulignons que ces résultats sont à priori sur- 

prenants, car les poids moléculaires attribués aux molécules humiques sont 

généralement très élevés. 

t Nous avons aussi tenté de séparer les substances humiques non plus 

; seulement en fonction de la grosseur de leurs molécules, mais aussi en ----.- 

.: fonction des charges ioniques qu'elles peuvent contenir. Pour cela, nous 
avons employé le CM SEPHADEX, un échangeur d'ions cationiques portant des 

groupes carboxyméthyles et le DEAE SEPHADEX, échangeur d'ions anioniques 

portant des groupes diethy-aminoethyles. Cependant, quelle que soit la mo- 

larité du tampon utilisé ou son ph, nous n'avons jamais pu réussir à l'ai- 

de de ces supports un fractionnement des substances humiques (soit que 

toutes les molécules se trouvent retenues irréversiblement par le gel, 

soit qu'elles ne présentent aucune affinité avec le gel). 



Nous avons expérimenté toutes nos fractions d'acides humiques (AH 1' AH2, 
AH3) et d'acides fulviques (A?? 

1 ' AF2, AF ) en utilisant généralement des colon- 3 
nes de gels Sephadex G25 Meduun de 2 , s  x 40 m. Le volume d'extrait posé sur ces 

colonnes est la plupart du temps voisin de 1 ml et correspond à une teneur de 

4 mg de carbone organique. 

Rappelons que l'eau distillée amenée à ph8 est, sauf indication contraire, "'."..**-*--".-- - * %  .." %- ..>" . - ? - S .  * A ....* 
utilisée comme éluant. 

1. RESULTATS OBTENUS AVEC LES ACIDES HUMIQUES ELUES AVEC DE L'EAU DISTILLEE.  

Le fractionnement de ces acides humiques qui, après précipitation 

à phi, ont été centrifugeet repris avec de la soude diluée N/10, conduit à la 

formation de deux catégories principales de molécules représentées par deux 

pics d'abmrption sur l'enregistrement graphique de l'élution. Nous appelerons 

m 0 & ~ u h  1 celles qui sont éluées en premier et qui sont en principe les plus 
grosses (Pic 1 sur les figures qui vont suivre) et m o , t é d e h  II, celles qui 
apparaissent ensuite (Pic 11) . 

En ce qui concerne les acides humiques de la fraction AH (extrait avec le 
1 

pyrophosphate neutre), toutes les terres ont donné un profil d'élution à peu près 

identique, c'est-à-dire la séparation en ces deux catégories principales de molécules 

avec en plus une troisième fraction beaucoup moins importante. Celle-ci est éluéc 

de la colonne à la suite du pic II, mais sans qu'il y ait de séparations nettes 

entre les deux types de molécules, de sorte que les molécules du p i c  111 présen- 

tent plutôt sur les graphiques un épaulement sur le pic II. L e h  ~ i g c r t l ~ . h  7 2 c?X 7 3 

représentent à titre d'exemples les profils d'élution obtenus avec les 

AH de la terre .tN et de la terre tP. 1 

Si une petite quantité de dextrane bleu est déposée sur la colonne de Se- 

phadex G 25 utilisée pour ces fractionnements, on obtient un pic d'absorption sur 

les enregistrements qui correspond à & Q~actXun 13 .  Nous savons que cet indica- 

teur à poids moléculaire très élevé permet de déterminer l e  V et indique les O 
fonctions dans lesquelles on trouvera les molécules exclues du gel. Or, nous cons- 

tatons que les molécules du pic 1 apparaissent toujours à partir de cette frac- 

tion 13. Elles correspondent donc à des substances qui n'ont pas pénétré dans le 

gel. 



fractions 
Fig. 12. Filtration sur gel Sephadex 025 de la fraction humique AH (terre 1 de Neuville-en-Ferrain) ; éluant : eau distillée ph8 ; colonne 2,5 x 40 cm. 
L e s  pointillés indiquent le profil d'élution obtenu séparément avec Le dex- 
.tkane bleu 2000 ; T % veut dire ici comme dans les autres figures : pouircen- 
h g e  de Rhavuminsion. 

fractions 

Fig. 13. Profil dlélution des acides humiques de la fraction AH (terre de 
Phalempin sur colonne de Sephadex 625 ( 2  ;5 X 40 cm) éluéeavec l'eau ph8. 



En ce qui concerne le pic II, son maximum d'absorption est obtenu avec la 

fraction 30. Les molécules qui le représentent sont visiblement tr6s nettement 

distinctes de celles qui sont exclues. Nous pouvons calculer son Kd : - 

- son volume d'élution Ve = 30 x 5 = 150 ml 

- le volume intersticiel Vo = 13 x 5 = 65 ml 

v -v 
e O 150-65 85 ce qui nous donne K = - = = -  

d V V V , V étant constant pour un même type 
i 

de gel puisqua il caractérfse le vofume inidrieur des grains). 

Pour les molécules du pic III, le volume d'élution est plus difficile a 
déterminer. Il est approximativement égal à 165 ml. D'oii un Kd de - loo . ~ o u s  avons 

'i essayé de séparer plus nettement les molécules de type II et III en utilisant une 

colonne plus haute (2,5 x 75 cm). Ce procédé nous a effectivement permis d'iden- 

tifier plus nettement les molécules de type III, puisqu'elles donnent alors un vé- 

ritable pic sur les enregistrements. LU &LLILU 14 ef 15 relatives au fractionne- 
ment de AH provenant de tP et de tL1, illustrent bien ce résultat. Notons par ail- 

1 
leurs que l'utilisation de ces grandes colonnes aide parfois à déceler l'hétérogé- 

néité des mol6cules constituant le pic 1, ce que l'on peut vérifier dans la figure 

15 puisque le pic 1 n'est plus symétrique, mais présente un &aulement indiquant 

la présence de deux types de molécules. 

Les Acides humiques extraits par le pyrophosphate non neutralisé ne se sépa- 

rent géneralement qu'en deux fractions mol6culaires 1 et II, les molécules de type 

III ne représentant jamais de profil d'élution bien net (b ig .  16)  sur les petites 

colonnes ni même sur les grandes colonnes. Les mol6cules 1 sont toujours exclues 
85 

du gel et les molécules II ont un Kà identique au cas précédent c-à-d - . 
Vi 

Les profils d'élution donnes par les acides humiques extraits par la soude 

sont beaucoup moins intéressants et pr6sentent constamment un pic très important 

de molécules exclues. Celui-ci est suivi d'un second pic moins prononcé que celui 
80 des fractions AH1 et AEi2 (M. 1 7 )  e t  d m  Kd 14gèrement inferieur (voisin de -) . 
"i 



fractions 
1 .+'in. 14. k'ractionnenient des  s c i d e s  humiques AH ( te r re .  de Pli,lempiii) s u r  cr>l«r i i ie  

de Sephadex G25 ( 2,5 x 75 cm) ; é l u a n t  : eau  p48. 

fractions 
?ig. 15. Fractionnement des  a c i d e s  humiques AH ( t e r r e  de L i l l e )  s u r  colonr!e 
de Sephadex G25 (2 ,5  x 75 cm) ; é l u a n t  : eau  ph 8. 





fractions 
F i g .  17. P r o f i l  d ' é l u t i o n  des  ac ides  humiques e x t r a i t s  par  l a  soude - colonne 
de Sephadex G25 (2,5 x 40 cm) - terre de Phalempin - éluant : eau ph8. 

2. RESULTATS OBTENUS AVEC LES ACIDES FULVIQUES ELUES AVEC L 'EAU.  

Rappelons que ces  ac ides  fu lv iques  son t  toujours  d i a l y s é s  lavant l e s  analyses  

s u r  Sephadex a f i n  d 'él iminer les sels ou l a  soude q u i  o n t  permis l e u r  ex t rac t ion .  

Les f r a c r i o n s f u l v i q u e s  s e  séparent  en donnant deux types de  substances 

1 et II dont  les volumes d ' é l u t i o n  s o n t  ident iques  aux substances 1 e t  2 des  

ac ides  humiques. 

L'importance r e l a t i v e  du Pic II d é c r o î t  cependant en fonct ion  du type  d 'ex-  

t r a c t i o n .  I l  est  assez  important lorsque  l ' e x t r a c t i o n  a été e f fec tuée  au pyrophos- 

phate neu t re  (big. I d ) ,  moins prononcé lorsque  l ' e x t r a i t  provient  du pyrophosphate 

seu l ,  e t  à peine  apparent dans les e x t r a i t s  sodiques. 



fractions 

Fig. 18. Fractionnement des acides fulviques extraits par le pyrophosphate 
neutre sur colonne de Sephades G25 (2 ,5  x 40 cm) - terre de Phalempin - 
gluant : eau ph8. 

3. DISCUSSION DE CES RESULTATS OBTENUS. 

Ce fractionnement des substances humiques en deux catégories principales de 

molécules sur colonnes de gels Bluées avec de l'eau, a été signalé plusieurs fois 

à propos de l'utilisation dusephadex 625 ou dusephadex G50. 

LADD en 1969 a notamment mis en évidence, a partir de six échantillons d'aci- 
des humiques dont il ne donne pas l'origine exacte, la séparation sur Sephadex G25, 

G50 ou GlOO de deux fractions majeures colorées en brun et une troisième fraction, 

mineure, jaunâtre. Il est cependant difficile de comparer nos résultats avec ceux-ci, 

étant donné qu'aucuri profil d'élution n'a été présenté. 

JACQUIN et coll. (1971) obtiennent deux pics quand les échantillons sont pas- 

sés sur colonne de Sephadex G25 ou GSO. Mais ces deux pics ne sont bien individua- 

lisés qu'avec le type G50.  Les échantillons employés sont des acides humiques ex- 

traits, soit d'un horizon B d'un podzol humo-ferrugineux prélevé dans les Vosges, 

soit d'un chernozem prélevé en URSS. 



