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Synthese

En juillet 2010, dans le cadre du Plan National d’Action Chlordécone (CLD), I'INRA a lance
'appel a projets « Etudes exploratoires de la dégradation microbienne de la chlordécone »,
acronyme DEMICHLORD, soutenu par une Action Incitative Programmée.

Un consortium piloté par le BRGM a fédéré au travers du projet intitulé ABAChlor (Analyse,
Bactéries Anaérobies, Chlordécone) les efforts de cing équipes de recherche nationales et deux
experts internationaux :

- BRGM/EPI : Dr C. Mouvet (coordinateur) ;

- BRGM/MMA : Dr L. Amalric ;

- Université P. et M. Curie, UMR 7201, CNRS : Prof. Jean-Claude Tabet ;
- IRD, UMR 180 MICROBIOTECH : Dr Bernard Ollivier ;

- IRD, UMR 193 IMEP : Dr Hervé Macarie (associé a Jan Dolfing, School of Civil Engineering
and Geosciences, Newcastle University, et Igor Novak, Charles Sturt University, Australie) ;

- CNRS, UMR 6263 ISM2 : Dr Alain Archelas.

Certains noms d’équipes (BRGM/MMA et BRGM/EPI) et responsables (J.C. Tabet) ont changé
durant le projet, les informations ci-dessus sont celles ayant permis la signature de la
convention avec 'INRA. En cours de projet, une collaboration supplémentaire a été nouée par
le BRGM avec l'Institut de Chimie Organique Analytique de I'Université d’Orléans, Prof. B.
Maunit.

Le projet ABAChlor a permis une série d’avancées scientifiques notoires en lien direct avec la
problématique de remédiation des environnements contaminés par la CLD.

La validation compléte d’'une méthode d’analyse de la CLD dans les trois principaux types de
sols antillais sols offre une assise fiable pour des suivis environnementaux de ces milieux, quels
que soient les procédés de remédiation mis en ceuvre. Le fait que cette méthode se soit révélée
appropriée pour les produits de transformation de la CLD résultant du procédé de remédiation
d’'In Situ Chemical Reduction (ISCR), le seul a ce jour ayant fait preuve d’efficacité pour
diminuer la concentration en CLD dans les sols, permettra de renforcer la valeur des résultats
futurs obtenus par ce procédé.

L’identification de la structure de tous les produits possibles de déchloration de la CLD fournit
un référentiel univoque indiscutable auquel pourront se référer tous les travaux futurs de
I'ensemble de la communauté travaillant sur la transformation de la CLD. Les valeurs d’énergie
libre de Gibbs rendues disponibles seront utiles pour expliquer les voies éventuelles de
métabolisation de la CLD.

Les résultats de terrain et de laboratoire montrent un potentiel des communautés naturelles
méthanogénes a dégrader la CLD. Ces résultats sont certes trés peu nombreux et demandent
confirmation, mais ils sont plus prometteurs que ceux obtenus avec des souches pures de
bactéries et archées méthanogénes.

Il reste beaucoup de chemin a parcourir avant d’envisager d’éventuelles applications in situ de

procédés basés sur la seule dégradation microbiologique dont I'efficacité (p. ex. au moins 50 %
d’abattement) reste a démontrer, méme pour des simples milieux de culture. Les travaux menés
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en milieu liquide avec des champignons isolés de sols contaminés en CLD dans le projet
BIODECHLORD (lui-aussi soutenu par 'AIP DEMICHLORD) montrent au maximum 1,2 % de
minéralisation de la CLD et quasi pas d’autres transformations de la CLD (Merlin et al., 2013).

Par ailleurs, une approche physico-chimique a montré en laboratoire sa capacité a diminuer de
71 % la concentration en CLD de nitisols et ferralsols antillais avec la formation de produits
déchlorés (Dictor et al., 2011 ; Mouvet et al.,, 2012). Une voie davenir repose donc
probablement sur la combinaison des deux approches: physico-chimique d’abord pour
déchlorer la CLD et en faciliter I'attaque microbienne, puis microbiologique pour éventuellement
poursuivre la déchloration mais surtout attaquer le squelette carboné et entamer Ia
minéralisation de la CLD.

4 BRGM/RP-62769-FR — Rapport final
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1. Développements analytiques
et calculs thermodynamiques

1.1. BRGM (annexe 1)

Une méthode analytique a été développée et validée (Bristeau et al., 2013) pour I'analyse de la
chlordécone (CLD) dans les trois principaux types de sols Antillais (ferralsol, andosol et nitosol)
sans et avec ajout de matiéres organiques mises en ceuvre dans certains procédés de
remédiation. La méthode consiste en une analyse par chromatographie en phase gazeuse
(CLD-"*C comme étalon interne) couplée a la spectrométrie de masse (triple quadripdle) aprés
une extraction par fluide pressurisé (ASE) avec [lajout dun traceur d’extraction
(transnonachlore). Les paramétres clés de la méthode ont été validés en s’appuyant sur la
norme NF EN T90210. La limite de quantification est de 0,03 mg.kg™" pour la CLD. L'incertitude
élargie (k = 2) est de 40 % pour des teneurs en CLD inférieures ou égales & 1 mg.kg™, et de
30 % pour des valeurs supérieures & 1 mg.kg™.

1.2. UMR 7201 (annexe 2)

Des analyses d’étalons de chlordécone (CLD) et chlordécone-5b-hydro (CLD-5b), ainsi que
d’extraits de sols traités par In Situ Chemical Reduction (ISCR), ont été réalisées en infusion
directe par électrospray (ESI) en mode négatif sur un triple quadrupole (basse résolution) et un
FT-ICR (haute résolution). Les spectres obtenus a trés haute résolution montrent la formation
de différents ions adduits chlorés dont I'activation par collision conduit a un ou plusieurs types
de fragments. La méthode d’activation de la CLD par attachement d’anions a été testée pour
Cl, F, I, CH;COO et CN"; les résultats sont trés encourageants pour cette voie d’analyse, I'ion
CN formant un adduit [C1,CI1,0,CN]. Parmi 24 autres anions inorganiques et organiques
testés, seuls CH,CHCOO", CH,CHCH,COO", HCCCOO" et BH4 forment un adduit de type
[C10Cl100,A] (A =anion). Ces résultats présentent un intérét certain de recherche fondamentale
et mériteront d’étre approfondis dans d’autres projets.

1.3. ICOA ET BRGM (annexe 3)

La capacité de la méthode validée pour la CLD (extraction ASE avec mélange acétone/hexane,
cf. annexe 1) a extraire aussi bien que d’autres méthodes des produits de transformation
potentiellement formés par le procédé de remédiation ISCR a été vérifiee. Un andosol traité
pendant six mois par ISCR a été extrait par deux méthodes différentes, ASE et Soxtec, avec
dans chaque cas cing mélanges binaires de solvants : acétone/hexane (50/50) (v/v),
acétone/dichlorométhane (50/50) (v/v), acétone/dichlorométhane/acide trifluoroacétique (TFA)
(50/50) (v/v) avec 0,1 % TFA, acétone/acétonitrile (50/50) et acétone/acétonitrile/TFA (50/50)
(v/v) avec 0,1 % TFA. Sur base des résultats obtenus en GC/MS full scan et en LC/MS, aucune
des 10 combinaisons solvant/méthode d’extraction ne se différencie quant a sa capacité a
extraire le produit de transformation majoritaire de la CLD résultant du traitement ISCR (une
mono-hydroCLD autre que la 5b) ou d’autres produits de transformation de la CLD. Une
analyse des extraits en mode GC/MS Selected Reaction Monitoring, plus sensible que le full
scan, devra toutefois étre faite pour valider complétement cette conclusion et I'étendre
éventuellement a des produits de transformation autres que ceux détectables en full scan.
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1.4. CNRS, UMR 6263 ISM2, ET IRD, UMR 193 IMEP (annexe 4 et 1" partie de
I'annexe 5)

En parallele aux développements analytiques, une approche théorique de chimie structurale
(annexe 4) a permis de déterminer la structure et d’attribuer le nom de nomenclature
International Union of Pure and Analytical Chemistry (IUPAC) et Chemical Abstracts Service
(CAS) a tous les composés (485 congénéres en plus de la molécule meére, dont 289 avec une
énergie libre de Gibbs de formation - AGf°® - différente) pouvant étre théoriquement générés par
déchloration de la chlordécone.

Des calculs thermodynamiques ont par ailleurs permis d’estimer le AGf® de 62 des 485
congénéres identifiés (des contraintes financiéres ont empéché de faire ces calculs pour plus
de congénéres) ainsi que les variations d’énergie libre de Gibbs associées aux réactions
théoriques de : i) déchloration successive de la chlordécone (arrachage d’'1, 2, 3... a 10
chlores), ii) minéralisation ultime de cette molécule dans différentes conditions rédox
(aérobiose, réduction du fer ferrique, dénitrification, sulfato-réduction, méthanogénése), iii)
réduction (formation de chlordécol) ou oxydation (formation de chlordécone lactone) de sa
fonction cétone, et iv) de fermentation (1° partie de I'annexe 5 ; Dolfing et al., 2012). Toutes les
réactions envisagées sont thermodynamiquement favorables tant dans les conditions standards
que in situ. La déchloration d’'un seul chlore, ainsi que les réactions de réduction et oxydation
de la fonction cétone, libérent suffisamment d’énergie pour permettre la synthése d’ATP et donc
la croissance microbienne. Les dérivés dont la production libére le plus d’énergie ont pu étre
identifiés. Ces composés devraient donc étre formés préférentiellement lors d’attaque
microbienne. Il faut toutefois garder a I'esprit les limites de cette approche thermodynamique qui
ne prend en compte ni la cinétique des réactions ni I'énergie d’activation par lesquelles ces
derniéres doivent passer.

Les potentiels d’oxydo-réduction calculés pour la CLD et ses produits déchlorés suggérent que
'absence apparente de dégradation de la CLD dans les sols et les eaux souterraines des
Antilles soit due a la relative abondance dans ces milieux d’accepteurs d’électrons trés forts,
tels que O, et Fe*. La déchloration réductive de la CLD pourrait par contre avoir lieu dans des
sédiments d’environnements submergés de fagon intermittente (mangroves, marécages d’eau
douce comme la forét a Pterocarpus officinalis) ou de fagon permanente (sédiments marins,
lacustres), mais aussi dans des écosystémes créés par 'homme tels que les digesteurs
anaérobies de vinasses de distillerie ou la fraction organique des ordures ménageéres.

En plus des aspects thermodynamiques, des calculs suggérent que la solubilité théorique dans
'eau des dérivés déchlorés de la CLD devrait augmenter a mesure que le nombre de chlores
portés par la cage bishomocubane diminue : la decahydro-CLD serait 75 000 fois plus soluble
dans I'eau (en mole/L) que la CLD.

Pour pallier le fait que tous les calculs ci-dessus sont basés sur des valeurs estimées de AGf®,
quelques mesures expérimentales par calorimétrie ont été effectuées (collaboration avec Dr.
Aaron Rojas Aguilar et Luis Alfonso Torres Gomez du Département de Chimie du Cinvestav-
IPN au Mexique), dans le but de déterminer I'enthalpie de formation de la CLD et du mirex et
ainsi pouvoir vérifier la solidité de la méthode utilisée pour estimer les AGf°.

8 BRGM/RP-62769-FR — Rapport final
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2. Etude du potentiel de dégradation
de la chlordécone par la culture pure de bactéries
et archées méthanogenes

2.1. IRD, UMR 180 MICROBIOTECH (annexe 6)

Des expériences de dégradation de la CLD ont mis en ceuvre deux bactéries
(Desulfitobacterium dehalogenans et Mesotoga sp) et deux archées méthanogénes
(Methanobacterium bryantii et Methanosarcina barkeri) dont les milieux de culture étaient
enrichis en donneur d’électrons. Les résultats obtenus aprés neuf mois d’'incubations a 37 °C
ont montré une trés grande variabilité dans les témoins biotiques ou abiotiques qui rend tres
délicate I'attribution aux microorganismes des baisses de concentration en CLD éventuellement
observées dans les cultures non stérilisées. Seuls les résultats avec Desulfitobacterium
dehalogenans et le lactate comme donneur d’électrons semblent suggérer une certaine
biodégradation. Une seconde série d’expériences (trois mois et demi d’incubation) menée avec
cette souche montre que les seuls traitements biotiques et abiotiques pour lesquels il existe une
différence significative a la fois dans les concentrations en CLD, mais également en chlordécol,
sont ceux qui mettent en jeu la bactérie en I'absence de lactate mais dans un milieu qui contient
néanmoins 1 g/L d’extrait de levure. Des expériences complémentaires avec un protocole
encore optimisé (mise en solution et ajouts de la CLD et du traceur d’extraction, choix du
donneur d’électrons, durée des incubations...) restent nécessaires avant de pouvoir conclure a
un rble réel joué par Desulfitobacterium dehalogenans dans la dégradation de la CLD en milieu
de culture liquide.

