
'"
 
Océanis, Vol. 11, Fasc. S. 1985

-409­ pp. 409-428 

PROTOCOLES D'EXTRACTION CHIMIQUE DE LA MATIERE ORGANIQUE
 
PARTICULAIRE: APPLICATION AU DOMAINE ESTUARIEN
 

H. Etcheber. M. Héral 2 & J.C. Relexans3
 

1 I.G.B.A., Université de Bordeaux l, 33405 Talence
 
2 I.S.T.P.M., Laboratoi re "cultures marines", 17390 La Tremblade 

"Laboratoire de BiQlogil'l, mprine. Université de Bordeaux l, 334Q5 Talence 
" '.' . " " '. ' .. '.	 . , , '. 1. 

Mots-clés:	 matière organique particulaire, méthode d'extraction chimique. 
matière organique labile, estuaires 

Key \Yards: particulate organic matter, chemical extractive methods, labi le 
organic matter, estuaries 

Résumé 
En milieu estuarien, la matière organique particulaire (assimilée à celle 

comprise entre 300 et 0,45 ~ m) fait l'objet de nombreuses aPr>roches b!ogéochi­
miques. Parmi les principales techniques utilisées, brièvement présentées ici, les 
processus extractifs (attaque chimique de l'échanti lion et étude du matériel 
extrait) y occupent une place importante. 

Le plus ~cuvent rapides et. faciles à mettre en oeuvre, ils présentent 
pourtnnt p!'Js:eurs inconvénients: la n1t ltiplicité des protocoles utilisés rend déli ­

' 
cate toute comparaison des résultats eniegistrés d'un auteur à un autre ; d3 
plus, la signification environnGmentalo des fractions extraites est loin d'être tou-· 
jours cl ai re. 

Ces méthodes qui font, pour la plupart, appel à des extractants forts, 
ne permettent pas une bonne estimation do la fraction labile de la M.O. Une 
rétlexion sur ce problème conduit à la proposition de protocoles d'extractions 
contrô lées (ê.ttaches chi miques successives de force croissante), qui pourraient 
donner de mei lieurs résu Itats. Ces derniers sernient à corréler avec ceux obtenus 
par d3s mesures de biodégr:::.dabi li té Capprocne mi crobiologi que) des échanti lions 
étud i t3s. 

Summary	 Protoc:>ls for chemical extractions of particulate organic m<ltter:
 
APl1licô.tion ta the l')~tuéirine field
 

There are several biogeochcmical methods of studying particulate orga­
nic matter (0,45-300 Il mi. The main techniques empioyed are described ; special 
attention has been paid to extractive piocesses (chemical attack of samples and 
study of extracted fraction). 

f\lthough these techniques are simple 1 various difficulties can arise : 
results obtained by various authors cannot be compared when techniques used 
differ. Furthermore the environmental interpretation of extracted functions is not 
always very crear. 

Extractive methods, which most often use harsh chemical extractants, 
do not provide accu raté meo.surements of the importance of labi le organic 
fraction. We propose therefore a series of chemical attacks of increasing 
strength and a correlation of results with those obtained by measurements of the 
organic matter degradabi litY in samples (e.g. bacterial heterotrophic activities 
or incubation). ' 
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(FONTUGHE, 1983 ; SACKETT, 1964), mesure que l'on peut coupler, d~ns le même 
but, avec oelleo du ô 15N (HARIOTTI et al., 1983). Moins préci!3 sont les 
résultats obtenus par les rapports C/N de la M.O. totale : si ce rapport est 
connu pour refléter l'origine de la M.O., il traduit également l'état 
d'avancement de la dégradation de la M.O. (BONNEAU, SOUCHIER, 1919; 
CARRUES CO , 1911 ; MULLER, 1911) ; les deux interprétations sont difficiles à 

• départager. 
L'utilisation récente des techniques de pyrolyse au milieu 

estuarien et marin (SALIOT et al. ,_ 1984) est riche de promesses et aidera à 
mieux cerner la nature chimique de la fraction organique des M.E.S. dans les 
milieux aqueux. 