Ils ont noté en outre, que l'extraction avec le pyrophosphate conduit à l'ob- 

tention d'un dewieme pic plus important que lorsque l'extraction est effectuée par 

la soude, résultat que nos expériences confirment. Ces auteurs interprètent ce fait 

en suggérant que les extraits sodiques contiennent des composés à poids moléculaires 

varié% où les produits intermédiaires occupent une place importante contrairement 

aux extraits obtenus avec le pyrophosphate. Ceux-ci seraient caractérisés par des 

composés à poids moléculaires soit élevés, soit faibles (absence de produits inter- 

médiaires) . 

TAN et GIDDENS (1972) ont étudié les fractionnements d'extraits humiques et 

fulviques obtenus avec la soude a partir de divers échantillons de sols et de com- 
posés organiques. Ils obtiennent sur Sephadex G50, avec les acides humiques une sé- 

paration très nette en deux catégories de molécules d'importance parfois à peu près 

équivalente. 

WERSHAW et coll. (1973) ont analysé également des extraits sodiques d'acides 

humiques principalement de sols sableux dlAMERIQUE du NORD (Floride, WASHINGTON). 

Suivant la nature du sol, ils obtiennent sur Sephadex G25 des profils d'élution 

qui mettent en évidence la présence de deux familles moléculaires dominantes Gluées 

toujours dans les memes fractions. 

SERVE (1975) a étudié les acides humiques de quelques sols siliceux de haute 

montagne (Pyrénées orientales). Ils ont été extraits avec la soude. Sur le Sephadex 

G25, il n'obtient généralement pas de fractions moléculaires, mais avec le Sephadex 

G50,iI.y aséparation nette des molécules en deux catégories principales et une ca- 

tégorie mineure présente seulement pour certains échantillons. 

D'apres les fractionnements obtenus par cet auteur sur d'autres types de gels 

ainsi que sur l'importance relative des pics sépares sur Sephadex G25, il conclue 

que les acides humiques sont assez différents du point de vue de leurs molécules 

suivant leur origine en particulier en ce qui concerne leur propre degré de poly- 

mérisation. 

C'est un résultat qui diffère assez des ndtres étant donné que rious n'obte- 

nons pas de fractionnements distincts suivant le sol utilisé. Mais il faut préciser 

que n o u  n'avonb employé que t e  Sephadex G25 et que nom avonb m.k-tolLt potLté no&e 
a t t e n t i o n  buk %a cornphi2 e W  pak t e  pymphoaphaAe. Cette reproductibilité 
des résultats donnés par les extraits chromatographiés sur gel indépendamment de 



l'origine des échantillons expérimentés que &us avons obtenu, a été souligné 

également, nous venons de le voir, par WERSHAW. Elle a aussi été remarquée par 

BAILLY (1967) qui a utilisé des acides humiques extraits des horizons supérieurs 

de trois sols de nature différente de la région du RHARB (MAROC). Mais contraire- 

ment à WFSSHAW et à nous, BAILLY obtient toujours cinq pics après fractionnement 

sur colonnes de Sephadex G25. 

Pour la plupart des fractionnements que nous venons de signaler, fractionne- 

ments qui sont obtenus avec un entrasnement des molécules en phase aqueuse en em- 

ployant de l'eau distillée comme éluant, les auteurs considèrent la séparation des 

molécules humiques en faisant intervenir leurs poids moléculaires, ou tout au moins 

leurs encombrements moléculaires. C'est d'ailleurs sur cette base que sont utilisés 

les différents Sephadex pour séparer les molécules organiques telles que les pro- 

téines, les acides nucléiques et les polyssacharides. 

JACQüIN et coll. (1971) ont utilisé d'ailleurs ce type de fractionnement pour esti- 

mer le poids moléculaire des acides humiques étudiés : 17.000 à 20.000 pour ceux 

d'un podzol, de l'ordre de 100.000 pour ceux d'un chemozem. BAILLY (1967) de la 

meme façon, propose des poids moléculaires pour trois des cinq fractions d'acides 

humiques analysés : respectivement 5 a 10.000, 15 à 20.000, 150 à 200.000. 

Cependant, lorsque des poids moléculaires sont déterminés pour des protéines 

par exemple, l'éluant employé est genéralement une solution tampon telle que l'a- -- 
cétatedeNaclàph6.Nous - avons donc essayé d'analyser le fractionnement de nos ex- 

traits sur la meme colonne de Sephadex G25, mais en utilisant comme éluant non plus 

l'eau distillée à ph8 mais une b o ~ o n  &unpan. 

RESULTATS OBTENUS AVEC UN TAMPON COMME ELUANT. 

De nombreuses solutions tampon peuvent etre employées pour les Sephadex, mais 

pour notre part, nous devons utilise une solution donnant un ph alcalin de façon à 

assurer une dhpelUion & M e  des aubo;tanca humiques. Rappelons que l'emploi de 

ces éluants permet d'éliminer les éventuelles intéractions électrostatiques qui 

pourraient s'établir entre les molécules chromatographiées et les gels de dextrane. 

LINDQüIST (1967) , SWIFT et POSNER (1971) , CAMERON et coll (1972) , ISHIWATARI (1973) 
ont mentionné ou utilisé des diverses solutions tampon pour séparer les subst-.ances 

humiques : 

- le tampon Borate ph 9'1 
- le tampon tris ph 9 
- le tampon tris-carbonate-bicarbonate à ph 9,2 ou carbonate-bicarbonate 

ph 9,8 seul 



- le tampon NH /NH cl ph 9 
3 4 

En ce qui nous concerne, nous avons employé le tampon tris-Hcl ph 9 (414 ml M tris 

= 2 amino-2(hydroxymethyl-propane 1,3-diol) + X) ml M Hcl par litre). 

Les résultats donnés par les acides humiques AH sont représentés sur & 6ig.  79 et 
1 

se rapportent à la terre de Neuville-en-Ferrain (tN). 

7 i g .  19. Profil d'élution des  acides humiques de la fraction AI1 (terre d e  
Neuvil le-en-Ferrain ) sur coloiine de Sephadex G25 (2,5 x 40 cm) f 6 l ii.int : 
tampon tris-Hcl à ph9. 

Nous constatons donc que le profil d'6lution est tout à fait différent de 

celui qui était donné avec l'eau comme éluant (fig. 121, c-à-d pratiquement qu'un 

seul pic d'élution qui correspond à des molécules exclues avec un léger épaulement 

au niveau de la 6traction 23. 

Compte tenu du poids moléculaire élevé des acides humiques, ce résultat est. confor- 

me puisque le type de Sephadex est un G25. Les molécules éluées dans la fraction 

23 pourraient représenter une famille d ' acides humiques possédarit uii poids i1101é- 

culaire voisin de quelques milliers (mais inférieur à 5000). 

SWIFT et POSNER (1971) ont également remarqué une telle disparité pour les 
1 

acides humiques extraits au pyrophosphate ou à la soude et passer sur colonne de 

Sephadex G50 ou GlOO. Ils notent d'ailleurs peu de différences lorsque l'éluant 

utilisé est un tampon borate (0,025 M de tetraborate de sodium ph 9,s) ou un tampon 



tris-Hcl ph 9. Par contre, ils notent que les molécules exclues du Sephadex GlOo 

sont plus importantes lorsque les acides humiques élués sont extraits au pyrophos- 

phate que s'ils proviennent d'une extraction à la soude. L'éluant employé est une 

solution de chlorure de sodium 0,05 M, sous ces conditions, les acides humiques 

sont largement ionisés mais le sel devrait supprimer les intéractions de charge. 

Cependant, les auteurs interprètent leurs résultats en faisant intervenir des 

phénomènes d'absorption qui n'auraient pu Atre éliminés par la suppression des 

seuls effets de charges électrostatiques. Cette distinction entre acides humiques 

extraits au pyrophosphate et acides humiques provenant de la soude n'étant donc 

pas uniquement basée sur leurs poids moléculaires,ils ne contredisent pas les ré- 

sultats signalés précédemment par JACQUIN et coll. (1971). 

Ce fractionnement différent des acides humiques sur gel de dextrane suivant 

que l'élution est effectuée avec de l'eau distillée ou avec une solution tampon, 

soulève le problème des forces qui ont conduit à une rétention de certaines molé- 

cules humiques sur la trame du gel en présence d'eau. Nous analyserons plus loin 

ce problème en même temps que celui qui est posé lorsque les échantillons déposés 

sur colonne sont ?cidifiés (chapitre IV). 

Nous devons cependant souligner dès maintenant que t e  poids m ~ ~ é ~ u e a i / r e  deA bubb- 

Xuncu hwniquu ne p w t  jamais t u i  4 a . d  iYLfimv& POUIL e x m u m  ttobten,tLon 
d a  did6&enXe6 ~amieees mot&cuR&e6 en fractionnant des extraits humiques sur 

Sephadex élué avec l'eau. Par conséquent, il ne faudra pas attacher une trop grande 

importance à la valeur des poids moléculaires indiqués par les auteurs qui ont uti- 

lisé ce mode de chromatographie (sauf lorsque ces valeurs sont relatives à des 

molécules exclues des gels, mais dans ce cas, elles ne peuvent etre qu'approximati- 

ves) . 

Nous avons employé ce gel car il est destiné surtout à la séparation de mo- 

lécules à très haut poids moléculaire. c'est un complexe préparé à partir de l'a- 

garose c'est-à-dire un polysaccharide composé d'unités alternées de D-galactase 

et de 3 , 6  anhydre-L-galactase qui se présente sous forme de microperles de 50 à 

200 pm de diamètre La formation de cet état étant attribué à l'apparition dv liai- 

sons hydrogène entre les molécules. 