BRGM/RP-62769-FR — Rapport final 9
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3. Etude du potentiel de dégradation
de la chlordécone par des sources naturelles
de Methanoarchaea

3.1. IRD, UMR 193 IMEP (2° partie de I'annexe 5)

Des prélévements réalisés a I'entrée et a la sortie de méthaniseurs traitant les vinasses de deux
distilleries de rhum ainsi que dans les boues biologiques montrent que : i) 53 a 91 % de la
chlordécone (CLD) détectée dans les vinasses en entrée des méthaniseurs n’est pas retrouvée
en sortie, ii) la chlordécone-5b-hydro détectée en entrée ne l'est plus en sortie, iii) la
concentration de CLD et CLD-5b-hydro dans les boues est trés inférieure a celle qu'on devrait y
retrouver si ces deux composés n’étaient éliminés que de fagon physique dans les réacteurs
par adsorption sur ces boues biologiques. Ces résultats suggérent que les environnements
meéthanogénes sont propices a la dégradation de la CLD et de ses dérivés moins chlorés.

En laboratoire, I'installation d’'un méthaniseur de 2 L a été réalisée de novo. Les résultats
obtenus pour les paramétres classiques de performance sont trés bons, avec un abattement de
DCO moyen de 96,2 + 2,5 % pour la DCO totale et de 97,7 £ 0,5 % pour la DCO soluble,
abattement couplé a un rendement méthane (rapport entre la quantité de méthane produite et
la quantité de DCO dégradée) moyen de 0,32 + 0,06 L CH4 /g DCO dégradée, trés proche du
rendement théorique de 0,35. Le potentiel rédox trés négatif mesuré dans la boue du systéme
(EAg/AgCI = - 345 mV ; pH 7,17) est également caractéristique de ceux observés les
environnements méthanogéniques.

Le développement du volet « CLD » s’est par contre heurté a toute une série de problémes liés
au contexte local Martiniquais qui limite la disponibilité d’équipements analytiques adaptés. En
effet, le seul équipement permettant 'analyse de la CLD (extraction des échantillons d’eau par
SPME suivie d’'une analyse par GC/MS) est sollicité par plusieurs projets et a souffert de
pannes répétées avec des temps de remise en état beaucoup plus longs qu’en métropole. Pour
se prémunir de ces problemes, le choix a été fait de privilégier, comme indicateur de
transformation de la CLD, la mesure des chlorures formés lors de la déchloration. Toutefois,
cette approche s’est elle-méme heurtée aux limites en matériel d’analyse disponible localement,
seule la colorimétrie (spectrophotométre Hach-Lange DR3900) pouvant étre mise en ceuvre.
Les travaux menés ont montré de fortes interférences entre les mesures colorimétriques des
chlorures d’une part, et d’autre part les sources de carbone (acétate) et soufre (cystéine) du
milieu de culture, ainsi que les résidus de vinasse (chromophore brun — orange) associés a
inoculum bactérien utilisé. Des essais menés en chromatographie ionique (Cl) se sont eux-
aussi révélés insatisfaisants pour le suivi des chlorures dans le milieu de culture. En effet, une
concentration en acétate de 17 mg/L (alors qu’elle est de 1 g/L dans le milieu) interfére avec le
pic de chlorures a 1 mg/L (concentration dans la gamme des valeurs attendues en cas de
déchloration de la CLD). Le suivi des chlorures par Cl semble par contre possible en sortie du
réacteur.

Malgré tous ces problémes, un résultat trés prometteur a été obtenu. Pour une concentration en
CLD de 2 mg/L en entrée de digesteur et un temps de rétention hydraulique de 5 jours, un
abattement supérieur ou égal a 79 % de la concentration en CLD (mesurée par SPME —
GC/MS) a été obtenu. Vu que cette valeur correspond a une seule mesure sans mise en
évidence d’'intermédiaires de dégradation, elle doit étre prise avec trés grande prudence.

BRGM/RP-62769-FR — Rapport final 11
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4. Perspectives et valorisations des résultats

4.1. PERSPECTIVES

Le projet ABAChlor a permis d’identifier des perspectives prometteuses et de cerner les limites
de certaines approches.

Du co6té analytique, divers travaux seraient @ mener dans le proche futur. Tout d’abord
I'amélioration des capacités a détecter dans les sols des produits de transformation formés par
les procédés de remédiation, quels qu’ils soient. Il serait notamment utile de disposer de
procédures scrupuleusement validées pour purifier des extraits de sols sans perte des
composeés initialement présents. Les méthodes les plus sensibles (e.g. GC/MS en mode
Selected Reaction Monitoring) devraient ensuite étre appliquées a ces extraits. Par ailleurs, la
technique d’ionisation chimique en GC/MS devrait également étre testée sur des extraits de
sols, et la microextraction en phase solide (Solid Phase Micro-Extraction) utilisée pour
rechercher des produits de transformation dans les principaux types de sols sans extraction
chimique préalable.

Une seconde perspective analytique consiste a obtenir des étalons de produits de
transformation autres que les deux seuls disponibles actuellement, le chlordécol et la 5b-
hydrochlordécone. Disposer de ces étalons est une absolue nécessité pour permettre la
quantification des produits formés et en tester le comportement environnemental (solubilité
dans I'eau, sorption, dégradation...) et en déterminer le profil (éco)toxicologique.

La troisieme perspective analytique est probablement la plus complexe : déterminer de maniére
absolument univoque la structure des produits de transformation. Vu la multiplicité des
congénéres possibles pour un méme degré de déchloration, il faut, pour caractériser
entiérement la molécule formée, arriver a préciser les positions de ces déchlorations sur le
squelette carboné. Ces positions pourraient avoir un réle dans le potentiel de micro-organismes
a poursuivre la transformation de la chlordécone au-dela des premiéres déchlorations.

Les travaux de chimie structurale et de calculs thermodynamiques ouvrent également des
perspectives. Il s’agirait par exemple de poursuivre les calculs d’énergie libre de Gibbs pour les
congénéres non encore pris en compte. Ces données pourraient aider a la sélection des
congénéres devant faire l'objet de la plus grande attention, que ce soit pour les
développements analytiques ou pour leur recherche dans les voies de transformation par
déchloration, voire de minéralisation.

Les résultats obtenus sur le potentiel de biodégradation de la chlordécone par diverses souches
de bactéries et d’archées sont contrastés. Si les résultats obtenus a partir de souches
méthanogénes pures isolées ne sont pas encore trés convaincants, le potentiel de consortia
issus de méthaniseurs ouvre par contre des perspectives. Certes ces résultats restent a
confirmer, mais ils pourraient ouvrir la voie assez rapidement a des applications en conditions
naturelles.

Toutes ces perspectives doivent étre examinées a la lumiére du probléme concerné. La
contamination des écosystémes antillais par la chlordécone est un probléme socio-économique
maijeur, et la source premiére de ces problemes est la présence de chlordécone dans les sols et
sous-sols. Partant essentiellement de ces deux seuls compartiments, c’est la multiplicité des
voies et mécanismes de transfert qui aboutit & la contamination des plantes et animaux
terrestres, crustacés d'eau douce, poissons et crustacés marins, eaux superficielles,
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souterraines, estuariennes, marines...La priorité doit donc étre mise sur des travaux permettant
de traiter le probléme a la source. Si ces travaux doivent évidemment étre basés sur des
approches scientifiques rigoureuses, ils doivent toutefois éviter de prendre une orientation trop
fondamentale, de maniére a maximiser les chances de proposer des solutions réellement
applicables a court (2 - 3 ans) ou moyen terme (3 - 5 ans). Dans cette optique, un procédé
comme I'In Situ Chemical Reduction, potentiellement opérationnel a court terme, mérite une
attention particuliere. Une validation de 'ISCR est en cours sur une parcelle expérimentale en
Martinique (convention MEDDTL/DGPR — Brgm) ; mener plus avant ces travaux, afin de mieux
cerner les possibilités et les limites du procédé en conjonction éventuellement avec des
méthodes purement microbiologiques, semble une des perspectives a privilégier. Couplés aux
travaux menés sur les modifications de pratiques culturales (y compris la séquestration -
temporaire ? - de la chlordécone par ajout de compost), de tels procédés, une fois validés en
conditions naturelles, permettraient de proposer des voies de résolution du probléme de la
contamination des sols par la chlordécone. Une fois ce compartiment sol (et sous-sol)
décontaminé (ou au moins sa contamination gérée de maniére préventive durable), il faudra
toutefois étre patient pour voir les effets positifs sur les autres compartiments des écosystémes,
les temps de transfert entre compartiments se chiffrant en années ou décennies.

4.2. VALORISATION DES RESULTATS ET FORMATION A LA RECHERCHE

Plusieurs voies de valorisations des travaux menés au travers du projet ABAChlor ont été
suivies.

Publications de rang A

Dolfing J., Novak I., Archelas A., Macarie H. (2012) - Gibbs free energy of formation of
chlordecone and potential degradation products: implications for remediation strategies and
environmental fate. Environmental Science & Technology, 46, p. 8313-8139.

Bristeau S., Amalric L. and Mouvet C. (2013) - Validation of chlordecone analysis for native
and remediated French West Indies soils with high organic matter content. Anal. Bioanal.
Chem., 2013, DOI 10.1007/s00216-013-7160-2.

Articles dans des magazines de vulgarisation

Macarie H., Dolfing J. (2011) - La chlordécone (CLD) est-elle véritablement réfractaire a une
dégradation microbienne ? Les Cahiers du PRAM, 9, 25-30, 91-95. (http://www.pram-
martinique.org/actualite/Cahiers-pram-9-10.pdf).

Communications avec articles dans Actes de congres

Macarie H., Devault D., Sastre Conde |., Rangon L., Soler A., Labrousse Y., Charpy-
Roubaud C., Roussos S., Guiral D., Dolfing J., Novak I. Archelas A., Woignier T. (2012) -
La chlordécone est-elle biodégradable et biodisponible ? Quelques considérations issues de la
littérature et résultats expérimentaux préliminaires. In : Actes du XXXXI® congrés du Groupe
Francais des Pesticides — 25-27 mai 2011, Orléans, France, Baran N. & Togola A. (Eds).,
BRGM (ISBN 978-2-9530816-5-7, EAN : 9782953081657), 8 pages.

Communications invitées

Macarie H., Dolfing J., Igor N., Archelas A., Labrousse Y. (2012) - La chlordécone (CLD) est-
elle véritablement réfractaire a toute dégradation microbienne ? Ce que nous dit la littérature,
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une approche théorique et des résultats expérimentaux préliminaires. Présentation effectuée
aux Journées de la recherche chlordécone : Recherche agro-environnementale et états
des milieux, 24-25 octobre 2012, Schoelcher/Martinique, Gosier/Guadeloupe.

Poster avec article dans CD-ROM de congrés

Macarie H., Labrousse Y., Sastre-Conde I., Bristeau S., Mouvet C. (2013) - Further evidence
of biodegradability of the POP chlordecone under methanogenic conditions. In: CD ROM
Proceedings 13" World Congress on Anaerobic Digestion: recovering (bio)resources for
the world, 25-28 June 2013, Santiago de Compostela, Spain, Lema J.M., Fdez-Polanco F.,
Carballa M., Rodriguez J., Suarez S. (Eds)., (ISBN 978-84-695-7756-1), 2 pages.

Articles dans la presse

Des pistes contre la chlordécone - Biodégrader une question d'environnement. « Sciences au
Sud », le journal de I'RD, n° 65 (31/07/2012), (http://www.ird.fr/la-mediatheque/journal-
sciences-au-sud/les-numeros-de-sciences-au-sud/n-65-juin-juillet-aout-2012/sciences-au-sud-n-
65-recherches).