2) Techniques extractives 

Nous abordons ici des méthodes qui von t permettre d'isoler une 
fraction organique de suspensions ou sédiments à la suite d'une attaque 
chimique définie par un protocole précis. Sur la fraction extraite, toutes 
sortes d'analyses chimiques, faisant appel à des techniques très 
sophistiquées, pourl'on t être utilisées (chroma togl'aphie en phase gazeuse, 
chromatographie en couche mince, spectrométrie de masse, électrophor~se, 

études des compositions isotopiques, dosages chimiques de groupements 
fonctionnels, étude des propriétés optiques, etc ••• ). Pour simplifier, les 
processus extractifs ont été classés en deux groupes : 

- ceux qui isolent la fraction organique dite "identifiable ou analysable" 
(ANDRIE, 1982 ; JULLIEN, 1982) ; 

- ceux qui extraient la M.O. dite "complexe ou non caract~risée" (FEVRIER, 
1981) • 

a) Analyse de la M.O. identifiable 
Ce sont des techr.iques d' extl'action qui permettent de sépal'er 

les composants majeurs de la M.O., tels que protéines (P), glucides CG), 
lipides CL), pigments (chlorophylle active, phéopigments, etc ••• ) et des 
composants végétaux importants tels que la lignine. 

s'étendre 
fascicule) 

Ces méthodes sont très 
sur tous les protocoles 
donnent des exemples. 

variées, 
utilisés, 

et il serait 
dont MOAL et 

fastidieu~ 

al. (dans 
de 
ce 

suivants : 
L'utilisation en est faite au moins pour les objectifs 

- quantification de familles biochimiques connues (P, G, L, etc ••• ); 
es tima tion de biomasses pal' la somme (P+G+L) ou par la conversion des
 
teneurs en chI. aet. en quantités de carbone (DESSERY et al., 1984 ;
 
MINAS, 1916 ; RELEXANS, ETCHEBER, 1982 ; RIAUX, 1911) ;
 
mesures de capacités nutritives de la M.O.P. par la somme (P+G+L) (HERAL
 
et al., 1983 ; LAANE, 1982);
 
indication de l'état physiologique des populations et évaluation de
 
l'importance de matériel détritique par l'étude des rapports P/G,
 
P/ehl.act., G/chl.act., etc •.• (MARTIN et al., 1911; NIVAL et al.,
 
1973 ; RELEXANS, ETCHEBER, 1982);
 
identification d'origines de la M.0. au moyen de, traceurs lipidiques
 
(SALIOT, 1981) ou de pl'odu!ts de décomposition de la lignine
 
(POCKLINGTON, MAC GREGOR, 1913);
 
témoignage de présences microbiologiques (SALIOT et al., 1984).
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b) Analyse de la M.O. complexe 
Le matériel organique extrait par des méthodes qui utilisent 

toutes des extractants très forts (NaOH, HC1, HF, etc ••• ) ne correspond plus 
à des entités chimiques connues, mais à des fractions organiques qui 
répondent à des critères de solubilité dans tel ou tel solvant. C'est ainsi 
que sont différenciés: le matériel humique (soluble en milieu sodique), 
l'humine (phase résiduelle après attaque sodique), et le résidu organique 
stable (extrait de l'humine après attaque à l'acide fort). Cette séquence et 
la nomenclature associée sont les plus couramment utilisées (DEBYSER, GADEL, 
1978 ; GADEL et al., 1983), bien que quelques confusions existent parfois 
dans les choix de certains termes entre les auteurs (DURAND, NICAISE, 1980 ; 
JONATHAN et aL, 1976; MONEGIER du SORBIER, 1983), comme le montre la' 
figure 1. 

Le principal objectif de ces études est de donner une évaluatioQ 
du degré de maturation des M.O. étudiées, si l'on admet que, de la matière 
fraîche à la matière humique et à l'humine, les fractions organiques 
extraites sont de plus en plus réfractaires à toute dégradation et donc de 
moins en moins accessibles à la biota. 