Le type de Sepharose que nous avons choisi est plus exactement un produit qui pré- 

sente en plus, des liaisons covalentes entre les chafnes d'agarose : l e  Sephmode 



CL, 28. Cette modification chimique du gel permet de meilleures performances tech- 
niques, car il est plus résistant en présence de ph acide, de température élevée, 

de solvants organiques etc... . De plus, il est souvent conseillé lorsque les subs- 
tances à analyser risquent de former des aggrégats en solution. 

Les colonnes utilisées pour chromatographier sur ce genre de gel sont identiques 

aux précédentes (2,5 x 40 et 2,5 x 75 cm) et l'élution a été effectuée uniquement 

avec l'eau distillée à ph 8. 

Les résultats obtenus ne sont cependant pas très intéressants car les fractions 

humiques ou fulviques ne donnent jamais de fractionnements très nets. Dans 

Sig. 20 21 sont représentés les profils d'élution obtenus avec les fractions 

AH et AH2, qui donnent les meilleurs résultats, puisqu 'il y a quand m ê m e  une 
1 

séparation en deux familles moléculaires. 

fractions 

k'<g. 20. Profil d'élution obtenu avec la fraction AH (terre de Phalempin) sur 
colonne de Sepha~de  ( 2 , 5  X 40 cm) : gluant : eau ph&. 



fractions 

g .  21. Pmfil d'élution obtenu avec la fraction AH2 (terre de Phalempin) 
sur colonne de Sepharose (2 ,5  x 40 cm) ; Gluant : eau ph8. 

Ces résultats étant donné par des petites colonnes, nous avons essayé de 

fractionner les meme acides humiques sur la grande colonne mais nous n'avons ja- 

mais obtenu de séparation meilleure c-h-d deux pics distincts. 

Compte tenu de la gamme de poids moléculaire que permet de séparer ce type de gel 

nous n'obtenons pas de molécules humiques exclues comme dans le cas du Sephadex 

G25. Ce qui est conforme à ce que nous pouvions attendre. 

Ces résultats que nous a donné le Sepharose s'avsrant peu exploitable dans le 

cadre de notre travail, nous l'avons assez rapidement abandonné. D'ailleurs, la - 

bibliographie mentionne très peu l'utilisation de ce gel : SWIFT et POSNER (1971) 

l'ont employé, mais n'ont présenté aucun profil d'élution. CAMERON et coll. (ar- 

ticle du Journal of Soi1 Science) quant à eux, ont présenté un profil d'élution 

qui met en évidence aussi deux familles moléculaires h partir d'un échantillon 

d'acides humiques. Mais comme le gel qu'ils ont employé est un peu different des 



n6tres. (Sepharose 6B destiné à des poids moléculaires un peu plus faibles) ,  l a  

première catégorie de molécules e s t  exclue. 

Ce gel e s t  encore un polymère modifie : il es t  préparé en créant des l i a i -  

sons covalentes entre l e s  radicaux al lyles e t  l e  N,N1-methylène bisocrylaniide. 

Sa structure hypothétique peut e t re  représentéede l a  façon suivante : 

Il permet l a  séparation des molécules globulaires inférieures à 250.000 pauh t e  
Sephachyt S200 e t  inférieures à 1.500.000 p a w ~  t e  Sephactryt S30U e t  présente 1 'a- 

vantage de ne pas provoquer de tassement dans l es  colonnes grâce à sa structure 

rigide. 

La plupart de nos essais ont été réalisés avec l e  Sephacryl S300. En ut i l i sant  

l'eau d i s t i l l ée  a ph8 comme éluant e t  des colonnes de 2 ,5  x 40 cm, nous obtenons 



des r é s u l t a t s  qu i  s e  rapprochentde ceux donnés par  l e  Sephadex G 2 5  c-à-d une 

séparation assez ne t t e  en deux familles moléculaires. Cependant l e s  pics  d'enre- 

gistrement présentent assez souvent des épaulements, ce  qui  prouve un f ract ion-  

nement peut-étre plus poussé. 

Dans &?A bigmes 22, 23 c3.t 24 sont représentés l e s  p r o f i l s  d'  é lu t ion  correspondant 

a  AH^,  AH^ e t  ml.  

fractions 

F i g .  22. Profil d'é lut ion obtenu avec l e s  acides  humiques e x t r a i t s  par  l e  
pyrophosphate neutre ( t e r r e  de Neuville-en-Ferrain ) sur  colonne de Sepha- 

l U ~ y l  S300 (2,5 X 40 cm) ; gluant : eau ph 8 ; concentration "@evéeW. 



Fig. 23. P r o f i l  d ' é l u t i o n  obtenu avec l es  a c i d e s  humiques e x t r , l i t s  par. l e  
pyrophosphate non n e u t r a l i s é  ( t e r re  de Phalempin) s u r  colonne de Sephacryl 
S300 (2,5 x 40 cm) é l u a n t  : eau ph8 ; concen t r a t i on  llétevéelf. 

F i g .  24. P r o f i l  d ' é l u t i o n  obtenu avec les  a c i d e s  fu lv iques  e x t r a i t s  p a r  l e  
pyrophosphate n e u t r e  ( t e r r e  de Neuvi l le-en-Ferrain)  s u r  colonne de Sephacry l  
S300 ; é l u a n t  : eau  ph8 ; concen t r a t i on  "élevéew. 



Nous pouvons maintenant noter une distinction qui apparait avec ce Sephacryl 

entre les pics 1 des fractions AH et AH2. En effet, le pic 1 de AH se rapporte 
1 2 

il des molécules qui sont pratiquement toutes exclues, alors que ce n'est pas le 

cas pour AH Ce résultat confirme par conséquent que les molécules humiques ex- 
1 ' 

traites par le pyrophosphate neutre ont une conformation moléculaire différente 

que celles qui proviennent de l'extration à ph alcalin. 

Ces profils d'élution présentés dans les figures correspondent aux valeurs habi- 

tuelles notées précédemment a propos du Sephadex (Iml-teneur approximativement 
égale à 4 mg de carbone organique). Cependant, lorsque la quantité d'extrait chro- 

matographié est beaucoup plus faible, on note un retard très important dans l'ap- 

parition des premières molécules éluées de la colonne. Ce phénomè-ne est illustré 

par le diagramme de la &gme 25. 

Fig. 25. Fractionnement des acides humiques extraits par le pyrophosphate neutre (terre 
de Neuville-en-Ferrain) sur colonne de Sephacryl S300 (2,s x 40 cm) éluant : eau ph8 ; 
concentrat ion "&.xib&tll. 
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Celle-ci représente le profil d'élution du méme échantillon AH de la figure 22 
1 

mais à une concentration plus faible équivalente approximativement à la moitié 

de la concentration habituelle (dans les figures nous avons mentionné ces concen- 

trations en prenant la concentration "é..&L~ée" pour la concentration habituelle 
et concentration ",$zLb&en, lorsque la quantité analysée est réduite de moitié). 

Dans ce cas, les premières mol6cules d'acides humiques n'apparaissent que vers 

la 3Ûierne ~ n a c t i o n ,  mais le profil d'élution fait toujours apparaître deux famil- 

les moléculaires majeures. 

Ces résultats signifiant l'intervention de ph4nomènes très importants 

d1a6~okpR;ian d e  m o t é d a  sur la trame du Sephacryl, nous avons comparé, particu- 

lièrement avec la fraction d'acides humiques AH le profil d'élution donné par 
1 ' 

l e  &anpan itrUb-H& à ph 9 au lieu de l'eau distillée. Ce profil est indiqué dans 

&l d k g ~ ~ e  26 qu'il faut comparer avec la figure 22 qui correspond au même échan- 

tillon et à la même concentration. Nous constatons que lorsque les forces d'absorp- 

tion sont éliminées et que le fractionnement ne met plus en jeu que le poids molé- 

culaire des substances, nous n'aboutissons plus qu'à un seul pic important. (Ce 

dernier présente le maximum de concentration moléculaire dans lu dkact ion 28) 

Un pic secondaire peut être noté ; il correspond à des molécules exclues du 

gel ; &utaXon 12 & 73. Celles-ci auraient donc un poids moléculaire voisin 

de 1.500.000. Ce qui est assez surprenant. 

Nous nous sommes servis du second type de Sephacryl 200 en employant les 

mêmes colonnes et le même tampon tris pour étudier le comportement de cette frac- 

tion AH de la terre de NEWILLE. Le profil d'élution obtenu qui est représenté 
1 

dans lk 6ig~lne 27 est assez semblable aux précédents : il présente un pic avec une 
absorption maximum dans &u%ction6 2 7 ,  26  et des molécules exclues dans la frac- 

tion 13, mais celles-ci sont moins nettement séparées que sur la colonne de Sepha- 

cryl S300. Ce schéma peut étre interprété en faisant intervenir la présence de 

grosses molécules dans les fractions 14, 15, 16 dont l'élution a été avancée par 

rapport au Sephacryl 300. Ce qui est normal étant donné la gamme de séparation 

moléculaire caractéristique de ce type de gel. Pourtant, la quantité de molécules 

exclues avec ce Sephacryl 200 n'est pas plus important qu'avec le Sephacryl 300. 

Ceci ne nous permet toujours pas de particulariser les molécules apparemment exclues 

du Sephacryl 300. 

Comme ces Sephacryl sont commercialis6s depuis relativement peu de temps, nous ne 

pouvons pas comparer nos résultats avec ceux donnés par la bibliographie dans la- 

quelle nous n'avons trouvé à l'heure actuelle aucun enregistrement. 