Chlordécone : Les bactéries de l'espoir. Fey (Magazine Bimestriel Information Martinique)
n°® 13, (Janvier 2011) (http://s3.e-monsite.com/2011/02/11/06/Fey-Magazine-n-13.pdf).

Biodégradation de la chlordécone : une solution envisageable ? « En Action » n° 10 (octobre
2011) — News Letter du PNAC.

Emissions de radio et de télévision

Godard E., Macarie H., Mouvet C., Woignier T. (2012) - Interview a I'émission « Le tout info »
de Radio Caraibe Internationale sur « la remédiation des sols contaminés a la chlordécone »
(http://www.rcimartinigue.fm/podcasts/Letoutinfos 25-10-2012 18-41-44.mp3).

Macarie H. (2012) - Interview dans le cadre de I'émission télévisé An Tje Péyi A" d'ATV, dédié
a la dépollution des sols chlordéconés (http://www.atv.mg/emissions/32).

Par ailleurs, le projet a permis de former par la recherche trois stagiaires de master, un en
Martinique sous la direction de H. Macarie (IRD/PRAM) et deux a Orléans sous la direction de
L. Amalric (BRGM) et B. Maunit (ICOA).
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Annexe 1
Validation of chlordecone analysis for native

and remediated French West Indies soils
with high organic matter content
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Bristeau S., Amalric L. and Mouvet C., 2013. Validation of chlordecone analysis for native
and remediated French West Indies soils with high organic matter content. Anal.
Bioanal. Chem., 2013, DOI 10.1007/s00216-013-7160-2.

Abstract

An analytic method was developed and validated for the analysis of chlordecone (CLD) in the 3 main
types of French West Indies soils: Ferralsol, Andosol and Nitisol with and without the addition of
Daramend® and compost amendment used in a remediation process. The method consists in analysis
by gas chromatography coupled with triple quadrupole mass spectrometry after Pressurized Liquid
Extraction. The high natural content of organic matter in the soils coupled with the additional
exogenous organic matter from the amendments tested lead to a complex extract. Trans-nonachlor was
used as surrogate to correct the results for extraction efficiency, and °C chlordecone was added as
internal standard to mimic as closely as possible the behaviour of chlordecone and suppress possible
side effects during its analysis. The key parameters of the method (linearity, repeatability, interday
precision, specificity, extraction efficiency and limit of quantification) were validated in accordance
with the NF T 90-210 standard method. The limit of quantification is 0.03 mg/kg. Uncertainty (k=2)
was 40% for concentrations lower than or equal to 1 mg/kg, and 30% for concentrations greater than 1

mg/kg.

Keywords: Soil; Accuracy profile; Chlordecone; Pressurized Liquid Extraction; Gas chromatographys;
Mass spectrometry.



Introduction

An organochlorine insecticide (C1¢Cl;pO) of the bishomocubane family, chlordecone (CLD) was used
in the French West Indies (FWI) between 1972 and 1993 to protect banana plantation against
banana weevil. Over the last ten years, environmental monitoring networks have highlighted high and
frequent contamination of waters, sediments and fish fauna [1]. The intrinsic characteristics of CLD
(very high persistence and sorption on solids), the quantity of CLD employed (300 tonnes), the areas
concerned (hundreds of km?), the socio-economic impacts (limitation of consumption of locally
produced food, bans on fishing) and health concerns [2,3] have resulted in chlordecone in the FWI
becoming a major environmental, social and economic issue.

The environmental problem posed by CLD in the FWI is worsened by the fact that the contaminated
soils are of volcanic origin and may contain significant amounts of amorphous clay (allophane) which
has particular exchange characteristics and complexes the organic matter [4].

Two processes for remediating the chlordecone contaminated soils have been tested in vitro [5]. The
first process requires the addition of compost, up to 30% by dry mass. The second process,
Daramend®, requires the addition, up to 12%, of a mixture of zero valent iron and plant organic
matter.

The difficulty for the quantification of chlordecone in soils comes from the difficulty in obtaining
efficient extraction and an analytical method sufficiently robust to not be unduly affected by the
complex matrix.

Only two articles have been dedicated to the extraction and measurement of CLD in French West
Indies soils. The first article describes a method based on extraction by Pressurized Liquid Extraction
(PLE) followed by GC/MS analysis; the method was validated according to ISO criteria for a mixture
of poorly characterized FWI soils [6]. The limit of quantification, 1 mg/kg, is however insufficient
when compared to the threshold (0.25 mg/kg) considered as being likely to lead to the contamination
of cultivated plants [7]. Studies that use infrared spectrometry have given some interesting results but
the analysis is based on statistical interpretation of spectral lines that requires preliminary calibration,

and the process revealed poor correlation for high concentrations of CLD (>12 mg/kg; [8]). The other
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papers dedicated to the analysis of CLD generally concern developments made on calibration
solutions [9, 10, 11].

The aim of the present study was to develop and validate an analytical method for the analysis of CLD
in the 3 main types of FWI soils: Ferralsol (FRL), Andosol (AND) and Nitisol (NIT) [4]. The method
takes into consideration the input of exogenous organic matter from the remediation processes [5]. Gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS/MS triple quadrupole) was used, following
pressurized liquid extraction (PLE) with the use of "*C chlordecone (CLD13) as internal standard with

the objective of reducing the quantification limit.

Materialsand methods
Chemicals

The standard chlordecone hydrate (CAS 143-50-0) is commercialised by CIL Cluzeau (Sainte-Foy-La-
Grande, France) in solid form. The internal standard CB53 (CAS 41464-41-9) and the surrogate trans-
nonachlor (CAS 39765-80-5) are available from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France). CB53
is obtained at 10 mg/L in isooctane and trans-nonachlor in a solid form. CLD13 at 100 mg/L in nonane
is commercialised by LGC Standards (Molsheim, France). All of these standards have purity greater
than 98%. Analytic grade organic solvents (acetone, cyclohexane and hexane) were obtained from

Fisher Scientific (Illkirch, France).

Preparation of standard solutions
The individual standards were prepared from solid standards dissolved in acetone (200 mg/L) and
stored at -18°C. A 1 mg/L mixture was then prepared by dilution with cyclohexane. The calibration
solutions were then prepared by successive dilutions in cyclohexane in order to obtain a range of
concentrations from 15 to 250 ug/L. At the end, final solvent of calibration solutions contained (v/v)
0.5% isooctane from the internal standard solution CB53, 0.2% nonane from the internal standard

CLD13 and 0.02% (15 pg/L) to 0.25% (250 pg/L) acetone from CLD and trans-nonachlor solutions.



Instrumentation

The extraction procedure (PLE) was carried out using an ASE 350 system from Dionex S.A.
Corporation (Voisins-le-Bretonneux, France) with 22 mL stainless steel vessels. GC/MSMS analysis
was performed with a Bruker system (Marne la Vallée, France) composed of a GC450 gas
chromatography apparatus equipped with an 1177 injector, a Combi Pal (CTC) autosampler and a
300MS triple quadrupole mass spectrometer.

The injector was equipped with a 4x6.3x78.5 mm liner with fibreglass and Sky™ deactivation. The
compounds were separated on an Rxi-1MS (30 m, 0.25 mm ID, 0.25 um) column from Restek (Lisses,

France).

Soil samples

The 3 main types of FWI soil, AND, NIT and FRL were collected from Guadeloupe and Martinique.
The soil AND is characterised by a very high organic matter content, approximately 4 times greater
than the other two soils, a pronounced acidic pH and a CEC that is 1.4 to 2.2 times that of the other
two soils. The granulometric clay content of Andosol is markedly lower than that of FRL and NIT
(Table 1).

For the study of the remediation processes, the mesocosms were subjected to i) In Situ Chemical
Reduction (ISCR) with input of the Daramend® soil amendment (60-80% of plant organic matter and
20-40% of zero valent microscopic iron) up to 12% by dry weight of the soil to be treated [12], or ii)

input of compost to 30% by weight (equivalent to 50% by volume).

Procedure

1.1.1.Sample preparation

Before analysis, the soil was dried at 38°C (x 1°C) for a period of 72 hours. After drying, the residual
humidity of the soil varied between 3 and 8%, depending on the soil type. The sample was reduced by

crushing followed by grinding to a particle size of less than 80 um.
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1.1.2.Extraction

Extraction was performed using PLE. This system enables extraction from 5 g of soil (spiked with 0.2
mL of a 10 mg/L solution of trans-nonachlor used as surrogate) by a 50/50 v/v mixture of acetone and
hexane. Soils were mixed with Hydromatrix (to remove moisture) and introduced into a 22 mL cell
with a piece of cellulose paper in the bottom. The temperature was 100°C, with 3 cycles per sample, a
60% flush volume, a static time of 5 minutes and a purge time of 120 seconds.

In this study, a surrogate was added before the extraction in order to evaluate the extraction process.
Trans-nonachlor (C;,HsCy) was selected as it includes, as CLD, a carbon cycle and a high number of
chlorine atoms, and was not present in the soils being studied. The trans-nonachlor recovery rate was
used to correct CLD result. Previous studies have shown that it perfectly mimicked behaviour of CLD.
Two internals standards were added before analysis. CB53 was used for the trans-nonachlor
calibration and CLD13 for CLD calibration.

The extract was reduced to a volume of approximately 10 mL by means of a nitrogen stream. An
aliquot of 1 mL was taken (fractionated to 1/10). The extract fractionated was reduced by nitrogen
stream and completed with cyclohexane three times. The final extract was finalised with 1ml of
cyclohexane. Before GC/MSMS analysis, an input of the internal standards was performed with 0.1
mL of a 2 mg/L solution of CLD13 and 0.5 mg/L. CB53 in order to quantify CLD and trans-nonachlor,
respectively.

The final extract was composed (v/v) of 0.5% isooctane and 0.2% nonane from individual standards
CB53 and CLD13, respectively.

The equivalent amount of soil sample in these final extract is 0.5 g soil sample per mL.

1.1.3.Gas chromatography-mass spectrometry

The injection volume in the GC system was 1 pL at 100 pL/sec. The temperature of the injector was

maintained at 280°C. The injector was operated in splitless mode at 1 mL/min in constant.



The syringe was rinsed before (3 times in 5 pL of cyclohexane) and after the injection of the extract
and the standards (5 times in 5 puL of acetone and 2 times in 5 pL of cyclohexane). The column was
heated to 50°C for 1.1 minutes then to 250°C with a gradient of 30°C/min and finally to 310°C at
10°C/min and isothermally for 1.5 minutes. The transfer line was at 310°C. The ionisation source,
using positive electron impact, was at 250°C. The collision gas pressure (Argon in CID) was 1.5
mTorr. The resolutions of Q1 and Q3 were fixed at 1.5 and 1.2 respectively.

The most intense fragment for CLD and CLD13 corresponds to the cyclopentadiene 2C5Clg [13] and
BCsCls. CLD and CLD13 show up as ions with the same mass (m/z from 275 to 283). The most
abundant mass of CLD13 with less than 0.1 % interference with the masses of CLD is the mass m/z
281. The transition for the quantification of the CLD13 is therefore 281>246.

The retention times and detection parameters are shown in Table 2.

1.1.4.Validation procedure

Validation was undertaken in accordance with the ISO 17025 [14] standard method and, since there is
no equivalent standard for soils, by applying the requirements of the NF T 90-210 [15] standard
relative to methods of water analysis. This validation includes the characterisation of the calibration
curve, the efficiency of extraction, the study of the specificity, the characterisation of the limit of
quantification, the determination of the repeatability and interday precision and the estimation of

measurement uncertainties.

Results and discussion

Influence of the solvent in the preparation of standard stock solutions
Huckins et al. [16] have demonstrated the effects of solvent on CLD (reactions to form a hemiacetal,
reduction or increase in the compound’s signal depending on the solvents). We therefore studied the
influence of varying the solvent used in the preparation of the stock solution. Three solvents
(methanol, isooctane and acetone) of differing polarity were tested for the preparation of the stock

solution (200 mg/L). Three calibrations (50 to 250 ug/L) were prepared from these solutions by
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dilution in cyclohexane. The results showed that CLD response is 2.2 times and 1.8 times greater with
methanol and acetone, respectively, relative to isooctane. Therefore, the higher the polarity of the
solvent used for the preparation of the stock solution, the better the response in GC/MS of the CLD,

with methanol giving thus the best response.