Des approches récentes consistent ~ introduire des composés 
organiques marqués au 14C dans du matériel particulaire et à regarder le 
gradient de distribution du 14C dans les fractions extraites. De telles 
études ont pour but de mieux cerner les phénom~nes m~taboliques, mais aussi 
les mécanismes de transformation de la M.O. en composés humiques et de son 
incorporation dans l'humine (GADEL et al., 1981 et 1983). 

3) Mesures de la biodégradabilité de la M.O. 

Ces techniques cherchent, dans leur 
l'activité organotrophe des micro-organismes 
méthodes sont alors utilisées : 

ensemble, à 
en milieu 

rendre compte de 
aqueux. Diverses 

- mesure de 
organiques 

l'utilisation 
susceptibles de 

des substrats 
pénétrer dans 

directs (petites molécules 
les cellules des organismes, 

comme acides aminés, acides organiques, mono - et oligosacchar'ides, 
etc ••• ) par introduction de molécules marquées (BILLEN et al., 1980) 

mesure des activités exoenzyroatiques par introduction et évaluation àe 
l'utilisation des substrats artificiels (SOMVILLE, BILLEN, 1983) 

- mesure de production bactérienne par analyse de l'incorporation de 
thymidine tritiée dans l'ADN bactérien (FUHRMAN, AZAM, 1982). 

Ceci a conduit l'équipe BILLEN (publications en cours) à proposer 
un modèle, dit modèle HBS, qui étudie l'équation d'évolution des 
biopolymères (H) en milieux aquatiques : ces molécules sont hydrolysées par 
les exoenzymes bactériens (E) et les substrats directs formés (S) sont 
prélevés par les bactéries pour former des cellules nouvelles (B) ou être 
oxydés aux dépens d'oxydants extérieurs (dégagement de C02)· 

Ces mesures donnent des résultats incontestablement supérieurs à 
ceux obtenus par des mesures de demande biologique en oxygène ou de demande 
chimique en oxygène (DBO, DCO): ces deux approches conduisent à 
l'évaluation globale des matières oxydables. Mais la DCO est difficilement 
applicable aux milieux estuariens en raison de l'interférence des chlorures 
(MAR'l'IN et al., 1976). La Dno présente aussi un défaut d'application, car 
elle est variable avec la température et la salinité '; de plus, limitée z, 
quelques jours (habituellement 5 jours), elle ne rend pas bien compte de 
l'échelle de temps supérieure de la dégradation dans les milieux naturels où 
les temps de résidence des eaux peuvent durer plusieurs semaines. Aussi, les 
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Fig. 1 - Protocoles analytiques d1extraction de M.O. de sédiments. 
- Extraction procedures of humic matter fro~ sediments. 

protocole~ d'incubation sur 30 jours au plus, proposés par LAANE (1982) , 
SKOPINTSEV, (1981) et VAN ES & LAANE (1982), semblent-ils plus approprié::;. 
Certains proposent l'adjonction d'inhibiteurs bactériens spécifiques de la 
nitrification par exemple (équipe ROMANA, en cours de publication). 

Pour mémoire, nous rappelons que les mesures d'activité biolog~que 

ne se limitent pas à l'analyse du pouvoir de dégradation des 
microorg~nismes. Dans les milieux estuariens, des mesures de production 
endogène de 11.0. par la production primaire (COLIJN, 1983 ; LANCELOT, 1982) 
de l!iême que les mesures d'activité des systèmes transporteurs d'électrons 
(RELEXANS et al., 1984 et ce fascicule) en sont deux exemple~. 

II - FIABILITE ET LIMITES DES PROCESSUS EXTRACTIFS 

Utilisés pour isoler des fractions organiques répondant à des 
'critères précis de solubilité, les protocoles d'extraction présentent 
parfois des limites dans les domaines de la fiabilité et de la spécificité. 