Fig .  26. Profil d'élution obtenu avec les acides humiques extraits par le 
pyrophosphate neutre (terre de Neuville-en-Ferrain) sur colonne de Sepha- 
cryl 5300 (2,s x 40 cm) : éluant : tampon tris-Hcl ph9. Les pointillés 
indiquent le profil obtenu séparément avec le dextrane bleu 200. 

F i g .  27. Profil d'élution obtenu avec les acides humiques extraits par le 
pyrophosphate neutre (terre de Neuville-en-Ferrain) sur colonne de Sepha- 

S200 (2,5 x 40 cm) éluant : tampon tris-Hcl ph9). 



ETUDE PARTICULIERE 
DU 

FRACTIONNEMENT DES ACIDES HUMIQUES ACIDIFIES 



Tous les fractionnements que nous venons de décrire ont été obtenus avec 

des échantillons d'acides humiques ou d'acides solubilisés à ph alcalin. Nous avons 

cependant remarqué, que lorsque les acides humiques étaient simplement repris avec 

de l'eauaprès leur séparation en centrifugation, les profils d'élution obtenus sur 

Sephadex G25 n'étaient plus identiques ni parfaitement reproductibles. 

En essayant de déterminer Les anomalies causant ce phénomène, nous nous çoin- 

mes rendus compte que le ph  de^ Cchantieeom déposés sur les colonnes pouvait, 
lorsqu' il était trop acide, rnodidhm 2 7 ~ 2 ~  .&&grnent l 'd lutrc  du ~ h a c ~ o i z n e r n e ~ n ~  

d u  auba&nca h d q u e ~ .  

A la suite de cette observation, nous avons procédé à une étude systématique 

de l'influence du ph des extraits sur leur fractionnement moléculaire. 

1" RESULTATS EXPERIMENTAUX 

Ces expériences ont été effectuées essentiellement à partir des substances 

humiques du sol de Neuville-en-Ferrain (tN) et de Phalempin (tP). Les conditions 

d'extraction d'acides humiques et fulviques sont toujours les mêmes ainsi que les 

conditions chromatographiques. Mais cette fois, avant de passer les extraits sur 

la colonne de Sephadex G25 (2'5 x 401, n o u  i!eA a v o m  amené à un ph donné c a m w  

entrre 1 , 1  et la n-8. 
Tant que le ph de ces extraits est b u p é i U ~  Ù 2, leur séparation sur Sephadex G25 

élué avec l'eau distillée à ph 8, conduit toujours la séparation classique en 

deux catégories principales de molécules dont les unes sont exclues du gel (Pic Il, 

alors que l'élution des secondes est retardée (Pic II). 

Dès que Le ph e 6 t  inhékieuh Ù 2 ,  nous constatons qu'une fraction de molécules pré- 

cédemment exclues (Pic 1) manifeste une certaine retention se traduisant par l'ap- 

parition du nouveau pic sur les enregistrements. L'élution de ces substances Pic 1 ' 
est d'autant plus retard6 que le ph est bas, mais le ph qui permet de les caracté- 

riser le mieux est compris dans nos conditions expérimentales entre 1,4 e.X 1 ,5 .  

La d i g u e  28 illustre l'influence du ph dans l'allure du fractionnement des acides 

humiques provenant de AH de la terre de Neuville. C'est en effet avec ces acides 
1 

humiques extraits au pyrophosphate neutre que le résultat est le plus net, c-à-d 

que la séparation des molécules formant le pic 1' est la plus marquée car elles 

représentent une catégorie relativement plus importante. 

Ce fractionnement particulier des molécules constitutives à l'acidification a ce- 

pendant été noté avec les autres extraits AH et AH et non seulement avec la terre 
1 2 

de Neuville, mais aussi avec les autres échantillons de terre. Par contre les frac- 

tions fulviques n'ont pas manifesté cette particularité ou tout au moins elles 



Fig. 28. Fractionnement des acides humiques sur colonnes de 
Sephadex G25 gluée avec de l'eau à ph8. Avant la chromatographie, 
le ph des échantillons egt ajusté à 3,O (a) ; 1,7 (b) ou l , 4  ( c l  ; 
fraction AH - terre de Neuville-en-Ferrain tN 
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donnaient un résultat peu Significatif. 

Nous avons essayé d'utiliser le Sephacryl pour fractionner AH mais à ph 
1' 

acide, les phénomènes de retention avec ce gel sont tels qu'il affectent toutes 

les molécules de sorte qu'avec l'eau distillée à ph8 l'élution devient pratique- 

ment impossible. En effet, les molécules après un certain temps, ne migrent pra- 

tiquement plus sur la colonne, et nous sommes obligés de les "décrocher" en em- 

ployant comme éluant de la soude N/10. 

2" DISCUSSION 

Un profil d'élution différent obtenu avec les acides humiques dont le ph 

s'écarte beaucoup de la neutralite 8 déjà été noté en 1972 par TAN et GIDDENS 

et par SOCHTIG, mais contrairement à nous lorsque le ph des extraits était très 

basique. 

TAN et GIDDENS qui aboutissaient avec des acides humiques extraits avec la 

soude, à une séparation sur Sepliadex G50 Glué avec l'eau distillGe en deux fractions 

lorsqu'ils sont ajustés à un ph de 7, constatent pour un ph de 11 l'apparition 

d'une 3e fraction dont l'ordre d'élution est intermédiaire entre les deux précé- 

dentes. 

S&HTIG, qui a présenté ses resultats au cours du congrès international sur 

l'étude des substances humiques qui s'est déroulé à NIEWERSLUIS, a observé ce phé- 

nomène à partir d'un ph de 1 0  en utilisant du Sephadex G25 élué avec l'eau et un 

extrait de substances humiques brutes obtenu avec le traitement par la soude à 

partir d'un sol de podzol. Dans ce cas, l'alcalinisation permet même le fraction- 

nement de &oh d é g o h i e h  motéc~&a, alors que les extraits neutres n'en don- 

naient qu 'une seule. 

Nous avons nous même essayé de voir si avec nos extraits AH mené4 Ù ph I I  1 
nous obtenions un phénomène analogue, mais cette expérience effectuée à deux re- 

prises n' a apporté aucun changement dam tu p/ro&ih d' élulion par rapport à ce 

que donnait un ph neutre. 

Indépendamment des ph des échantillons, h con~enkhdon d a  eX&uktA appk!i- 

q ~ é b  sur la colonne peut également faire apparaftre de nouveaux pics lors des 

élutions. S&HTIG le signale en utilisant toujours le Sephadex G25 : avec une très 

faible concentration d'extraits humiques il n'obtient que deux pics, alors qu'une 

concentration élevée met en évidence l'individualisation d'une 3e fraction molécu- 

laire qui est issue des molécules précédemment exclues du gel. 



SWIFT et POSNER (1971) ont également noté cette influence de la concentration 

à propos du fractionnement sur Sephadex GlOO d'un acide humique extrait par le 

pyrophosphate. Plus la concentration de l'échantillon est élevée moins il y avait 

de molécules exclues. 

En général, les auteurs expliquent difficilement ces phénomènes dus à des 

variations de ph ou à des variations de concentration de substances humiques. Les 

intéractions qui peuvent intervenir entre la matrice du gel et les molécules cir- 

culant dans le gel sont apparemment de deux types (JANSON, 1967) : 

- d'une part des liaisons électrostatiques 
- d'autre part des forces attractives 

La int&a&onh é~ecttro6ta;tiqueb peuvent s'expliquerpar le fait que les 

gels Sephadex et Sephacryl contiennent un petit nombre de groupes carboxyles ter- 

minaux. Des cations pourraient ainsi etre retenus par la matrice polysaccharidi- 

que tout au moins lorsque leur concentration est faible. Cette hypothèse a été 
l avancée par GELOTTE ( 1960) , SWIFT et POSNER ( 1971 ) . 

LeA do&CeA &&%Wvc?A, qui font donc intervenir des molécules non ioniques, 

sont représentées par les +$o/~c~A de WAM7ER WAALS ou d a  ponts hy&ogènu. c'est 

par exemple en faisant intervenir ces liaisons hydrogènes que BROOK et MUNDAY 

(1970) interprètent la retention des phenols, aniline et acide benzoxque sur les 

Sephadex. Ils proposent le type d'intéractions suivant pour les phenols monosubs- 

titués : 

X-CF I 
O-H. . . . . . . . . . . . - . - .O -H 

.a-. O-" O-H 



En ce qui concerne, pour expliquer aussi bien la retention des molécules 

humiques correspondant au pic II lorsque les échantillons sont neutralisés que 

celles des molécules humiques du pic 1' obtenues par acidification, il est diffi- 

cile de faire intervenir des liaisons électrostatiques impliquant les groupes 

carboxyles du Sephadex ou du Sephacryl. En effet, bien que le Sephacryl d'après 

les fabricants, semble contenir une proportion plus élevée de carboxyles et que 

c'est avec lui qu'on obtient les retentions les plus fortes, on ne voit pas très 

bien de quelle façon les molécules humiques pourraient intervenir dans ce type 

de liaison, étant donné que les sites fonctionnels les plus fréquents chez eux 

sont: anioniquen et non pas c&oniques. 

Cette hypothèse pourtant expliquerait très bien le comportement de nos mo- 

lécules 1' : un ph très acide aurait pu provoquer une augmentation de leur affi- 

nité avec le gel a la partie supérieure des colonnes par suite d'un accroissement 
de leurs charges ioniques, d'où leur fixation momentanée sur la matrice. Ensuite 

au fur et à mesure de l'élution avec l'eau distillée, le ph s'alcalinisant progres- 

sivement on aurait un lldéchachagew de ces molécules, celui-ci se produisantd'aitant 

plus tôt que le ph initial de l'échantillon était moins fortement acide (d'où 

une élution de tant plus tardive du pic 1' lorsque le ph est très bas). 