The influence of the quantity of polar solvent (methanol) in the injected standards was also tested. The
addition of 0.2% of methanol in a standard containing only isooctane increased the signal of the CLD
by a factor of 2.

This signal increase can be explained by the affinity of the compound with polar solvents despite its
characteristic of being poorly soluble in water [17] (1-2 mg/1 at 20 °C for acidic and neutral pH). CLD
is likely to evolve into a more soluble form to form, the chlordecone-hydrate (C,oH,Cl;o(OH),),

resulting from a reaction of water with the ketone function of the CLD to form a "gem-diol" [18].

These tests showed the influence of the composition of the final solvent on the response of CLD
during gas chromatography analysis and hence the influence of the preparation of the calibration
solutions and the importance of the choice and nature of the solvent used in the stock solution. It is
critical that the final solvents used for the samples and for the calibration solutions are identical in
order to have coherent results.

Consequently, solvents used for the extraction were a hexane/acetone mixture; while cyclohexane was
used as final solvent before injection into the GC/MS. Accordingly, acetone was used as the solvent

for the stock solution and cyclohexane for the preparation of the calibration solutions.

Additional checks of the extraction method and mass spectrometry
As Andosol soil contains allophones which have particular exchange characteristics [19,20], the
closure of the nanoporosity of this soil type by drying might result in a less efficient extraction of
CLD. Although the drying used in the study was undertaken at only 38°C, when the influence of
drying on nanoporosity is likely to be most pronounced at temperatures higher than 100°C (T.

Woignier, personal communication to C. Mouvet, April 2011), the effect of the drying was



nevertheless verified. A sample of raw Andosol (with a humidity of 60%) was divided into 2 sub-
samples for an extraction after drying/grinding (particle size less than 80 pm, see 2.5.1) and an
extraction on the original, wet, not ground sample. This operation was performed in triplicate. The
mean values in the wet soil, 14.5 mg/kg with a standard deviation of 0.2 mg/kg, is not significantly
different from that of the dried soil, 12.5 mg/kg with a standard deviation of 0.3 mg/kg, as
measurement uncertainty is 30% (§3.3.5). The extractions were therefore performed on soil dried at

38°C for AND and the 2 other soils.

Validation of results

1.1.5.Calibration

Calibration was performed using seven concentrations from 15 to 250 pg/L (equivalent to 0.03 to 0.5
mg/kg in the soil, respectively). Each calibration was prepared 5 times from independent solutions
adhering to conditions of intermediate precision (same person, different day).

Weighted linear regression in 1/x was chosen as the calibration model.

According to the NF EN T 90-210 requirement, bias (difference between the calculated concentration
and theorical value) was calculated for each standard. The maximum observed bias was 11%

(observed for the lowest value) with a correlation coefficient greater than 0.996 (Figure 1).

1.1.6. Efficiency of extraction

The efficiency of the extraction was evaluated by spiking non-contaminated NIT and AND soils (<
0.03 mg/kg) and moderately contaminated FRL soil (0.23 mg/kg, no typical FRL free of CLD
contamination was available). NIT and FRL were spiked at 0.1, 0.25, 0.5, 1 and 10 mg/kg in
duplicates. AND was spiked only at 1 and 10 mg/kg in duplicates, as lower levels are not found in the
soils studied. The results are shown in Table 3.

All of the biases were lower than 40% for spiking levels between 0.1 and 0.5 mg/kg for the NIT and

FRL soils, and within = 22% for spiking levels between 1 and 10 mg/kg for most of the NIT, FRL and
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AND soils. These data will be taken into account in the determination of the uncertainty of the method

with 40% for level between 0.03 mg/kg and 1 mg/kg.

1.1.7.Specificity

The high natural content of organic matter in the soils, in particular Andosol (up to 13 — 15%, table 1),
and the addition of exogenous organic matter result in a complex matrix that could induce matrix

effects or affect the extraction efficiency.

In order to evaluate if the matrix effects linked to the modification of the soil by the ISCR remediation
process are correctly taken into account with the use of CLD13, the concentrations of CLD obtained
through quantification of the extract by calibration in the solvent were compared with those obtained
using the standard additions method. This was done for 3 levels of concentration added to the extract
for the 3 soils and 4 different additions of exogenous organic matter (6%, 12% of Daramend® and
5%, 30% of compost) and 1 control (total of experimental conditions : 5 for each soil). All of the soils
were prepared the same day. Dilution by the input of organic matter is taken into account in the

results.

The results for the means of the 5 concentrations, measured in the soils by standard additions method
and calibration curve with internal standard (Table 3), demonstrate that the use of CLD13 as internal

standard is appropriate to take into account the matrix effects due to the addition of organic matter.

The results of CLD in 4 different additions of exogenous organic matter, obtained by calibration
curve, were then compared to the control to verify the influence of the addition of organic matter (due
to the remediation process) on the determination of CLD concentration in the 3 soils (Figure 2). All of
the concentrations in the 3 soils with added organic matter were equivalent to the concentration of the
original soil (without addition) when the uncertainty of the method (cf. §3.3.5) was taken into account.
This specificity was also evaluated by comparing the results of the extraction efficiency of the 3 soils

(cf. 3.3.2).



The method is thus applicable for all of the 3 soils with the input of organic matter coming from the

Daramend® and compost.

1.1.8.Limit of quantification (LOQ)

The concentration of 0.03 mg/kg (equivalent to the first concentration level of the calibration) was
tested as the limit of quantification by spiking the 3 natural soils (NIT, FRL and AND).

The LOQ of 0.03 mg/kg was evaluated within conditions of repeatability by doubling the extraction (2
extractions from 2 samples of the same batch) for the 3 soils, and interday precision by performing this
series of extractions on the 3 soils on 6 different dates.

The contents found after spiking at the limit of quantification are shown in Table 3.

The accuracy of the limit of quantification presupposed should be checked against the maximum
tolerated range of 60% of the limit of quantification (a value obtained by convention from the NF T
90-210).

The NF T 90-210 standard specifies also the execution of a test indicating if the observed deviation
between the mean of the results and the spiking value is significant. It is therefore required to calculate

a standardised difference (Ey) [14] in the following manner:

LOQ — zLOQ
; 2
\/(Umterrl”day + Uref2>

Where

EN=

LOQ: the spiking value, zLOQ: the mean of the measured values, Ujneraay: the coefficient of interday
variation, n: the number of values used to calculate the mean, Uref: standard uncertainty associated

with the reference value (estimated by calculation at 1%).

The 2 criteria (maximum tolerated range of 60% and EN < 2) are fulfilled: i) the mean contents
measured (+/- 2 times the standard deviation of the intermediate precision), in this case 0.018 to 0.027
mg/kg, has to be located in the range of +/- 60% of the spiking value (0.012 to 0.048 mg/kg), and ii)

the value of Ey is less than 2.
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The limit of quantification of 0.03 mg/kg is validated.

1.1.9.Repeatability, interday precision and uncertainty of the method

An experimental design, of the accuracy profile type, was used to validate the repeatability and
interday precision. It consists in analysing the variance and calculating the intra and inter-series
variations. The repeatability and interday precision was achieved by doubling the extraction for the 3
soils on 5 different dates. The analyses were performed independently for each of the 5 series of
analysis.

The coefficients of interday variation were 8%, 6% and 9% for the 3 levels of concentration of CLD

(1, 2 and 16 mg/kg) of the NIT, FRL and AND soils (Table 3) soils, respectively.

The uncertainty is calculated from the evaluation of the repeatability/interday precision of the 3 soils,
from tests relative to the limit of quantification, and from study of the extraction efficiency.
By definition, the uncertainty (U) is a function of the intermediate precision (Uinerday) and of the bias

of the method (Uy) (ISO/DIS 11352 [21]).

U= \/Uinterdayz + sz
The component Uy is calculated from the Root Mean Square of the observed bias (RMS,) when

spiking was performed during the validation and the uncertainty on the concentration of spiking level

(Uadd)'

Ub = ’RMSbZ + Uaddz
b;?

RMS, = 2bi

Where: b;: the observed bias compared with a total recovery of 100%

n: the number of tests (where n>6)



The values of the coefficients of interday variation (Uinerday) Were 10%, 8%, 6% and 9% for the soils at
0.03 mg/kg (NIT, FRL and AND), 1 mg/kg (NIT), 2 mg/kg (FRL) and 16 mg/kg (AND), respectively.

The uncertainty for the value of the spiking level at the LOQ (U,4q) was 1%. It was calculated during
the weighing operations performed during the preparation of the different solutions.

The mean bias (RMSy), calculated from observed biases during the study of the extraction efficiency is
13%.

The uncertainty U is increased by the factor k=2 (expanded uncertainty at a confidence level of
approximately 95%).

The measuring uncertainty associated with the CLD result is 40% for level between 0.03 mg/kg and 1

mg/kg, and 30% for a concentration greater than 1 mg/kg.

Conclusions

The method described is suitable for the analysis of chlordecone in the 3 main types of French West
Indies soils taking account of the soils high content of organic carbon and supplementary inputs
thereof due to remediation processes. The limit of quantification of the method is 0.03 mg/kg. The
associated measuring uncertainty is 40% for a concentration between 0.03 and 1 mg/kg and 30% for a
concentration above 1 mg/kg. This method ensures that the effects observed in remediation studies are
only due to the remediation processes based on ISCR and addition of compost, not to analytical
artefacts.

However, the accuracy could not be estimated since there is no reference material for CLD and inter

laboratory tests have yet to be conducted.
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Figl: Observed bias (in %) and MTR allowed for the calibration range (15 to 250 pg/l)
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Fig2: Concentration of CLD measured by calibration curve (with expanded uncertainly) in a soil with
and without an input of exogenous organic matter in the soils (Daramend®: mixture of Iron(0) and

organic matter; compost).
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Table 1: Physico-chemical properties of the 3 Antilles soils contaminated by chlordecone.

Soil Clay % Silt% Sand % Ca(SOO3 n?;ﬁi?loi (meg.l;:l% 0g) pH water pH KCl
Andosol 23.6 467 16.2 0.2 13.4 37.5 53 4.8
Ferralsol 59.1 30.1 7.0 <0.1 3.9 17.2 5.6 4.9

Nitisol 37.8 423 16.2 0.2 3.7 27.0 6.1 5.2

Table 2: Detection parameters in GC/MSMS (electron impact)

MRM transitions
Compound RT (min) Quantification transition, m/z (% Qualification transitions (% abundance,
abundance, collision energy V) collision energy V)
chlordecone 9.6 272>237 (100, 15) 270>235 (60, 15); 272>235 (20, 15)
chlordecone C13 9.6 281>246 (33, 15) 279>244 (100, 15)
trans-nonachlor 8.9 409>300 (100, 25) 407>298 (64, 25); 411>302 (62, 25)

CB53 7.9 292>222 (100, 25) 292>257 (100, 10)
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Contribution de I’'équipe CSOB-UPMC

Héloise Dossmann

Notre participation au projet ABaCChlor a pour but d’aider a optimiser la détection de la
mol écul e de chlordécone dans des milieux complexes.

|. Analysed’échantillons standards
Le premier objectif de ce projet était |’ obtention de spectres de masse a tres haute résolution
des échantillons standards de chlordécone et dérivés. Deux produits sont disponibles
commercialement : la chlordécone (CLD) et la chlordécone-5b-hydro (CLD-5b). Les
échantillons de CLD et de CLD-5b ont été analysés en infusion directe par électrospray (ESI)
en mode négatif sur deux instruments, un triple quadrupole (basse résolution) et un FT-ICR
(haute résolution).