1) Fiabilité des processus 

a) Rendement d'extraction 
Les man1eres d'extraire des P, G, L ou autres composants 

organiques de matériel particulaire en milieux aqueux varient beaucoup d'un 
auteur à un autre (voir dans ce fascicule l'article de MOAL et al.). 

La comparaison des résultats obtenus après utilisation de 
techniques différentes, sur des échantillons identiques, révèle de très 
importantes fluctuations dans les quantités de matériel extrait. Deux 
exemples en sont donnés. 
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_	 Pour la fraction lipidique, FEVRIER ( 1981) relève que les choix de 
l'appareillage (soxlhet classique ou à agitation), du temps 
d'extraction, de la température, de la nature du solvant (benzène­
méthanol 60: 40; chlorure de méthylène - méthanol 80 = 20; 
chloroforme, etc ... ), du rapport quantité de solvant-échantillon vont 
influer sur la qualité et l'efficacité de l'extraction. 

- Sur des échantillons de M.E.S. de l'estuaire de la Gironde, DUMON (1972) 
o~tient un taux d'humification de 10 % en moyenne, en utilisant du 
pyrophosphate de Na (0,1M à pH=10) avec agitation durant 24 h et dans 
les proportions 10 g de sédiment pour 100 cc de solution extractante. Un 
taux d' humification de 30 % en moyenne est trouvé par BERGER et aL 
(1984) sur le même type d'échantillon avec le même extractant, mais aveé 
une agitation plus courte (20') et plus intense et cinq extractions 
successives (1 g de sédiment avec 50 cc de solution extractante au 
total) . 

Il faut donc se livrer à une optimisation des méthodes sur les 
échantillons à étudier avant de poursuivre toute analyse des fractions 
isolées. 

b) Spécificité et efficience des protocoles 

Au-delà des difficultés à obtenir une extraction quasi totale de 
la fraction recherchée, si l'on veut quantifier en équivalent carbone cette 
dernière, il faut être certain que d'autres composants ne vont pas être 
comptabilisés simultanément. Or de fréquentes intel'férences, illustrées par 
quelques exemples, se produisent lors de ces manipulations: 

- Des M.E.S. de l'estuaire fluviatile de la Gironde montrent, en phase 
hivernale, un taux d'humification de 32 %pour une population autochtone 
qui représente moins de 10 % de la M.O. totale j en été, un autre stock 
de particules, très riche en plancton vivant actif (90 % de la M.O.), a 
un taux d'humification de 28 %. Or la contribution des populations 
planctoniques en pleine croissance à une formation de matière humique 
in situ ne peut être envisagée à cette époque. La seule explication 
possible reste alors la néoformation artificielle de composés humiques 
aux dépens de la M.O. fraîche s'oxydant en présence de soude j ce 
phénomène ·a déjà été observé par HUC (1973) et DOMMERGUES, 11ANGENOT 
(1970) dans d'autres environnements. 

- Les interférences de noyaux phénoliques d'origines diverses dans le 
dosage de protéines par la méthode de LOWRY de M.E.S. sont évoquées dans 
ce fascicule, par RELEXANS, ETCHEBER. 

2) Signification des phases extraites 

Selon le type d'échantillon étudié (à fraction organique 
autochtone ou à M.O. détritique prépondérante) et le choix du protocole 
utilisé, on ne peut pas donner la même signification à une phase extraite 
donnée. 

a) Cas de M.O. "organisée" 

Nous entendons par là de la M. 0 • non dégradée, qu'elle soit 
synthétisée dans le fleuve ou qu'elle vienne des bassins versants. 

Prenons l'exemple des glucides : ce sont· d'une part des sucres 
simples et oligosides solubles, type glucose, fructose, saccharose, etc •.• , 
d'autre part, des polyosides, les uns substances de réserve (amidon, 
glycogène), les autres constituants des parois cellulaires (celluloses, 
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composés pectiques, polyosides neutres groupés sous le nom d'hémicellulose). 
L'utilisation de processus extractifs classiques (DUBOIS et al., 

1956 ) ne permet vraisemblablement d'isoler Que les sucres simples, les 
oligo-et polysaccharides de m@me que leurs dérivés (m~thyléther inclus). 