On peut toutefois suggérer beaucoup d'autres hypothèses, par exemple une ma- 

di(icaLLon de & con~o&natlon motécutaihe den aciden humiques de type 7' en ph aci- 

de. Ceci occasionne un degré de polymérisation différent ou une accessibilité dif- 
férent de certaines de leursfonct io~sconduisant  à leur retention sur le gel. 

En outre, nous savons que le ph intervient sur la dispersion des molécules 

humiques et à partir d'un ph de 3,s par exemple, les études viscométriques prou- 

vent que les micelles d'acides humiques conmencent à s'agglutiner (FLAIG et coll. 

1965). 

La formation de tels aggrégats a ph acide a pu occasionner un comportement 
différent de ces molécules lors de leur chromatographie, 

La comparaison au point de vue physico-chimique des molécules humiques 

représentant le pic 1 et I', peut nous donner des indications sur leurs conduites 

chromatographiques distinctes. 

C'est en partie dans ce sens que nous avons essaye d'effectuer quelques analyses. 
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1. PURIFICATION DES ACIDES HUMIQUES (AHI) CORRESPONDANT AUX PICS 1 et 1'. 

Pour comparer les caractéristiques des molécules d'acides humiques qui, à 

ph acide,ont présenté une retention (pic 14) ou pas de retention (pic 1) sur Se- 

phadex G25, il était avant tout nécessaire de LU b o R m  Re p l u  p~&LtmeYFt pob- 
b i b l e .  Aussi dans ce but, nous avons employé une colonne de Sephadex G25 plus hau- 

te que celle qui a servi à nos expériences précédentes. Comme nous le remarquons 

sur la fig. 29 une telle colonne (2,5 x 75 cm) permet une séparation plus parfai- 

te des pics 1 et 14 puisque les fractions qui sont intermédiaires entre les pics 

n'absorbent pratiquement pas en U.V. Lemaximum de concentration de chacune des 

familles moléculaires est situ6 respectivement dans &!A dhaction.4 28, 45, 56 pour 

les pics 1, 1' et II. 

Pour parfaire la purification etdébarrasser les fractions moléculaires 1 

et 1' de toute trace de soude (car l'éluant utilisé pour la chromatographie pré- 

cédente est toujours de l'eau distillée amenée à ph 8 avec de la soude) nous avons 

d'abord essayé de procéder de la façon suivante : 

- les tubes contenant des molécules correspondant au pic 1 et au pic 1' 

sont rassemblés et la solution obtenue est concentrée à l'évaporateur rotatif 

sous-vide. On ajoute alors de l'acide sulfurique de façon à obtenir un ph de 1 pour 

précipiter les acides humiques. Ceux-ci sont récupérés par centrifugation et re- 

chromatographiés sur Sephadex G25 (grande colonne). Nous n'avons pu cependant 

poursuivre nos purifications en utilisant ce procédé car RU acidecl humiyuea 2 '  

ne p é c i p W e v L t  phatiquement pu à ph 1 .  

Nous avons alors modifig nos modalités opératoires : après avoir effectué 

une série de chromatographie sur la colonne G25 en employant AH ph 1,4 (générale- 1 
ment de L'ordre de six afin d'obtenir des concentrations plus élevées d'acides 

humiques) . 
Les éluants correspondant aux pics 1 et 1' sont rassemblés, puis concentrés 

jusqu'à un très faible volume (quelques ml) de façon à pouvoir &tre rechromato- 

graphiés sur G25. Nous avons d'abord essayé d'effectuer cette chromatographie de 

purification (qui correspond aux molécules 1 ou 1' suivant le cas et un ou 2 pics 

mineurs) en utilisant de l'eau distillée seule. Mais celle-ci a parfois provoqué 

la retention importante des molécules de sorte que nous avons été obligé de 

continuer à éluer avec de l'eau distillée à ph 8. 





Après cette chromatographie de purification, les fractions d'acides humi- 

ques sont à nouveau concentréessous-vide, dialyséeçcontre de l'eau distillée en 

chambre froide afin d'éliminer les traces de soude, puis 1yophilisées.A~ cours 

de ces étapes de purification, nous avons constamment remarqué que le ph des so- 

lutions contenant les acides humiques de type 1' était légérement plus faible que 

celles qui renfermaient les molécules de type 1. 

2. DETERMINATION DE LEUR POIDS MOLECULAIRE APPROXIMATIF. 

D'après les résultats des fractionnements chromatographiques obtenus jusqu'à 

maintenant il n'était pas possible de dire si les molécules 1 et 1' avaient un poids 

moléculaire identique ou différent. L'utilisation de la chromatographie sur gel 

permet lorsque l'éluant est convenable d'appdcie4 ceA p o k h  mo~é~i.&&e?l. 

Compte tenu de la valeur des poids moléculaires le plus souvent cit6s dans 

la bibltographie nous avons choisi comme gel t e  Sephamg1 S200, en conservant 

comme éluant le tampon tris-Hcl ph 9 et en employant les colonnes de petit modèle 

(2 ,s  X 40 cm). 

Les résultats obtenus avec les acides humiques de type 1 et 1' sont indiqués 

dans 1eA 6 L g u h ~  30 31. Pour les acides humiques de type 1 on trouve le maximum 

d'absorption dan5 l a  ~haotion 2 2  (le Vo donné par le dextrane bleu correspond à 

la fraction 13) alors que pour les molécules de type 1', ce maximum est obtenu 

pour kk dhaction 27. Ces deux familles moléculaires ne semblent par conséquent 

pas avoir le poids moléculaire identique ; le type 1' possé3ant une valeur plus 

faible (pour etre plus exact il est d'ailleurs préférable, pour ces acides humiques 

de parler plutot de poi& n I o & é C m e  p h i v i . t é g i é ,  car nous n'avons pas affaire 

à des molécules parfaitement homoggnes). 

4 5 - Pour les acides humiques 1 ; Kd = - 
vi 

70 - Pour les acides humiques 1' ; Kd = - 
vi 

Au lieu de caractériser ces substances par leur Kd dont nous ne pouvons 

donner la valeur exacte, nous pouvons définir une valeur proche qui est te Kav 

utiliséepar certains auteurs dont ANDREUX et METCHE (1975). 

Kav = - v -v 
t o  



F i g .  30. Acide humique de type 1 sur Sephacryl 200 T tris-Hcl. 

P 

Fig. 31. Acide humique de type 1' sur Sephacryl 300. T tris-Hcl. Les pointillés 
P 

profil d'élution de quelques PM connues. Albumine (Alb) PM 67000 et Ribonuclease 

(Rb) PM 13700). 
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Il ne fait plus intervenir V et le V est facile à calculer puisqu'il cor- 
i t 

respond au volume total du gel gonflé. 

- Pour les acides humiques 1 ; Kav = 0,35 

- Pour les acides humiques 1' ; Kav = 0,54 

Ces valeurs sont relatives et permettent de les comparer à d'autres indé- 

pendamment du type de colonne employée, mais si nous voulons avoir une idée du 

poids moléculaire, nous devons passer sur la colonne des substances à poids molé- 

culaire parfaitement connue. 

Pour ces essais, nous avons utilisé différentes protéines et deux d'entre 

elles sont plus particulièrement intéressantes car elles ont été éluées dans des 

fractions voisines de celles qui ont reçu nos acides humiques. Il s'agit de l ' A l -  

bumine b o v h e  qui a un poids moléculaire de 67.000 et qui a été éluée dans la htcac- 
a o n  20 d'où un Kav de 0,27) et la Ribonuc the  ayant un poids moléculaire de 

13.700 et qui est éluOe dans la 6 m o t i o n  26 d'oii un Kav de 0.50). 
D'après cet étalonnage, nous pouvons par conséquent proposer un poidb moté- 

cd&e & u i l é g i é  de 1 3.000 pom noa a d d a  hwniquu 7 ' . Pour  le^ a c i d a  h d q u u  
de t ype  1 ,  ce poids moléculaire privilégié serait proche de 50.000, mais dans ce 
cas, cette valeur est beaucoup plus aléatoire car pour cette fraction humique, nous 

avons des molécules qui sont éluées dans les tubes 13, 14 c-à-d à la limite d'ex- 

clusion du gel (leur poids moléculaire pourrait ?tre proche de 200.00). 
Il faut aussi signaler que ces poids moléculaires que l'on attribue aux aci- 

des humiques sont donnés par comparaison avec des molécules protéiques de nature 

globulaire. Or, l'architecture des molécules humiques est encore enigmatique et 

ces valeurs, sont par conséquent approximatives. Néanmoins ces analyses nous ont 

prouvé que dans 1' ensembla des fractions humiques de type 1' ont Un p o i h  ~ I I O ~ ~ C U -  

UG! ne;t;tmm.t moinb Uevé que cd&eb du type  1 .  

3. ANALYSE DE LEURS SPECTRES UV ET V IS IBLE.  

L'analyse de l'absorption des molécules humiques en lumière UV et visible 

est une technique utilisée depuis assez longtemps étant donné que ces substances 

possèdent de nombreux noyaux aromatiques et de nombreuses doubles liaisons. En 
\ 

- 
principe, l'absorption dans la gamme de longueur d'onde des lumières visibles augmen- 

B 

te en fonction du degré de condensation des noyaux aromatiques, de l'importance du 

carbone dans ces noyaux ou dans les chaines aliphatiques. 