CLD : Le spectre obtenu a tres haute résolution est présenté Figure 1. On observe un tres bon
signal en mode négatif d’un ion adduit [C10Cl100 + HOJ™ ou [C10Cl100 + CH3Q]™ (voir les
massifs isotopiques de ces deux adduits donnés Figure 1(c) et(d)). L’ activation de cesions par
collision conduit a un seul type de fragment, I'ion CoClg, formé par perte de CO, + HCI ou
CO, + CH3Cl (Figures 2 et 2A). Une sélection de cet ion (CoClg) suivie d une activation par
collision permet d’ observer une perte de Cl, menant al’ion CoCl; (Figure 3).
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(C) [C10Cl100,CHZ0] (C) [C14Cl1o0O,HO]
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Figure 1 : Spectre de masse de la chlordécone obtenue par ESI/FT-ICR dans une solution de MeOH. Le spectre
est présenté (a) sur toute la gamme de masse enregistrée, (b) danslarégion ou lesions adduits apparaissent. Les
spectres (€) et (d) présentent les massifs isotopiques des ions adduits [C1oCl100 + HOJ ™ et [C14Cl100 + CH30]
respectivement.
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Figure 2: Spectre CID (He, Eia = 10 €V) de I'ion adduit (a) [C1oCl100 + CH30] et (b) [C1oClyoO + HOJ
(sélection de |*ion monoisotopique (a) m/z516.7 et (b) m/z502.7).

CLD-5b : Différents ions adduits chlorés sont observées pour ce produit, en particulier I’ion
[C10ClgHO,CH30OH,CH30]” (Figure 4). Cet adduit est I'ion chloré principal observé. Son
activation par collision (Figures 5) permet |’ observation de différents fragments issus d une
perte d' eau, de méthanol, de « CHsO, » (perte non identifiée structuralement) ainsi que la
perte de HCI. Une analyse plus poussée est en cours pour cet échantillon afin de déterminer
par des mesures de masse précises (a haute résolution) les formules brutes exactes des ions
formes.
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Figure 3 : Spectre CID (He, E;z = 10 V) del’ion adduit CoClgy™ (sélection de tout le massif isotopique).
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Figure 4 : Spectre de masse de |a chlordécone-5b-hydro obtenue par ESI/TQ dans une solution de MeOH. Le
spectre est présenté (a) sur toute la gamme de masse enregistrée et (b) dans larégion ou les ions adduits sont
observés.
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Figure 5: Spectre CID (He, E5 = 10 eV) de I'ion adduit [C,ClgHO, CH;OH, CH;0] (sélection de I'ion

monoisotopique Mz 519.7). Le spectre est présenté (a) sur toute la gamme de masse enregistrée et (b) dans la
région ou lesions fragment sont observés.

[I. Analysed’'un échantillon traité

Le BRGM nous a fourni un extrait correspondant a du sable de fontainebleau dopé a 40
mg/kg et ayant subi 2 cycles complets Daramend + une phase anaérobie. L’ analyse ESI/MS
de cet échantillon par infusion directe sous différentes conditions (solvants et dilution) montre
plusieurs motifs chlorés a haute masse moléculaire. Ainsi, nous avons pu identifier des
dimeres de chlordécone dans la région n/z 990-1050. Ces dimeéres sont présents sous forme
d’ adduits avec des molécules de solvant (eau et méthanol, Figures 6). Nous n’ avons pas été en
mesure a |’ heure actuelle d'identifier des dérivés dégradés de la chlordécone et travaillons sur
les conditions expérimentales (ionisation et analyseur) afin de gagner en sensibilité et
éventuellement d’ observer ces produits.



UPMC E

IAA1 SORBONNE

Sable dopé
18) (0.5 uM, MeOH)

lonsignd (au.)

L LR R T 1 T T LI LI I B D B B N B N B B B B B B
200 400 600 800 1000 1200

m'z
1_b) Controle
(0.5 uM, MeOH)
3
)
T
(o))
‘D
5
I"l"|"'I'I"T'T|A""Illu"'hl'|l""I""|'"'I""|""I""|
200 400 600 800 1000 1200
m'z
2.9) Sable dopé :
(0.5 M. MEOH) [2C,,Cl1,0,CH50OH,CH0]
S [2C4Cl160,H;0,CH5O]
g [2C,,Cl140,CHS0] /\
‘D -
5 |[2C1CliOHOl ">
B /\
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
n'z
2.b) Contrdle
(0.5 1M, MeOH)
=S
8
®©
C
(@)]
K}
c
S

ﬂTﬁ'ﬁTFﬁ'lTFﬁ'lTﬁ'ﬁTﬁ'l‘lTrmTrmTﬁ'ﬁTﬁ'ﬁTrmTﬁ'ﬁTﬁ'ﬁTrr
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
m'z
Figure 6 : Spectres de masse de |’échantillon @) de sable dopé (Chlordécone + Daramend) et b) de controle

(Daramend) obtenus par ESI/FT-ICR dans une solution de MeOH dans différentes régions de masse (1 : région
entiére, 2 : 990-1060)
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[11. Synthése de produits de dégradation

Les produits de dégradation de la CLD n’étant pas disponibles commercialement, un de nos
objectifs est de parvenir a en synthétiser certains afin de pouvoir obtenir leur spectre de masse
de référence qui seront utiles a I'analyse d échantillons complexes. Parmi les différentes
méthodes de dégradation de la CLD citées dans la littérature, nous en avons considéré celle de
Schrauzer et Katz (Bioinorg. Chem.. 9 123 (1978)) faisant intervenir lavitamine B12.

La réaction que nous avons essayé de reproduire consiste en la réduction de chlordécone avec
lavitamine B12 en présence de NaOH et de 2-hydroxybutanone. Aprés une quinzaine de jours
de réaction, nous avons obtenu le spectre de masse présenté Figure 7. Ce spectre est composé
de nombreux ions parmi lesguels nous observons quelques ions chlorés. L’ étude des masses
précises de ces ions est en cours et permettra d’identifier leur structure et ainsi de déterminer
dans quelle mesure la chlordécone a pu étere dégradée par cette méthode.

Solution de Chlordécone/Vitamin B12 + 3-hydroxybutanone + NaOH

@ (diluée 250 fois dans MeOH : H,0 (1:1))
a
El
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Figure 7: Spectre de masse de la solution de chlordécone/Vitamine B12 + 2-hydroxybutanone + NaOH préparée
selon le protocole donnée par Schrauzer et Katz (ESI/FT-ICR dans une solution de MeOH). Le spectre est
présenté (a) sur toute la gamme de masse enregistrée et (b) dans la région ou la plupart des ions chlorés sont
observés. Les astérisques* indiquent des structures chlorées non identifiées structurellement.

V. Activation delaCLD

Le dernier objectif de ce projet consistait a tester de nouvelles méthodes d' activation de la
chlordécone afin de produire de nouveaux fragments ioniques et ains d'enregistrer leur
spectre de référence.
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Dans un premier temps, nous avons testé une méthode d activation électronique de la
chlordécone (EID, electron-induced detachment) qui ne nous a pas permis d’ observer de
fragments. Nous nous sommes alors tournés vers les méthodes d’ activation par attachement
d’anions qui montrent de bons résultats pour des molécules répondant peu aux méthodes
classiques de spectrométrie de masse. Cette méthode consiste a introduire différents anions
dans des solutions de chlordécone et a déterminer si ces anions forment de nouveaux adduits
avec lamolécule cible et si ces adduits se dissocient de fagon originale. Parmi tous les anions
testés (ClI°, F, I, CH3COOQO', CN), les résultats ont été trés encourageants dans le cas de I'ion
CN'. En effet, nous observons tout d abord la formation d’un adduit [C10Cl100,CN]" (Figure
8) ce qui n’est pas le cas avec les autres anions. Une activation collisionnelle classique de cet
ion méene a une perte « CNCIl » donnant lieu a la formation de I'ion C1o,ClgO™ qui lui-méme
peut perdre un groupement Cl, pour former I'ion CyCl7 (Figures 9).

Chlordecone + KCN (1:1)
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Figure 8: Spectre de masse d’'une solution de chlordécone + KCN (1:1) obtenue par ESI/FT-ICR dans du
méthanol. Le spectre est présenté (a) sur toute la gamme de masse enregistrée et (b) dans la région ou I'ion
adduit [C14Cl100,CN] est observé (signal rouge).
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Figure 9 : Spectre CID (He, E5 = 10 eV) de I'ion adduit (a) [C19Cl100, CN] (sélection de I'ion m/z 515.7) et (b)
C1oClgO" (sélection de l'ion m/z 450.7).

La formation de I'ion C1oClgO™ a partir de I'ion adduit [C10Cl100,CN]" présenté un intérét
fondamental certain car cet ion nest produit qu'en présence de CN'. Afin de mieux
comprendre les paramétres gouvernant la formation de cet adduit, une nouvelle série d’ anions
a été testée, chaque anion étant choisi en fonction d'un parametre tel qu’ affinité éectronique,
acidité en phase gazeuse, nucléophilie. Ce travail a été effectué lors d' un stage de licence
effectué pendant 5 semaines en janvier-février 2013 par Amélie Karouia, éudiante al’ UPMC.

Tableau 1 : Série d’ anions testés lors des expériences d’ attachement ala chlordécone.

NH4sHSO, CeHsCOOH Pyrrole

NH,HCO; CeHsCH,COOH Indole

NH,CIO, HCCCOOH | sopropylamine
NH,I CH,CHCOOH Pyridine

KNO, CH,CHCH,COOH Ethanethiol
NH.NO; Tétracyanoéthylene
NH,CH3;COO MgBr, Cyanophénol
NaBH, P(OCH3)3

NaNH,

KMnO,

Le tableau 1 présente les anions ayant été testés. Les résultats ont montré qu’a l’ exception de
guelques anions, aucun adduit de type [C10Cl100,A]” (A = anion) n'a pu étre observé. Les
exceptions concernent les ions CH,CHCOO', CH,CHCH,COO', HCCCOO' et BH,. Pour ces
ions, un signal trés faible correspondant a un adduit de type [C10Cl100,A]” a pu étre observé
mais malgré différents essais de concentration, ce signal n'a pas pu étre amélioré et aucune
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expérience d' activation de ces ions n'a pu étre effectuée a cause du manque de signal. Ces
essais n'ont ainsi pas permis d' éucider les mécanismes et paramétres menant a la formation
d’ions adduits.

V. Photoionisation delaCLD

En plus des expériences classiques de spectrométrie de masse menées au laboratoire, nous
avons souhaité éendre ce projet a I'étude de la CLD par photoionisation au moyen du
rayonnement synchrotron. Pour cela, nous avons déposé une demande de temps de faisceau au
synchrotron SOLEIL et notre projet a été retenu il y a quelques semaines. Les expériences
auront lieu en décembre 2013 sur la ligne de lumiére DISCO. Notre objectif est d’ étudier
I’effet de la lumiere VUV sur la CLD ainsi que sur ses adduits ([C1oCl100,CH30] et
[C10Cl100,CN]” notamment). || s'agiraainsi de déterminer si des fragments de ces adduits sont
formés en fonction de I’ énergie de photons et |e cas échéant, d obtenir les spectres de masse
correspondant a ces fragments. Le montage expérimental disponible sur la ligne de lumiére
DISCO consiste en effet en une source a pression atmosphérique modifiée couplée a un piege
a ions quadripolaire. L’ionisation s effectue dans la source au moyen du rayonnement
synchrotron qui offre une grande accordabilité ainsi qu’un flux tres intense de photons. Les
ions formés sont ensuite directement transférés dans |’analyseur quadrupolaire permettant
ains |’ enregistrement de leur spectre de masse.
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[lustrations complémentaires del’annexe 2

I. Analysed’échantillons standards
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Figure 1A : Spectre de masse de la chlordécone obtenue par ESI/FT-ICR dans une solution de MeOH (&) sur

toute la gamme de masse enregistrée. Les spectres (b) et (c) montrent en détail les régions contenant les ions
adduits [C1oCl 1,0 + HOJ™ et [C1oCl 100 + CH30]" respectivement.
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Figure 2A : Spectre CID (He, Ex = 10 eV) de I'ion adduit [CiCl;0O + CH30] (sélection de I‘ion
monoisotopique m/z 516.7).
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Figure 3A : Spectre CID (He, Ej4, = 10 €V) del’ion adduit CyCly (sélection de tout |e massif isotopique).
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Figure 4A : Spectre de masse de la chlordécone-5b-hydro obtenue par ESI/TQ dans une solution de MeOH.
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Figure 5A : Spectre CID (He, Ey = 10 eV) de I'ion adduit [Cy,ClgHO, CH30H, CH30] (sélection de I‘ion
monoisotopique m/z 519.7).