DOMl-1ERGUES & MANGENOT (1970) proposent une extraction à 11 eau ou 
éthanol 70-80 % pour atteindre les sucres simples et oligosides solubles, 

• alors Qu'ils pI·éconisent l'utilisation de solutions alcalines (HaOH : 17,5 %) 
pour toucher les glucides secondaires (hemicelluloses + composés pectiques). 

Ainsi, à un protocole donné correspond l'extraction d'un 
ensemble de constituants d'une grande classe organique, mais rarement la 
totalité de cette classe (cas des glucides, mais aussi des protéines). 

Pour ce Qui concerne les lipides (hydrocarbures, mais aussi 
glycérides et les substances voisines caractéristiques des tissus de 
protection des végétaux supérieurs - cires, cutines, subérines J, le fait 
qu'ils soient tous hydrophobes rapproche leur comportement dans les solvants 
organiques. 

b) Cas de M.O. détritique: 
Si la M.O. subit une dégradation Qui, comme le montre très 

schématiquement la figure 2, la conduit de l'~tat de biopolymère à celui de 
bioroonomère, géopolymère et géomonoroàre, tout ce matériel en voie de 
transformation se retrouve dans les échantillons étudiés (ce qui est presque 
toujours le cas) et complique encore le problème. 

,,-..
( ) 
1r1(~~
 

1 BIOPOLYMERES 

m'~I!::cUIf:S ~ complexalion 
avec la phase

1 inorganique
-D-I-O-M-O-l~-O:""M-E-R-E-S--;I 

...... minéralisation 
-.J --f' 

~, COz, NH3 
réarrangements + + - ­

'.... NH4 ,NOz,N0:3brunissement , 
humification consommation' Xl ... [ MICRO-ORGANISMES 
comple~otion 

avec 10 phase
 
Inorganique
 ~o.O" 

GEOPOLYMERES 1~1.---________ t.Jmine 

- "" kérogène
:l:lo.... 

GEOMONOMERES 

petre le • charbon 

Fig. 2 - Cycle de dégradation de la M.O. 

-Degradation cycle of the O.M. 
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En effet, les diverses molécules, libérées lors des lyses 
diverses, notamment exoenzymatiques, pourront avec leur structure de 
départ 

- se minéraliser ou bien être consommées ; 
- se lier avec divers complexants( matrice argileuse, hydroxydes de Fe et 

Mn, ••• ) 
- former des liaisons simples avec des molécules organiques complexes 

(type matière humique). 
En perdant leur structure de départ, elles pourront aussi 

s'engager dans des réactions chimiques avec des molécules d'autres 
"familles" organiques (formation de mélanoïdes, produits de glucides + 
amino-acides, par exemple) et donner des macromolécules plus ou moins 
polycondensées stables de teinte brune. Elles peuvent alors arriver à former 
la fraction humine, insoluble et très résistante, qui est encore plus' 
condensée que les acides humiques et liée de façon très profonde à la 
fraction minérale du sol. 

L'image qu'il faut garder à l'esprit est que la réactivité d'un 
constituant organique (un glucide, par exemple) à un protocole d'extraction 
ne sera pas la même selon qu'il est libre t complexé avec des matrices 
inorganiques ou organiques complexes. 

Dans les milieux estuariens où existent de forts mélanges entre 
M.O. détritique et org;misée, le problème prend une acuité toute 
particulière. 

Pour des suspensions automnales de la Gironde, des taux de 
fraction humine, définis de la façon suivante 

Humine = H.O. Totale - (H.O. acido soluble + M.O. humique) 
ont été mesurés comme représentant 60-70 % de la 11.0. totale, alor-s que la 
somme (P+G+L) était évaluée à 60 % (ETCHEBER, 1983). Ceci peut probrtblement 
s'expliquer par l'imbrication des P, G et L avec les matrices complexantes, 
responsables de leur non-réactivité à l'attaque sodique perpétrée lors de 
l'extraction de la phase humique proprement di te. Ces constituants, bien 
individualisés, sont alors comptabilisés à tort dans la fraction hu!nine, 
alors que logiquement ils devraient se trouver dans la fraction· acido­
soluble, assimilée à une fraction très mobilisable. 