On a souvent utilisé pour caractériser les différentes substances humiques 



Lw2 v d e u h  E /E qui correspond au rapport des densités optiques obtenues à 4 6 5  
4 6 

et 6 5 0  mu (ou parfois 400 et 600 mu). Ce rapport est indépendant de la concentra- 

tion des molécules ; plus les molécules sont condensées plus le rapport E /E 
4 6 

décroît, et plus le poids moléculaire est élevé plus il décroit également. 

Nous avons effectué ces analyses spectroscopiques à l'aide d'un appareil 

à double faisceau UNICAM SP 800 (PHILIPS). Le calcul du rapport E /E a donné les 
4 6 

valeurs suivantes pour nos fractions AH et AF1 : 
1 

- pour AH " 

1 

pic I E ~ / E ~  = 4,4 

pic II E ~ / E ~  = 4 , 2  

Pic II E4/E6 = 3,7 

- pour A .  
1 

Pic 1 E * / E ~  = 4,8 

Pic II E 4 / ~ 6  = 5 , 5  

Ces résultats sont par conséquent conformes aux donnés classiques mais nous 

renseignent très peu sur les caractéristiques moléculaires de nos fractions d'aci- 

des humiques 1 et 1', étant donné que la différence entre leur E /E est relative- 
4 6 

ment minime. 

Les enregistrements obtenus en lumière W présentent un tracé un peu plus in- 
* 

téressant et sont représentés dans & &guhe 32. La densité optique augmente pro- 

gressivement vers les longueurs d'ondes les plus courtes jusqu'à 2 1 0  mu environ. 

Ce qui est normal puisqu'a ces faibles longueurs d'ondes, les noyaux aromatiques 

et les doubles liaisons absorbent énormement. Cependant, nous ne distinguons guère 

des différences entre les tracés obtenus, les molécules d'acides humiques purifiés 

1 et 1'. 

Ces spectres donnés par 1 et 1' sont d'ailleurs identiques à ceux donnés par 

le pic II de la même fraction AH et avec les pics correspondant aux acides fulvi- 
1 

ques AF' Cette similitude d'aspect de la plupart de tracés obtenus en UV ou en 1 ' 
visible, a été signalé par la plupart des auteurs qui ont ~ffectué des analyses 

* on appelle d m d é  optique le logarithme de l'inverse de la transmission à une 

longueur d'onde donnée. 



Fig. 32. Spect res  en U.V. des  f r a c t i o n s  humiques 1 en hau t  e t  1' en bas  ( A H  de l a  t e r r e  
de Neuville-en-Ferrain).  1 



spectroscopiques par exemple LINDQUIST (1968) , LADD (1969) et BAILLY (1973) . 
Etant donné les particularités chromatographiques que le ph de nos échantil- 

lons a occasionné, nous avons établi les spectres w avec aOided h d q u ~ n  

1 & 1' d de6 ph acided. En utilisant des solutions purifiées conservées depuis 
quelques jours en chambre froide, nous avons eu, tant pour les solutions d'acides 

humiques de type I que I ' , d a  apecthed UAdeZ b e m b l u b l e ~  même lorsque le ph est 

voisin de 1. Cependant, les solutions acides absorbenthégèrement a* moins les lon- 

gueurs d'ondes les plus courtes, mais ceci d'une façon progressive à partir de 

350 mp (fig. 32). 

Ces résultats sont en accord avec ceux de TSUTSUKI et KUWATSUKA (1979) dont 

nous avons eu connaissance ayrgç l'obtention de nos propres résultats. Ces auteurs 

interprètent cette dépendance vis-à-vis du ph en faisant intervenir les change- 

ments dans les formes dissociées des groupes hydroxyles phénoliques et carboxyliqueg 

des phénomènes de dispersion et d'association des particules humiques, la formation 

de complexes avec les métaux etc. .. 
Lors de nos premiers essais, en employant des solut.ions d'acides humiques 

extraites depuis peu de temps, nous avons remarqué un phénomène curieux pour les 

molécules humiques de type 1 : à des ph très acides (proches de 1) le spectre UV 

a montré un pic d'absorption se situant vers 265 mp (fig. 33). L'apparition de 

cette zone d'absorption qui est spécifique des bases puriques, pyrimidiques, et 

des acides nucléiques, n'a néanmoins pas été notée pour la fraction 1'. 

Dans la bibliographie, un maximum d'absorption dans les régions de 250 à 

300 mp a déjà été noté par certains auteurs : ZIECHMANN (1964) ; SATO et KUMADA 

(1967) ; SCHNITZER et SKINNER (1968) ; BAILLY (1973). Curieusement cette absorp- 

tion est parfois obtenue à ph alcalin au contraire : c'est le cas des acides ful- 

viques étudiés par SCHNITZER et SKINNER (1968) qui présentent un pic d'absorption 

à 265 mu à ph alcalin (de l'ordre de IO), mais qui s'estompe lorsque la solution 

est acidifiée. 

Cette absorption particulière n'est peut être pas très significative et 

BAILLY (1973) l'interprgte en faisant intervenir en grande partie un effet de 

dilution (ce dernier n'obtient le pic d'absorption à 260 mp qu'avec certaines 

fractions d'acides humiques séparées sur gel de dextrane). 

Ce résultat distinguant 1 et 1' à ph acide n'est pas reproductible dans nos 

expériences puisque des solutions %stabilisées, d'acides humiques 1 ne présentent 

plus de particularités. Nous avons par conséquent pensé qu'il n'était pas très 

utile de rechercher l'interprétation exacte de ce phénomène d'absorption à 260 - 
265 mp. 
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4. ANALYSE EN SPECTROSCOPIE INFRA-ROUGE. 

Les spectres des acides humiques 1 et 1' ont été enregistrés au laboratoire 

de chimie macromoléculaire, à l'aide d'un spectrophotomètre BECHMAN IR 18, entre 

4000 et 600 cm". 

NOUS avons utilisé la itechnique d a  p a a Z . U ~  au bhomme de p a m b i u m  : 1 mg 

de poudrepour150 mg de bromure de potassium sont broyés ensemble puispressés à 
2 

20 ~g/cm pendant 5 minutes. Les pastilles obtenues sont ensuite séchées à 50° C 

sous vide pour éliminer l'eau (STEVENSON et GOH, 1974, ont vérifié que le chauffa- 

ge élimine effectivement toute interférence due à l'humidité lorsque des substan- 

ces humiques sont étudiées en spectroscopie I.R., mais signalent la formation pos- 

sible d'anhydrides cycliques à partir des groupes carboxyles) les spectres obtenus 

sont représentés dans la figure 34, 35 : on y retrouve les quatre bandes de vibra- 

tion assez classiques chez les acides humiques : 

1' Bande d'absorption située entre 3400 et 3100 cm-' ................................................. 

Cette forte absorption est due principalement aux vibrations de valence 

des hydroxyles alcooliques et ph6noliques liés aux molécules humiques. Cependant, 

l'intensité d'absorption a ces fréquences est relativement peu significative 

car elle tient compte aussi de la présence éventuelle de molécules d'eau et de 

silicates hydratés dans les échantillons et d'après THENG et coll (1966), il 

reste de l'eau dans les préparations tant qu'un pic d'absorption persiste vers 

3.380 cm-'. 

Bande d'absorption située entre 1650 et 1600 cm-' ................................................ 

Elle est due aux vibrations des doubles liaisons C = C (dont les C = C aro- 

matiques) aux doubles liaisons C = O, et, secondairement C = N. 

Cette absorption serait plus nette lorsque l'humus est extrait par la soude 

et THENG et coll (1967) signalent effectivement des bandes dues aux C = C aroma- 

tiques de faible intensité lorsque l'extraction est opérée avec le pyrophosphate. 

3 O  Bande d'absorption située vers 1400 cm-' ........................................ 

Son interprétation est assez délicate. Elle peut correspondre à 4 phenomènes 

(BAIUY 1974) : 

- présence des radicaux CH, -CH -CH 
2' 3 

- présence de groupements -OH... des alcools tertiaires 







- présence de groupements - cOO- ionisés 
- présence de groupements Si-phenyl. 

Les OH alcooliques tertiaires présentent néanmoins une bande d'absorption située 

plut8t entre 1 4 0  et 1300 cm-', et les Si-phenyl, à 1430 cm" de sorte que l'on 

doit surtout retenir ici, comme le souligne SKLODOWSKI (1973) la présence des 

radicaux CH, CH CH et cOO-. 
2' 3 

4' Bande d'absorption centree vers 1150 - 1100 cmm1 ................................................ 

Cette bande s'étend en réalité de 1250 à 950 cm-'. Son interprétation est 

également assez difficile car elle résulte de la superposition de diverses absorp- 

tions. 

D'après SKWDOWSKI (1973). l'absorption entre 1000 et 1200 cm-' est due 

à la présence des vibrations des C-O, OCH3, et aux groupes C-O-H des différents 
1 

alcools et acides carboxyliques, ainsi qu'aux ethers cycliques contenant C-O-C. 

Cependant, les groupements -COOH et C-O absorbent plutdt vers 1200 cm-', les grou- 
- 1 pements -OH... des alcools tertiaires entre 1200 et 1100 cm , qui interfèrent 

avec la silice (absorption de Si-O-H ou Si-O-Si). 

SCHNITZER (1965) insiste particuli6rement sur l'absorption due à la silice (Si-O-Si) 

centrée à 1080 cm-'. 

A c6té de ces 4 bandes de vibration importantes, on peut aussi déceler 

sur nos spectres des absorptions plus localisées : 

- absorption vers 2920 cm-' ......................... 
Elle est due à la présence des groupes -CH aliphatiques (-CH CH 1 .  On trouve 

2' 3 
cette absorption dans les spectres IR issus d'échantillons de lignine (ZIECHMANN, 

1964). et dans les spectres obtenus à partir d'acides humiques fractionnés sur 

Sephadex G50 par TAN et GIDDENS (1972), particulièrement lorsque les molécules 

ont un poids moléculaire élevé (supérieur à 15.000). 