1. Analysed’un échantillon traité
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Figure 6A : Spectres de masse de |’ échantillon a) de sable dopé (Chlordécone + Daramend) et b) de contréle
(Daramend) obtenus par ESI/FT-ICR dans une solution de MeOH dans différentes régions de masse (1 : région
entiere, 2: 990-1060, 3: 690-815 et 4: 500-580). Les astérisques * indiquent des structures chlorées non
identifiées structurellement.
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[11. Synthése de produits de dégradation
Solution de Chlordécone/Vitamin B12 + 3-hydroxybutanone + NaOH
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Figure 7A : Spectres de masse de la solution de chlordécone/Vitamine B12 + 2-hydroxybutanone + NaOH
prpéarée selon le protocole donnée par Schrauzer et Katz. Les spectres ont été obtenus par ESI/FT-ICR dans une
solution de MeOH ((a) : gamme de masse totale et (b): région présentant plusieurs adduits chlorés). Les
astérisques * indiquent des structures chlorées non identifiées structurellement.

V. ActivationdelaCLD
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Figure 8A : Spectre de masse d’'une solution de chlordécone + KCN (1 :1) obtenue par ESI/FT-ICR dans du
méthanol.

15



UoMC

IAA1 SORBONNE

) m/z 450.7

5

lonsigna (au.)

CyClgO

CyCl,0

P N

Hﬁ_ﬁﬁ_ﬁ_ﬁﬁ_ﬁﬁ_ﬁ_ﬁ_ﬁ_ﬁ_ﬁﬁﬁ_rﬁﬁ_l_m

100

200 300 400 500
m'z
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RESUME

Classée depuis 2007 parmi les Polluants Organiques Persistants par la convention de
Stockholm, la chlordécone persiste dans les sols et les eaux antillais engendrant de
nombreuses conséquences néfastes tant sur le plan humanitaire qu’environnemental. Le Plan
National d’Action Chlordécone, mis en place depuis 2008, ceuvre dans le but de proposer une
solution a ce probléme en mettant notamment en place des projets de recherche visant a

dégrader la chlordécone.

Aucune étude n’existe sur la caractérisation de la chlordécone et de ses produits de
dégradation dans les sols. La littérature fait état de 3 produits de transformation, la 8-
monohydro-chlordécone, la 2,8 ou 3,8-dihydro-chlordécone et le chlordécol observés dans

différentes matrices minérales et biologiques.

L’objectif de cette étude a ét¢ de mettre en évidence les produits de dégradation de la
chlordécone dans un des sols antillais, Andosol, traité¢ pendant une période de six mois par le
processus chimique de réduction chimique in situ (ISCR-Daramend®). Pour cela, nous avons
comparé deux méthodes d’extraction : extraction accélérée par solvant (ASE) et ’extraction
Soxtec. Dans ce cadre, cinq mélanges binaires de solvants différents ont été choisis afin de
voir si ces derniers jouaient un rdle sur I’efficacité d’extraction des produits de dégradation et
donc de leur détection. Les extraits ainsi obtenus ont été¢ analysés par GC-MS, études
complétées par des analyses en LC-qTOF-MS. Les résultats ont montré que la polarité des
mélanges de solvant choisis n’influencait pas la nature des composés extraits. Quelle que soit
la composition des mélanges d’extraction, deux composés issus de la déchloration de la
chlordécone, la S5b-hydrochlordécone et une autre des formes isomeres de la

monohydrochlordécone (C;oClogHO), ont été mis en évidence par GC-MS et LC-qTOF-MS.



L’ajout de I’acide trifluoroacétique (TFA) au mélange a montré en LC-qTOF-MS la présence

de trois isomeres relatifs a la dihydrochlordecone (C,oClgH,0).
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l. INTRODUCTION

Synthétisée pour la premicre fois en 1952, la chlordécone (CLD) est un composé
organochloré, de formule C,oCl;(O (masse molaire M=490,64 g/mol), qui se présente sous la
forme d’un solide blanc inodore (Figure 1). C'est une molécule apolaire avec un logK,,, égal a
5,41 [1] et une température de sublimation de 350°C. Son utilisation a été interdite aux Etats
Unis en 1976 lorsque l'usine de fabrication Hopewell (Virginie, Etats Unis) a fermé suite a
une pollution autour de cette usine et a des effets toxiques sur les travailleurs. Aux Antilles
elle a été utilisée entre 1972 et 1993 en tant que pesticide pour lutter contre le charangon du
bananier. Depuis 2007, elle est considérée comme un polluant organique persistant (POP) par
la Convention de Stockholm [2]. En effet, la chlordécone est suspectée d’étre en relation avec
le taux de cancer de la prostate aux Antilles [3]. Du fait de sa persistance dans les sols
contaminés, un plan d'action a été mis en place en 2008 et le Ministére de I'Ecologie, de
I'Energie et du Développement a mandaté le Bureau de Recherches Géologique et Miniéres

(BRGM) pour étudier la décontamination des sols antillais pollués par la chlordécone.

Figure 1. Structure chimique de la chlordécone avec la numérotation des carbones dans le

systeme CAS

Un des procédés de dégradation testé au BRGM, la réduction chimique in situ Daramend®
(In Situ Chemical Reduction, ISCR), consiste a mettre les milieux dans des conditions

réductrices par un amendement commercialisé sous le nom de Daramend®, qui est composé



d’un mélange de 30% de Fer Zéro Valent (FZV) et de 70% de matiere organique végétale. Ce
procédé a été testé sur les trois sols antillais pollués par la chlordécone : 1’Andosol, le
Ferralsol et le Nitisol. Six mois de procédé ISCR-Daramend® ont permis de diminuer de 71%
la teneur initiale en chlordecone dans le Nitisol et le Ferralsol et de 22% celle de 1’ Andosol
[4]. Cependant, il s’avere que les structures chimiques de certains produits suspectés issus de
la dégradation de la chlordécone restent encore inconnues. En effet, déterminer les pesticides
et leurs produits de transformation dans les sols présente un vrai challenge analytique [5] pour

les raisons suivantes:

(a) Les faibles concentrations des analytes dans le sol. Par conséquent il est nécessaire
d’avoir des méthodes d’analyse sensibles et robustes pour de meilleures limites de détection

et de quantification.
(b) La possibilité de dégrader le pesticide en des molécules de polarités différentes.

(c) Les fortes affinités des analytes avec le sol qui nécessitent une optimisation des

techniques d'extraction.

En lien avec cette derniére raison, 1’équipe d’Hubert [6] s’est intéressée a ’extraction des
POPs dans des sols pollués. Les extractions sous fluide a chaud et sous pression (Accelerated
Solvent Extraction, ASE) et au Soxhlet, qui est la méthode courante pour 1’extraction des
matrices solides, utilisant le toluéne comme solvant d’extraction, ont montré 1’efficacité de
I’extraction a I’ASE par rapport au Soxhlet. Les rendements d’extraction des
hexachlorocyclohexanes (HCHs) a I’ ASE était jusqu’a dix fois plus élevés qu’avec le Soxhlet
et jusqu’a dix-neuf fois plus €levés pour le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et ses
produits de dégradation. Les pesticides pouvant se dégrader et donner des produits de
transformation qui auraient une polarité différente de celle du produit initial un mélange de
solvants (de polarité variable) est souvent utilis€¢ pour leur extraction. Duffy et Wong [7]
proposent 1’utilisation d’un mélange n-hexane/2-propanol (3 :1, v/v) pour I’extraction de
pesticides organochlorés et leurs métabolites, tels le DDT. L’efficacité d’une extraction
dépend donc du choix de la méthode et du choix du solvant (ou mélange de solvants)

d’extraction.

Dans le cas de la chlordécone, la littérature fait état de 3 produits de transformation, la Sb-
hydrochlordécone, la dihydro-chlordécone et le chlordécol (figure 2) observés dans

différentes matrices minérales et biologiques [8-10]. Carver et Griffith ont étudié, par



extraction liquide-liquide avec l’isopropanol et le benzeéne, les métabolites formés par la

dégradation de la chlordécone dans des moules et crustacées.

0] 0]
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al cl Cl Cl Cl Cl
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Figure 2: Structure chimique de : a) la chlordécol, b) Sb-hydrochlordécone, ¢) dihydro-chlordécone

Seulement un article est consacré a I’extraction et la quantification de la chlordécone dans les
sols antillais. L’extraction se fait a I’ASE utilisant un mélange acétone/hexane (50/50) suivie
d’une analyse en GC/MS [11]. Cette méthode a permis de mettre en évidence la présence de

14 produits de dégradation [12].

Il a également ét¢ montré que dans des conditions réductrices la chlordécone pouvait subir
une déchloration successive avec une substitution du chlore par ’hydrogéne [13]. Ce qui
implique la formation des produits de transformation avec moins de chlores et donc plus

polaires.

L’objectif de notre étude est de tester différents mélanges de solvants binaires, de polarité
variable, pour s’assurer que 1’on extrait bien tous les composés de dégradation et de mettre en
évidence si l'utilisation de ces différents mélanges permettrait d’augmenter 1’efficacité
d’extraction des composés de dégradations. Afin d’arriver a cet objectif, deux méthodes
d’extraction ont été mises en ceuvre, I’ASE et le Soxtec suivie d’une analyse par GC-MS en

mode full scan complétée par des analyses en LC-qTOF-MS.

1. MATERIELSET METHODES

Préparation des sols

L’Andosol, un des trois sols antillais avec le Nitisol et le Ferralsol, utilisé dans le cadre de nos
recherches, a été traité, lors d’une étude antérieure, pendant six mois avec le procédé ISCR-

Daramend®. Trente kilogrammes de sol traité, gardés a 63 % d’humidité, ont été stockés dans



un fit pendant un an et demi sous une température de 28°C. En parall¢le, un sol Andosol non
traité a été stocké dans les mémes conditions ; il a servi de sol témoin pour nos études. Un
kilogramme de chacun de ces sols a 63% d’humidité a été prélevé. Aprés homogénéisation et
quartage [14], le tout est placé a I’étuve a 40°C pendant 72 heures. Aprés séchage, les sols
sont broyés a une granulométrie inférieure a 80 um, qui permet une meilleure efficacité
d’extraction des composés du sol, puis quartés pour s’assurer de [’homogénéit¢ de
I’échantillon ainsi que celle des prises d’essai. A I’aide d’un quarteur a rifles, la masse totale
de sol introduite est divisée en deux portions égales et I’opération est répétée jusqu’a obtenir

des échantillons de 5g pour les extractions a I’ASE et 10g pour les extractions au Soxtec.

Développement de la méthode par Extraction Accélérée par Solvant (Accelerated
Solvent Extraction ASE) et dela méthode Soxtec

L’Andosol a été choisi pour étudier les produits de dégradation car c’est le sol qui a la plus
forte teneur initiale en chlordécone, 13 .3 + 2.8 mg/kg, et donc potentiellement les plus fortes
concentrations en produits de dégradation. Par ailleurs, c’est aussi le sol qui a la plus forte
teneur en matiere organique. Or la chlordécone a un trés fort coefficient de partage carbone
organique/eau (Koc = 20 m3/kg ; référence 15); c’est donc également a partir de 1’andosol
que I’extraction risque d’étre la plus problématique et les différences d’efficacité les plus
visibles. Une optimisation de la méthode d’extraction permettant la mise en évidence de
produits de dégradation dans ce cas le moins favorable permettrait alors une détection plus

facile sur les deux autres types de sols a savoir le Ferralsol et le Nitisol.

La composition en solvants du mélange d’extraction a été choisie de maniére a extraire le
maximum de composés de dégradation quelle que soit leur polarité. Il a été préféré dans cette
é¢tude [I'utilisation de mélange de solvant et non une utilisation d’un solvant unique

d’extraction.