Aussi, certains auteurs ont-ils proposé des extractions 
séquentielles, de force croissante, permettant des estimations de la 
réSistance des liaisons chimiques de fractions organiques : les techniques 
d'extraction successives propos~es par KHRIPOUNOFF (1979) en sont un exemple 
(fig. 3) et forment certainement une base de travail très intéressante qu'il 
faudrait améliorer, l'auteur (communication orale) précisant qu'il n'avait 
trouvé aucune référence bibliographique pour justifier les différentes 
classifications présentées (protéines labiles réfractaires, etc .•• ). 
FEVRIER (1981) propose de même un découpage des lipides extraits 
d' 8chantillons de sédiments en lipides libres, associés et liés. Sur des 
échantillons de grands fonds marins, ce même auteur trouve que les protéines 
labiles représentent 18 à 40 % des prot~ines totales et les carbohydrates 
labiles 12 à 16 % des sucres totaux. FEVRIER (1981) propose de même un 
découpage des lipides extraits d'échantillons de sédiments en lipides 
libres, associ~s et liés. 
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Fig. 3 - Séquences d'extractions et d'analyses de la M.O. 
des sédiments (d'après Khripounoff, 1979). 

- Extraction and anaLyticaL procedures of P.O.M. from 
sedii'nen ts. 

III - REFLEXIONS SUR LA QUANTIFICATION DE LA M.O.P. LABILE : 

Nous identifions à ce terme la fraction organique peu r~fractaire 

aux mécanismes de lyse ct facilement assimilable par les organismes. 

Considérons que la 
autochtone (synthétisée dans 
bassins versants). 

le 
M.O.P. 

milieu 
estuarienne 

aqueux) et 
se 
all

répartit 
ochtone 

en 
(issue 

M.O. 
des 

La M.O. autochtone comprend : 
(1) de la M.O. vivante ou morte, organisée (plancton bactéries) , 
(2) du matériel humique "frais", en formation, plus ou moins 

adOilorbé, 
(3) d'autres substan~es complexes insolubles provenant de la 

dégradation, de la s~cr~tion et de lrexcr~tion du matériel vivant. 
La M.O. allochtone peut être composae : 
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Fig. 5· Propositiun de protocoles d'extractions séquentielles contrôlées de M.O.P. 
Pr0poS/l1 of seq~entialextraction schemes ofP.O.M. 

il est très difficile de trouver une signification biologique à la M.O. 
--extraite après application de protocoles chimiques. 

,"-"--.'c~'~~-:--:::Des études en cours visent à optimiser 'la séquence,c dtextractions...::... 
7' -~-::sticcessives proposées ici (choix des types .d-~extrac't=ants,,;-iies:'~pO'e.ts:.::i_, 

quantité de sédiments-extractants, des temps de>miseen contact',; etic........);;0 -:" 
Les résultats obtenus par le type dl approche (2). varient sLles '. cond±ti.on:s­
expérimentales changent. : les pourcentages différents-deC~O.. <extrâits..à :Hel":.:' 
de normalités diverses en sont un exemple. 

La recherche de corrélations positives entre les expériences' (1 let (2} 
doit aider à parfaire la quantification par approche chimique de la fraction 
labile de la M.O. estuarienne. 

Les propriétés chimiques de chacune des phases extraites pourraient bien 
sûr être étudiées afin de connaître la qualité de la M.O. labile. 

' ...r'ic"""'- -Un autre genre de.séquence visant.à mieux.départager_ les groupements:;' 
-tonctionnels de la M.O. labile peut aussi être proposé (fig. Sb). 

---~- ~---- -_ ..• _-------------,-- --- -'-- ­
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