- absorption vers 2360-2340 6' .............................. 
Elle est peu nette dans nos spectres, et pourrait correspondre aux ponts P-H 

(SKLODOWSKI 1973). 

- absorption vers 1710 cm-' ......................... 
Nous avons en effet un petit epaulement à cette fréquence qui pourrait être dû 



aux C = O des  ac ides  carboxyliques e t  cetones. Cependant, p lus ieu r s  t ravaux 

o n t  démontré que c e t t e  absorption,  dans l e  c a s  des  s p e c t r e s  r e l a t i f s  aux substances 

humiques, est presque totalement due à l a  présence des  groupescarboxyles e t  que l e s  

groupes cetones y cont r ibuent  t r 6 s  peu. En e f f e t ,  MAC CARTHY e t  c o l l .  (1975)qui  

o n t  e f f e c t u é  des mesures d i r e c t e s  de spec t re  I R  de composés humiques en s o l u t i o n  

aqueuse, o n t  demontré que cette bande d i s p a r a i s s a i t  lorsque l e  ph de l a  prépara- 

t i o n  a t t e i g n a i t  8,O. D e  meme, STEVENSON e t  GOH (1973) q u i  obtiennent  une absorp- 

t i o n  importante ZI 1720 cm-' avec des  e x t r a i t s  d ' ac ides  humiques e t  d 'ac ides  

fulviques de d ive r s  échan t i l lons  de s o l s  ou de limons, cons ta ten t  une d i s p a r i t i o n  

de c e t t e  bande quand les e x t r a i t s  s o n t  conver t i s  en s e l s  (de sodium), avec l 'appa- 

r i t i o n  concomitante d'une bande d 'absorption à 1390 cm-' c a r a c t é r i s t i q u e  de 1 * ion  

cm-. 
D'après DORMARR (1967) lorsque l ' o n  t r a c e  l a  tangente au spec t re  obtenu e n t r e  

2100 e t  1850 cm-' , on o b t i e n t  une pente q u i  est nu l l e ,  négative s i  e l l e  e s t  d i r i -  

gée v e r s  les bassesfréquences, p o s i t i v e  si e l le  est  d i r i g é e  v e r s  l e s  hautes f r é -  

quences. Ce t t e  pente  s e r a i t  en r e l a t i o n  avec l e  degré de polymérisation des molé- 

cu les  humiques analysées : l e s  humus l e s  moins polymérisés présentant  une tangente 

avec une pente  ndgative ou nu l l e .  C e t t e  r e l a t i o n  a dé jà  é t é  v é r i f i é e  notamment 

pa r  DUPUIS e t  JAMBU (1969) q u i  t rouvent  un rappor t  e n t r e  l a  pente de c e t t e  tan- 

gente e t  l a  na ture  des substances (ac ides  humiques ou fu lv iques ) .  

En ce q u i  nous concerne, si nous t raçons  c e t t e  tangente,  e l l e  présente  

une pente q u i  e s t  p l u t ô t  pos i t ive .  Comme il s ' a g i t  d 'ac ides  humiques, c e t t e  r e l a -  

t i o n  proposée par  DORMAAR s e r a i t  donc encore v é r i f i é e .  Il f a u t  cependant no te r  

que l a  pente  que nous obtenons est moins prononcée que c e l l e  qu'indiquent DUPUIS 

e t  SAMBU. L ' a l l u r e  généra le  de ces spec t res  en I R  auquels nous sommes about is  

est proche des  r é s u l t a t s  obtenus p a r  DUPUIS e t  JAMBU (1969) q u i  on t  é tud ié  des  a c i -  

des fu lv iques  e t  humiques provenant d'anrnoor e t  de tourbes prélevés en  France dans 

l e  Marais Poi tevin ,  de ceux de BAILLY (1974 e t  1976) q u i  a analysé des  chernoziomeg, 

s o l s  g r i s  f o r e s t i e r s  e t  sols podzoliques de l a  région de MOSCOU, e t  ceux de TAN 

e t  GIDDENS (1972) r e l a t i f s  à des ac ides  humiques e x t r a i t s  de s o l s  de 1 ' ~ t a t  de 

GEORGIE (U.S.A.). 

Nous pouvons également no te r  des  s imi l i tudes  avec les spec t res  d ' ac ides  

humiques obtenus par  JACQUIN e t  c o l l  (1970) q u i  proviennent d'un podzol de l a  ré- 

gion des  Vosges. Mais ceux-ci s o n t  t r è s  fortement marqués pa r  une absorpt ion  in -  

t e n s e  à 1030 cm-' c a r a c t é r i s a n t  la  presence de  p h y l l o s i l i c a t e s .  

C e t t e  bande d 'absorpt ion  é t a i t  également t r è s  n e t t e  dans c e r t a i n s  spect res  

présentés pa r  BAILLY. 

Enfin c e r t a i n s  s p e c t r e s  p résen tés  par  SHNITZER (1965) son t  proches des nô- 

tres : il s ' a g i t  cependantdes acidesfulviques (de podzols) ,  mais il e s t  quand même 



1 très intéressant de remarquer que ce sont justement les acides fulviques extraits 

1 par le pyrophosphate neutre qui donnent ces spectres. Cette remarque peut aussi 

s'appliquer aux spectresobtenus par SKtODOWSKI (1973) avec des acides humiques 

podzoliques quand ils ont été extraits avec le pyrophosphate, et quand leur 

poids molécualire est assez élevé (au moins supérieur à 3500). 

l En ce qui concerne maintenant la comparaison des spectres obtenus avec le 

acides humiques 1 et 1' , c'est essentiellement entre 1100 et 1160 cm-' que leurs 

molécules les distinguent puisque les acides 1' absorbent tres fortement dans cette 

zone. Malheureusement, nous avons vu que l'inteprétation est très délicate à 

ces fréquences et la bilbiographie nous renseigne tres peu. BAILLY a remarqué dans 

ses spectres publiés en 1974 une large bande centrée sur 1150 cm-' caractérisant 

des fractions de faible poids moléculaire séparkspar gel filtration. Mais il 

ne peut en donner une explication et dans des résultats publiés un peu plus tard 

(1976), il trouve aussi cette bande avec des molécules à poids moléculaire élevé. l 
Ce résultat est cependant intéressant car il ne trouve pas d'absorption importan- 

te à 1 150 cm" lorsque les acides humiques ne sont pas préalablement fractionnés 

sur Sephadex. Or, dans notre cas, les acides humiques 1 correspondent également l 
à des molécules probablement beaucoup plus hétérogèneçque celles des acides humi- 

ques Il. 

Nous ne pensons pas que cette absorption puisse provenir de la présence de 

silice dans l'échantillon 1' puisque celle-ci donne des bandes d'absorption centrées 

très précisément a des fréquences inferieures à 1100cm-l. 

La présence de groupements acides -COOH sous forme non dissociée par élimi- I 
nation de cations ne peut non plus expliquer la particularité du spectre 1' puis- 

que dans ce cas, comme l'indique BAILLY (1974) , la bande à 1725 cm-' devrait etre 

plus important, ce qui n'est pas le cas. 

Dans l'état actuel de nos recherches, il semble par conséquent que la seule 

explication que nous puissions proposer pour justifier l'absorption particulièrement 

des molécules 1' consiste à faire intervenir la présence de nombreux groupements 

-OH... d'alcools tertiaires. Ceux-ci en effet donnent une absorption caract6ris- 

tique à 1140 cm-' (alors que les alcools primaires et secondaires absorbent 

entre IWO et 1100 cm-') . Nous avons déjà noté la presence de ces fonctions alcoo- 
- l 

liques tertiaires en considérant la bande située vers 1400 cm (mais celle-ci 

est identique pour les spectres1 et 1'). 

A part cette particularité située entre 1100 et 1 160 cm-' , on ne remarque 
apparemment pas d'autres différences entre les spectres des acides humiques I et 1'. 

l'Absorption n'est peut être pas tout à fait identique vers 3400 cm-' mais étant 

donné les interférences possiblesdues à la présence de molécules d'eau, ce résultat 

ne peut être obtenu. D'autre part, la tangente au spectre inscrit entre 2100 et 



1850 cm-' donne une pente identique dans l'un et l'autre cas. 

5. DISCUSSION DES RESULTATS 

En considérant ces quelques critères d'ordre physico-chimique, nous cons- 

tatons que la fraction moléculaire 1' qui, àph acide a présenté une certaine 

affinité avec les gels de dextrane, semble relativement bien distincte au point 

de vue structural de la fraction 1. Elle comprend une famille de molécules plus 

homogènes dont le poids moléculaire moyen est inférieur à celui des molécules 

exclues et possède probablement des groupes fonctionnels différents, ou tout au 

moins une proportion différente de ces groupes. 

L'acidification des extraits déposés sur les gels aurait donc plutet conduit 

à une sélection de certaines molécules présentes dans le mélange initial et pos- 

sédant des fonctions ou des caractéristiques architecturales particulières, qu'à 

une séparation banale d'une proportion donnée de molécules à partir d'un tout. 

En solution à ph très acide, nous savons que les particules humiques ont 

tendance à s'associer pour former des agglomérats de taille plus importante. 

Ce phénomène a pu conduire à une retentiondesacides humiques 1' sur le gel de 

dextrane. Cet état serait alors maintenu tant que le ph n'aurait pas atteint un 

seuil limite. Et c'est le retour à une forme moléculaire "indépendante" qui aurait 

permis leur élution. 