Concernant les solvants les plus polaires (Annexe I), I'eau n'a pas été retenue, la chlordécone
étant une molécule apolaire (log Koy = 5,41) et trés peu soluble dans I'eau (s= 2,70 mg/L).
Des essais préliminaires ont tout de méme été réalisés qui ont confirmé que la chlordécone
n’est pas extraite par la méthode soxtec, méme en utilisant ’eau en mélange avec 10%
d’acétone (Annexe II). Sur I’échelle des polarités décroissantes, les solvants type alcool ont
été écartés. En effet, ’équipe de Harless [10] a montré par des analyses en RMN que la

chlordécone réagissait avec ce type de solvant en solution pour donner un hémiacétal



C11H4Cl1190,. Aussi, il a ét¢ montré que la présence des solvants type alcool (éthanol,
méthanol, etc.) pouvait conduire a une réduction de la chlordécone en du chlordécol (figure
2a) par le mécanisme Meerwein-Ponndorf-Verley qui se produit par chauffage au niveau de
I’injecteur [16]. Pour étre sGr que les produits extraits proviennent uniquement de la
dégradation due au procédé ISCR-Daramend® et non & une transformation en solution, ce type

de solvant n’a pas été retenu.

Le choix s'est alors porté sur le dichlorométhane (DCM) et ['acétonitrile (ACN), en mélange
avec l'acétone en proportion égale, volume a volume. Ces mélanges avec l'ajout d'acide
trifluoroacétique (TFA, pKa = 0,3) vont également étre utilisés afin de voir l'influence de
l'ajout de I'acide sur l'extraction. Le choix de l'acide s'est fait en suivant les instructions de la
méthode US EPA 3545a sur les conditions d'extraction de pesticides organochlorés. Cette
méthode préconise 1'ajout d'acide trifluoroacétique, initialement en solution dans l'acétonitrile
[17]. Afin de s’assurer que les composés de dégradation observés proviennent uniquement de
la dégradation de la chlordécone dans le sol et non de I’extraction elle-méme, deux méthodes

techniques d’extraction ont été¢ mises en ceuvre :

a) L’extraction ASE : L’extraction est réalisée a 1’aide d’un systéme Dionex 350. Cinq
grammes de sol Andosol sont pesés et extraits en triplicat par cinq mélanges de solvants:
acétone/hexane (50/50) (v/v), acétone/dichlorométhane (50/50) (v/v),
acétone/dichlorométhane/acide trifluoroacétique (TFA) (50/50) (v/v) avec 0,1% TFA,
acétone/acétonitrile (50/50) et acétone/acétonitrile/TFA (50/50) (v/v) avec 0,1% TFA. Les
extractions sont faites en trois cycles de cinqg minutes chacun, a 100°C, a une pression de 100
bars. Les composés sont alors récupérés dans 30mL de chacun des mélanges de solvants.
Chaque extrait est ensuite évaporé sous flux d’azote jusqu’a 10 mL. Pour s’assurer du bon
déroulement de I’extraction, les sols sont dopés avec 0,5 mL d’une solution a 20 mg/L de
transnonachlore (TNC, C;¢ClgHs) dans 1’acétone, qui sert de traceur d’extraction. Du sable de

Fontainebleau est utilis€ comme blanc d’extraction.

b) L’extraction Soxtec: L’extraction est réalisée a I’aide d’un systéme Soxtec 2050
(Foss, Danemark). Dix grammes de sol Andosol sont pesés et extraits en triplicat par cinq
mélanges de solvants: acétone/hexane (50/50) (v/v), acétone/dichlorométhane (50/50) (v/v),
acétone/dichlorométhane/acide trifluoroacétique (TFA) (50/50) (v/v) avec 0,1% TFA,
acétone/acétonitrile (50/50) et acétone/acétonitrile/TFA (50/50) (v/v) avec 0,1% TFA. Le

mélange de solvants (90mL) est port¢ a 180°C. La cartouche en cellulose, contenant



I’échantillon de sol, est immergée dans le mélange de solvants pendant 1h30 puis elle est
laissée en suspension sous vapeur de solvants pendant 45 minutes. Les composés sont alors
récupérés dans environ 65mL de chacun des solvants (le fait de ne pas récupérer les 90 mL de
départ est causé principalement par 1’évaporation du mélange de solvant lors du temps
d’extraction). Chaque extrait est ensuite évaporé sous flux d’azote jusqu’a 10mL. Comme
pour les extractions a I’ASE, chaque échantillon, avant extraction, est dopé avec du TNC. Le

sable de Fontainebleau est ici aussi utilisé comme blanc d’extraction.

Mise en place de la technique d’analyse par chromatographie gazeuse couplée a la

spectrométrie de masse (GC-MS)

Les analyses GC-MS ont été réalisées a I’aide d’un systéme Varian qui se compose d’un
appareil de chromatographie gazeuse GC3800 équipé d’un injecteur 1177, un passeur
d’échantillon Combi Pal (CTC) et un spectrometre de masse a piege a ions Saturn 2200.
L’injecteur est équipé avec un liner désactivé avec laine de verre (8004-0152 Ultra Inert
Liner, Agilent). L’injecteur est en mode splitless. La seringue est rincée avant (4 fois SuL
avec de I’acétone) et apres I’injection des extraits. Les composés sont séparés sur une colonne
Rxi-Ims (Restek) (L= 30m, di =0.25mm, épaisseur de film e 0,25pum). L’acquisition en
spectrométrie de masse s’est faite en mode fullscan dans la gamme de masse m/z 50 -500.
Tous les composés ont €té ionisés par impact ¢électronique a 70eV a une température de

source de 250°C.

La mise en place de la méthode d’analyse a demandé une optimisation réalisée sur le
transnonachlore (TNC, C;¢ClgHs), composé organochloré ajouté a chaque échantillon avant
extraction, afin de pouvoir systématiquement vérifier I’efficacité du procédé d’extraction.
Pour cela, une premicre étape a consisté a optimiser la réponse de ce traceur selon nos
conditions expérimentales en GC-MS. S’agissant de la chromatographie en phase gazeuse,
nous avons tout d’abord travaillé sur I’optimisation de la température de I’injecteur. Le graphe
montré dans la figure 3 représente 1’évolution de I’intensité du pic de transnonachlore en
solution dans I’acétone a une concentration de 1 ppm en fonction de la température (°C) de
I’injecteur. Seules les températures de 250°C et 280°C présentent des variations en intensité
de pic faibles avec des coefficients de variation respectives de 0,8% et 1,2%. L’augmentation
de la température de I’injecteur de 250°C a 260°C baisse I’intensité absolue du pic
chromatographique de 675639,3+ 53833,6 a 341859,3 + 23714,0. Lorsque la température
augmente a 270°C et 280°C I’intensité des pics est de 499376 + 395224 et de 4929225
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4315,5 soit 2 fois plus faible que I’intensité des pics a 250°C. La température de I’injecteur a

donc été fixée a 250°C.

Influence de la température
800000

700000

600000

IC
_'

500000

té p

400000

N
0

300000 = TNC 1ppm

Intens

200000
100000

0
240 250 260 270 280 290

Température (°C)

Figure 3 : Effet de la température de l'injecteur sur la réponse du TNC (barre d’erreur correspond a I’écart-type

des intensités des pics (n=3)).

Dans un second temps, deux rampes de températures ont été testées. La premicre rampe
commence a 50°C suivi d’un pas de 10°C/min jusqu’a 310°C. La seconde commence a 100°C
pour finir a 310°C, en augmentant de 10°C/min. D’un point de vue séparation des composés

et résolution des pics, aucune différence n’a été observée en fonction du gradient appliqué.

Concernant le spectrometre de masse type piége a ions, trois parametres ont €té optimiseés.
Tout d’abord, le courant d’émission, relatif au flux d’électrons disponibles lors du processus
d’ionisation par impact ¢électronique, a été testé pour deux valeurs extrémes de 10pA et 30pA.
Le graphique de la figure 4 présente les variations de 1’aire de pic du transnonachlore en
fonction de sa concentration, pour deux courants d’émission. L’aire de pic croit de facon
linéaire avec la concentration (R* > 0,99). L’augmentation du courant d’émission de 10pA a
30pA permet d’augmenter 2 fois I’intensité des pics. Le courant d’émission choisi pour cette

¢tude sera fixé a 30pA.
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Figure 4. Influence du courant d'émission sur la réponse du TNC en GC-MS (n=3)

La derniere étape d’optimisation a consisté a augmenter la sensibilit¢ de détection des
composés chlorés chlordécone et transnonachlore en minimisant le bruit. Pour cela, un
maximum de temps d’ionisation & 65000 usec (valeur maximale) et une gamme de masse

entre M/z 50 et MYz 500 ont été choisis.

Dans le tableau 1 sont résumés tous les parametres optimisés de la méthode GC-MS.

Paramétre GC Paramétre M S
Température injecteur (°C) Gradient Couraqt d em|s§|on Préscan (Jusec| Scan ( sec)|Gamme m'z
(microamperes)
250 50°C ->310°C (pas 10°C) 30 100 0,55 50-500

Tableau 1: Parameétres GC-MS optimisés

4. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-HRMYS)
Tous les extraits ont été filtrés a 1’aide de filtre en nylon de 0.2um avant injection en LC-
HRMS. Les composés ont été séparés a I’aide de chromatographie liquide RSLC 3000
UltiMate équipé d'une pompe binaire, un passeur et un compartiment colonne thermostaté

(Dionex, Germering, Allemagne). La colonne a été un Acquity UPLC BEH C18 (1,7 um, 100
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x 2,1 mm) (Waters, Manchester, Royaume-Uni) équipé d'un SecurityGuard Ultra C18 (2,1
mm) filtre protecteur (Phenomenex, Le Pecq, France). La phase mobile consistait dans 1'eau
(solvant) et de l'acétonitrile (solvant B). La composition est de 10% de B pendant 3 min,
suivie d'un gradient linéaire de 100% de B en 30 min, le retour a des conditions initiales a 1
min et rééquilibrage pendant 3 min. La colonne est chauffée a 40° C. Le débit a été fixé a 350

uL /min. Le volume d'injection était de 1 pL.

Les expériences en spectrométrie de masse ont été effectuées sur UHR-Q-TOF maXis
(Bruker, Bréme, Allemagne) en mode d'ionisation electrospray négatif. La tension capillaire a
été fixée a 4,5 kV. Les flux de nébulisation et de séchage du gaz (azote) ont été
respectivement fixés a 1,2 bar et 12 L / min et gaz de séchage est chauffé a 200 ° C. es
spectres de masse ont été enregistrés a 1 Hz dans la plage de m/z 50 a 1700. L'étalonnage a été

réalisé avec un Lock mass a vz 666,0199 et 1265,9816.
[11- RESULTATSET DISCUSSION
a) Letraceur d’ extraction

Pour s’assurer du bon déroulement de I’extraction, tous les sols ont été dopés en
transnonachlore (C;oClgHs) a une teneur de 1 ppm. La figure 5 présente les taux de
récupération du transnonachlore dans I’Andosol traité pendant six mois avec le procédé
ISCR-Daramend® extrait a ’ASE et Soxtec avec les cing mélanges de solvants
d’extraction. Les taux de récupération ont été calculés selon le rapport de l'aire du
transnonanchlore dans I’extrait de sol sur 1’aire du transnonachlore en solution a 1 ppm

représentant 100% de récupération
p p
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Figure5: Moyennes du taux de récupération du transnonachlore (%) dans 1’andosol traité par ISCR selon le type
de mélange de solvant d’extraction. (Ecart type sur n=3).

Les deux méthodes d’extraction (Soxtec et ASE) avec les cinq mélanges de solvants
extractants présentent des taux moyens de récupération du transnonachlore entre 78% - 117%.
A noter I’exception de I’extraction au soxtec par le mélange acétone/hexane qui donne un
taux de récupération de 60 = 13% pour D’extraction par Soxtec. Ce faible rendement
d’extraction peut étre expliqué par une sous-estimation de I’aire du pic dans les extraits due a
un phénomeéne d’épaulement causé par 1’¢lution d’un composé au t,=18.6min dont I’aire est
soustraite de celle du pic du traceur. Ces taux de récupération du transnonachlore supérieurs
ou égaux a 60% permettent de confirmer I’efficacité¢ des méthodes d’extraction mis en place

par Soxtec et ASE avec les cinq mélanges de solvants extractants.
a) Influencedela polaritédessolvantsd’extraction

Dans un premier temps, 1’influence de la polarité des solvants sur I’extraction des produits
de dégradation suite au traitement ISCR-Daramend® a été déterminée par la méthode ASE.
La figure 6 montre les chromatogrammes obtenus pour 1’andosol trait¢ ISCR-Daramend”
durant six mois (taux d’abattement de la chlordécone = 22 %) extrait a I’ASE par les trois

mélanges de  solvants a  polarit¢ croissante qui  sont [’acétone/hexane;

acétone/dichlorométhane; et acétone/acétonitrile.
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Figure 6: Chromatogrammes GC/MS d’extraits a I’ ASE de sol Andosol avec les conditions : a) acétone/hexane;

b) acétone/dichlorométhane; ¢) acétone/acétonitrile.

Les chromatogrammes (Figure 6) montrent que les mélanges de solvants les plus apolaires
a savoir ’acétone/hexane  (chromatogramme a) et [’acétone/dichlorométhane
(chromatogramme b) extraient plus de composés entre les temps de rétention (t;) de 8 a
18 min que la condition acétone/acétonitrile (chromatogramme c). La recherche des produits
de dégradation de la chlordécone a été effectuée en comparant les chromatogrammes des sols
témoins avec les chromatogrammes des sols traités ISCR-Daramend® pour chaque mélange
de solvant (Annexe III). Cette comparaison a permis de montrer que les composés entre t, 8 a
18 min sont déja présents dans le sol avant le traitement ISCR-Daramend®. Cependant quelle
que soit la condition d’extraction, trois pics sont détectés dans les extraits de sol traités ISCR-
Daramend®. a t= 20,0 min, t~19,3 min et t; = 19,2 min présentant des spectres de masses
avec des distributions isotopiques caractéristiques de la présence d’atomes de chlore. Les
composés a t,=20,0min et t=19,2min, apreés une recherche sur la bibliothéque des spectres et
injection d’étalons analytiques, correspondent respectivement a la chlordécone et la 5b-
hydrochlordécone avec deux massifs isotopiques principaux centrés sur m/z 272 qui

correspond a [CsClg]™® (mécanisme rétro Diels Alder) et MYz 237 qui correspond au fragment
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[CsCls]". Le spectre de masse du composé a t=19,3min est présenté sur la figure 7. Ce
composé présente un massif Mz 234/236/238/240, dont la distribution isotopique correspond
au produit chloré, CsHCls. D’aprés Harless et al, ce fragment peut provenir de la
fragmentation par impact électronique de la dihydro-chlordécone de formule brute

C10ClgH,0, composé de dégradation de la chlordécone [10].

Figure7 : Spectre de masse du composé a tr = 19.3 min et structure du fragment correspondant.

Toutefois, le fait que 1’Andosol soit une matrice complexe dont I’extrait est charge,
I’absence d’étalons analytiques et la présence de nombreux fragments ionisés issus de
I’ionisation par impact électronique rendent difficiles la recherche et I’identification du
produit de dégradation de la chlordécone élué¢ au tr=19,3min de maniere plus fondée que sur

la seule base de la référence bibliographique de Harless [10] .

Grace a des travaux menés en parallele (these de H. Belghit) par chromatographie liquide
couplée a de la spectrométrie de masse haute résolution (LC-HRMS), deux composés de
transformation de la chlordécone par le procédé d’ISCR ont pu étre collectés, purifiés, et
identifiés comme étant C;o0HClyO et C;oH,ClgO. Ces composés isolés ont alors ensuite été
utilisés en tant que composés standard et injectés en GC-MS. Cette démarche a permis
d’identifier le composé ¢élu¢ a tr = 19,3 min comme étant la monohydrochlordécone de

formule brute C;¢CloHO, forme isomére a la Sb-hydrochlordécone (Figure 2b).

Afin de compléter les analyses effectuées par GC-MS sur le sol Andosol, les extraits ont été
analysés en chromatographie liquide couplé a la spectrométrie de masse a temps de vol (LC-

qTOF-MS). La figure 8 présente les chromatogrammes en LC-qTOF-MS obtenus pour les
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extraits par ASE (mélange de solvants extractants : acétone/hexane, acétone/dichlorométhane,

acétone/acétonitrile) d’Andosol traité durant six mois par le ISCR-Daramend®.
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Figure 8 : Chromatogrammes LC-qTOF-MS d’extraits a I’ASE de sol Andosol avec les mélanges d’extractants

: a) acétone/hexane; b) acétone/dichlorométhane; c¢) acétone/acétonitrile.

Les chromatogrammes confirment la présence des trois composés trouvés en GC-MS qui sont

la chlordécone-hydrate a t, =18,9 min avec la présence de I’ion a myz 502 correspondant a

[CloHClloOz]f, la 5b-hydro-chlordécone-hydrate, et la monohydrochlordécone-hydrate aux

temps de rétention respectifs de 17,6 min et 16,6 min avec la présence d’un massif isotopique

a m/z 468 correspondant a I’ion [C10H2C1902]_. Hormis ces trois composés, I’analyse des pics

a S/N=>3 présents seulement dans le sol traité a montré qu’aucun d’entre eux ne correspond a

un produit de dégradation issu de la chlordécone.

Les chromatogrammes en GC-MS et LC-qTOF-MS (Figures 6 et 8) présentent une trés nette

baisse d’aires des pics de la chlordécone, Sb-hydrochlordécone et la monohydrochlordécone
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avec la condition d’extraction acétone/acétonitrile. La diminution des aires de pic des

différents composés dans la condition acétone/acétonitrile, mélange faiblement apolaire,

suggere que la variation de la polarité des mélanges de solvants extractant peut augmenter ou

diminuer la capacité d’extraire quantitativement les produits de dégradation. Malgré ce fait,

I’augmentation de la polarité des mélanges des solvants extractants ne semble pas influencer

la nature des composés extraits issus de la dégradation de la chlordécone dans 1’ Andosol traité

ISCR-Daramend®.

En parallele, I’Andosol traité et témoin ont été extraits au soxtec en utilisant les trois

mémes mélanges de solvant a polarité croissante. L’objectif était d’évaluer et comparer la

capacité de chacune des deux méthodes d’extraction a extraire les produits de dégradation de

la chlordécone.
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Figure 9: Chromatogrammes GC/MS d’extraits au soxtec de sol Andosol avec les mélanges de solvants

extractants : a) acétone/hexane; b) acétone/dichlorométhane; c) acétone/acétonitrile.

L’extraction de 1’andosol au Soxtec donne un chromatogramme riche en pics pour la

condition acétone/hexane (Figure 9 a) notamment dans la zone 10 < tg > 18 min (la méme

observation a été faire en ASE, cf. fig. 6). Cependant une comparaison avec les sols témoins

(Annexe IV) montrent que ce sont des composés propres au sol (matrice) et non issus de la
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dégradation de la chlordécone suite au traitement ISCR-Daramend”. Les effets matrice dans
la condition d’extraction « acétone/hexane » sont non négligeables, ce qui implique d’une part
une baisse de rendement d’extraction du transnonachlore (60 + 13%) (Figure 5) et d’autre
part, une diminution d’intensité des pics avec un rapport signal sur bruit pour la chlordécone
de 4, valeur proche de la limite de détection (LDD) avec un rapport signal sur bruit fixé a 3 et
la présence de la monohydrochlordécone avec S/N< 3. Ces effets matrices n’ont pas été
observés pour [I’extraction au soxtec avec le mélange acétone/dichlorométhane et

acétone/acétonitrile (Figure 9).

En conclusion, les chromatogrammes montrent que, en faisant abstraction des effets
matrices du sol, il n’y a pas de différences significatives entre 1’extraction effectuée par ASE
ou par Soxtec en terme de présence des produits de dégradation suite au traitement ISCR-

Daramend® en utilisant les trois mélanges de solvant & polarité croissante.
b) Influence del’acidification du mélange de solvants d’ extraction

Le choix de l'acide s'est fait en suivant les instructions de la méthode US EPA 3545a
qui préconise I’ajout de 0,1% de TFA pour l'extraction de pesticides organochlorés [17]. Les
figures 10 et 11 présentent les chromatogrammes obtenus pour 1’extraction ASE par le
mélange acétone/dichlorométhane et acétone/acétonitrile (50/50) (v/v) avec et sans 0,1%

TFA.
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solvants extractants : a) acétone/dichlorométhane; b) acétone/dichlorométhane/TFA.
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Chromatogrammes en GC-MS d’extraits a I’ASE de sol Andosol traité ISCR avec les mélanges de

solvants d’extraction : a) acétone/acétonitrile; b) acétone/acétonitrile/TFA.

Les chromatogrammes (Figure 10 et 11) montrent que 1’addition du TFA entraine 1’apparition

d’un nouveau pic a un rapport signal sur bruit (S/N) de 11 avec a t,=17,4 min, présent dans

les sols témoins. Le spectre de masse centré sur les ions myz 251/253/255 (Figure 12 b)

correspond a I’ion CoCl4H3. Partant du fait que ce composé est présent dans les sols témoins,
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nous avons effectu¢ une étude sur le curlone®, pesticide contenant 5% de chlordécone

commercialisé et épandu sur la période 1981-1993. Trois lots de curlone® ont été extraits avec

un mélange acétone/dichlorométhane/TFA (figure 12a).
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Figure 12: (a) Superposition de trois chromatogrammes de curlone” extraits avec le mélange

acétone/dichlorométhane/TFA. (b) spectre de masse de masse en SRM du composé a t=17,4min.

Il s’avere que le composé CoClsHj3 avec un temps de rétention de 17,4 min provient bien de la

Curlone®.

Toujours dans le but de rechercher les produits de dégradation par une méthode

analytique complémentaire a la GC-MS, les extraits de sol témoin et trait¢ ISCR dans la

condition acétone/dichlorométhane et acétone/acétonitrile avec I’ajout du TFA ont été

analysés en LC-qTOF-MS.
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Figure 13 : Chromatogrammes d’extraits a I’ ASE de sol Andosol traité ISCR en LC-qTOF avec les conditions :

a) acétone/dichlorométhane/ TFA; b) acétone/acétonitrile/TFA.

Le chromatogramme LC-qTOF-MS du sol trait¢ ISCR-Daramend® extrait avec le
mélange de solvant acétone/dichlorométhane 0,1% de TFA présente, uniquement dans ces
conditions d’extraction, trois nouveaux pics aux temps de rétention de 14,8 ; 15,6 et 15,9 min
(Figure 13) de faible intensité (rapport S/N = 4,2 ; 3,8 ; 4,7) dont les spectres de masse
présentent une distribution isotopique a M/z 434 correspondant a [C10H3C1802]7qui correspond
a trois isomeres dihydrochlordécone composés qui n’ont pas été¢ décelés lors de 1’étude par

GC-MS en mode full scan.

Le tableau 2 résume tous les composés observés en GC-MS par les différents mélanges de
solvant suite a une extraction au soxtec et a I’ASE. Les conditions acétone/ dichlorométhane
avec ou sans TFA et acétone/acétonitrile sans TFA présentent un pic a t=21.9 min dont le
spectre de masse est centré sur les ions Nz 217/219/221 correspondant au chlordécol (Figure
2 a). La présence du chlordécol dans le sol témoin dans les mémes conditions d’extraction
montre que cette molécule n’est pas un composé de transformation de la chlordécone suite au
traitement ISCR-Daramend®. La présence de chlordécol peut résulter d’une réduction de la

chlordécone suite au temps de chauffage [16] que nécessite la méthode soxtec (2hl5 a
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180°C). En absence d’étalons analytiques, le composé a t=17,4 min, CyCl4Hs, dont le

spectre de masse est centré sur les ions M/z251/253/255 n’a pas pu étre confirmé et identifié.

L’optimisation des méthodes d’extraction en ASE et Soxtec avec les différents mélanges
d’extractants a permis d’identifier 5 produits de déchloration de la chlordécone ; deux
isomeres monohydrochlordécone (dont un isomere correspondant a la 5Sb-hydrochlordécone)
par GC-MS et LC-qTOF-MS et trois isomeres dihydrochlordécone présents uniquement dans
la condition acétone/dichlorométhane/TFA par LC-qTOF-MS. La non-détection en GC et LC
de produits de dégradation a nombre de chlore inférieur a huit peut étre due a des
concentrations inférieures aux limites de détections atteintes par les méthodes analytiques
utilisées. Afin de vérifier cette hypothése, les extraits devront étre concentrés avant analyse.
Nos essais dans ce sens ont montré que le fait de concentrer les extraits d’un facteur 30 et 100
provoque une 