Selon cette hypothèse, les acides humiques 1' représenteraient des molécu- 

les possédant des propriétés particulières leur conférant une aptit.ude à s'ag- 

glomérer facilement entre elles aph acide, ou encore une aptitude à conserver 

cet état jusqu'à des ph relativement élevés. 

Quant aux modalités de retention des molécules humiques sur le gel de dex- 

trane, nous ne pouvons pratiquement pas suggérer d'interprétation plausible car 

nous manquons d'information sur la configuration macromoléculaire exacte de ces 

gels. D'autre part, ces phénomènes qui peuvent expliquer les raisons du frac- 

tionnement sur gel des acides humiques 1' conviennent très peu lorsqu'il s'agit 

de considérer des acides humiques II. Dans ce dernier cas, l'intervention des 

forces de retention entre la molécule humique et la trame moléculaire du gel est 

plus probable. 

Une comparaison des caractéristiques physico-chimiques des molécules 1' 

et II nous apporterait problablement la solution. 



CONCLUSIONS GENERALES 



Ces recherches s u r  l a  s t r u c t u r e  des  composés humiques du s o l  ont  é t é  ent re-  

p r i s e s  à p a r t i r  de p l u s i e u r s  échan t i l lons  de t e r r e s  prélevées dans l a  région du 

Nord de la  France. C e s  prélévements de na tu re  sablo-argi leuse  e t  crayeuse, con- 

cernent  toujours  l 'hor izon supér ieur  e t  proviennent de pa rce l l e s  de pra i r ie ,  d e  

c u l t u r e  ou de f o r ê t .  

L 'ext rac t ion  des substances humiques a é t é  e f fec tuée  séquentiellement avec 

l e  pyrophosphate neut re ,  a l c a l i n  e t  l a  soude. Mais l a  majori té  des  analyses a é t é  

menée sur l e s  e x t r a c t i o n s  au pyrophosphate neut re  q u i  a l t è r e  peu l e s  substances 

organiques e t  f o u r n i t  l e s  ac ides  humiques e t  fu lv iques  dont l e  fractionnement mo- 

l é c u l a i r e  donne de mei l leurs  r é s u l t a t s .  C e s  sépara t ions  ont  é t é  opérées se lon  l a  

technique du tamis moléculaire en u t i l i s a n t  des g e l s  de dextrane : Sephadex, Se- 

pharose e t  Sephacryl. 

En employant des colonnes de g& Sepftadex G25, élués avec l ' e a u  d i s t i l l é e  

d ph 8,  l e s  ac ides  humiques e t  fulvicluc:; de nos 6 c h a n t i l l o ~ i s  e s t r a i  t:: du pyrop1i0:;- 

phate neutre e t  s o l u b i l i s é s  dans de l a  soude d i luée ,  s e  sont  s&par\Cs en deux frac- 

t i o n s  moléculaires p r inc ipa les  1 e t  II indépendamment de l e u r  o r i g i n e  (avec l e  pro- 

d u i t  des  a u t r e s  ex t rac t ions ,  ce  r é s u l t a t  est beaucoup moins n e t ) .  L'isolement de 

ces deux f r a c t i o n s  n ' e s t  pas fonct ion  de leur poids moléculaire mais de l e u r  a f f i -  

n i t é  pour l e  poiymène : &a 4ub4&ac~ 7 bont  ex&u du g e t  a i o r s  que l e ~  a u b ~ t a n -  

C U  11 p&ébentent une ceJ&ine h&tc?nXion dont les causes son t  d i f f i c i l e s  à é t a b l i r  

actuellement. Sur colonne de Sepkukabe C L ,  28 dont l ' u t i l i s a t i o n  e s t  p a r t i c u l i è r e -  

ment indiquée pour l e  fractionnement des  molécules à poids moléculaire é l e v é , l e s  

r é s u l t a t s  ne semblent guère p l u s  in téressanis  que ceux du Sephadex. Sur Sephachyl 

S200 ou S300, les sépara t ions  obtenues son t  a s sez  i n t é r e s s a n t e s  mais assez peu ex- 

p l o i t a b l e s  c a r  el les ne sont  pas très reproduc t ib les  lorsque l a  concentrat ion des 

échan t i l lons  analysés  va r i e .  

Lorsque l e s  e x t r a i t s  humiques déposés s u r  colonnes de g e l  son t  a c i d i f i é s  l e  

fractionnement f a i t  appara î t r e  une nouv&e catégoa-le de molécutu  hwnique~ : il 

s ' a g i t  de molécules qu i ,  à ph neut re  ou à ph peu ac ide  é t a i e n t  précédemment exclues 

du g e l ,  e t  q u i  dès  que l e  ph e s t  i n f é r i e u r  à 2 (dans nos condi t ions  expérimentales) 

manifestent une c e r t a i n e  r e t e n t i o n  se t r adu i san t  p a r  &'appatU;tcon d' u n  pic bupplé- 

rnewhhe 7 '  bLI/L emegh;DLementb, in termédia i res  e n t r e  l e  p i c  1 e t  l e  p i c  II. 

En ou t re ,  l ' é l u t i o n  de ces  molécules 1' e s t  d 'autant  p lus  r e t a rdé  que l e  ph e s t  

bas,  mais c ' e s t  lorsque  s a  va leur  e s t  comprise en&e 1,4 eR 1 , 5  que l e u r  isolement 



e s t  l e  p lus  a i s é  c a r  l e u r  é l u t i o n  i n t e r f è r e  a l o r s  très peu avec les au t res  subs- 

tances  1 e t  II. 

Ce fractionnement p a r t i c u l i e r  consécutif  à l ' a c i d i f i c a t i o n  a également 

été no té ,  indépendamment de l ' é c h a n t i l l o n  de t e r r e  avec l e s  t r o i s  f r ac t ions  

d 'ac ides  humiques e x t r a i t e s ,  mais il est p lus  accentué avec l ' e x t r a i t  obtenu par  

l e  pyrophosphate neut re ,qui  f o u r n i t  des  quan t i t é s  relat ivement plus importantes 

de ces molécules 1'. 

Nous avons e n f i n  essayé d 'analyser  quelques p r o p r i é t é s  physico-chimiques de 

ces  ac ides  humiques I f  q u i  ne présentent  des  a f f i n i t é s  avec les ge l s  de dextrane 

que l o r s q u ' e l l e s  sont  concentrées à ph très acide.  Pour c a r a c t é r i s e r  l a  présence 

de p r o p r i é t é s  p a r t i c u l i è r e s ,  nous avons également e f f e c t u é  c e s  analyses s u r  l e s  

molécules de type 1 de façon à pouvoir l e s  comparer. 

Ces substances 1 e t  I f  ont d'abord été i s o l é e s  ap rès  fractionnement s u r  ge l  Se- 

phadex G25, c e c i  en employant une colonne p lus  grande qui permet d 'améliorer ,  

abs t rac t ion  f a i t e  de l a  va leur  du ph, les sépara t ions  moléculaires. E l l e s  on t  

e n s u i t e  é t é  p u r i f i é e s  par  de nouvelles  f i l t r a t i o n s  s u r  g e l s  e t  conservées à l ' é t a t  

lyoph i l i sé .  La détermination de l e u r  poids moléculaire p r i v i l é g i é  obtenu p a r  chro- 

matographie sur Sephacryl S200 a donné une valeur  de 13 .m pouL 7 ' ( e t  5U.OU0 

POU% 2 ) .  Ces valeurs  sont  approximatives c a r  e l l e s  on t  é t é  ca lcu lées  en considé- 

r a n t  l e  poids moléculaire de molécules témoin, protéiques de nature g lobu la i re  

habituellement employées pour ces  mesures, mais r i e n  ne prouve que l e s  a c i d e s  hu- 

miques ont  une s t r u c t u r e  g lobu la i re .  

Les spec t res  UV lumière v i s i b l e  sont  a s sez  semblables dans l e s  deux cas e t  donnent 

peu de  renseignemen.tsexploitables. Par  cont re ,  l e s  premières analyses  obtenues 

en spectroscopie infra-rouge semblent i n t é r e s s a n t e s  : en e f f e t ,  on retrouve pour 

1 et  1' des  bandes de v i b r a t i o n  assez class iques ,  puisque nous avons pu v é r i f i e r  

l e u r  présence dans un c e r t a i n  nombre de spec t res  publ iés  à propos des ac ides  hu- 

miques, par  des  au teurs  f r a n ç a i s  ou Qtrangers.  Mais l e  spec t re  donné par  les  ac ides  

humiques 1' présente ,  par  rappor t  à 1, une bande d 'absorption beaucoup p u  hpoir- 
7 Ah&e enthe 1 1  00 eR: 1160 cm- . L' i n t r é p r é t a t i o n  de ce r é s u l t a t  e s t  dGlicate c a r  

c e t t e  bande provient  souvent de la  superposi t ion  de p l u s i e u r s  absorptionsde nature  

d i f fé ren te .  Aussi, ce n' e s t  qu'à t i t r e  hypothétique que nous suggèrons l a  présence 

p a r t i c u l i è r e  de nombreux groupements a l coo l s  t e r t i a i r e s  dans l e s  ac ides  I f  respon- 

sab les  de l ' o r i g i n a l i t é  de l e u r  spec t re .  



Quant à l'interprétation du phénomène qui a conduit à une séparation de ces 

molécules 1' des autres lorsque le ph est acide, nous avons formulé une hypothèse 

suivant laquelle il aurait été provoqué par C m  6aCLLeté de dotuna d a  qglorné-  

nat6 r n o ~ é c u h h e b  en nk&eu acide. Cette justification tend à confirmer l'hypothèse 

structurale des acides humiques émise par WERSHAW. 
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