UNIVERSITE SAAD DAHLAB DE BLIDA 1

Faculté de Technologie

Département de Génie Des Procédés

THESE DE DOCTORAT

En Chimie Industrielle

Spécialité : Chimie industrielle

ETUDE DES EFFETS D’INHIBITION DU CADMIUM ET DU PLOMB
ET LEUR PHYTOACCUMULATION PAR LA PLANTE AQUATIQUE

ET EPURATRICE Lemna gibba

Par

Amele AGGOUN

Devant le jury composé de :

H. KHALAF Professeur, U. BLIDA 1 Président

H. LOUNICI Professeur, U. BOUIRA Examinateur

D. ABDESSEMED Professeur, U. S.T.H.B Examinateur

M. KREA Professeur, U. MEDEA Examinateur

H. BOUTOUMI Professeur, U. BLIDA 1 Examinateur
Z.BENMAAMAR Professeur, U. BLIDA 1 Directeur de these

Blida, 12 Décembre 2018



oaile
o8 i) il 53 Aom T8 2 (L s 58) 5Ll o) Jasmal gt il Jlaeid
b fine Ay goa A 1 5 il slal) Gl e b8l il g Jontill 401 4 a5 () g Al 020
e paliall B Aol e (0 5S5 Of ¢pil ) 85 i) Aladl) Aol Ail) oda¢ "Lyaliad MY oSy
kel Tl 31 e sl e milall g bl ALEY palaal

oaba 5 (Cd) psped Sl cant ¢Mlualiad" ol Casill 41 Ul a5 cJaall o Js¥1 6 sall 8
0.1 €0.01 J L a3 oL Ltinaaal 3 AaS) jiall claa 5 A o 0 50l) Alaiual) 3aa 313 5 (Ph)
5583 5815 e (g sing CA+Pb (S5 g e (8 13 5 ¢ P (e J/ge10 1 0.1 5ICd 0 Vs 1
Pb e Jge 15101 5Cd e o2k

e il G e aandll BT seda (50 Al g 85 sSAall (el aS) 55 5 Al i) cuiy
Pbs Cdd 43ll (i a3 die « %42 sl ol Al seill i ddle ) () anntl) o0l oo a0 s jedas
C 38 0) Jalns o JA CulS gl A Aile) ¢ CaH+PD el s 3Ll s0a e aal 5 S
i ) e gie e (058 38 5 P sl Cdd e e Al s Asdl) 3 cpalaall o) 55 0
) s

b il y i sill ApeS miad e ALEN alaall i aan o5 dd il 03a e S 6 3al) b
liad "aald il Galia 1 5 p spaalSH iy (ppand M A8LiaYl e lilaal) el Jaas sl 53 53 all
Lgealiaialy Mlos

(ol ek gl (e WD)

sle s sing @A Sl Jaws gl 8l Ax )l DA i ol i) g il sdll (it s ST o
Aaaal) ol Gl il Ay Wl (%97.57) pabia il (e J /e 15(%90.32) pspedSlh (e J /pe 1
O el A sl e PhsCd 25250 % 80.91-48.57 0 5 %79.31 -47.22 Om g s)
Lisaca (S @l i) (alias) (a8 9480 ) slai caniy (addi) Cliu sill S i

oabiall e J/ge 0.1 5 pspedsll e 5 simy A Sl Jawssll 8 Ph 5 Cd 3S) 5 p=lésdl o
spsedsll e g sin Al el ol (8 Galia )l 50 % 100-66 < 5 052380 (0 %100-6
10 51 J " Lad" (g ja die Camia Cdd Al (abiaial o sl (0 palia )l (e J/gs 1
Sl e % 86.58 5% 57 Ay daliaial o Gabia Jl) (e /s
B yina ddiay sl LFCUJ:mY\ gssus\ Ll uﬁ Gl Glda g8l ¢ alia ‘eﬁAqLSS\ Y]
Al e ol s¥1 cpasll B

I 5 sid cuaba )l ce):mi&“ dlua Bl ;&ﬁlﬁa_dws



ABSTRACT

Phytoremediation is an emergent technology using selected plants to clean up the
contaminated environments. Plant species used should have high tolerance, the ability to
accumulate the pollutants, and high biomass yield. Lemna gibba is an Algerian
autochthonous species can be a suitable candidate for removal of heavy metals from
pollutant water bodies.

In the first part of the study, the stress adaptation of the aquatic plant L.gibba
treated with cadmium (Cd) and lead (Pb) either individually or in binary mixtures was
examined. Thus the physiological response of L.gibba at uptake of Cd and Pb and their
accumulation either alone or in combination were determined. Duckweed plants were
exposed to 0.01, 0.1 and 1mg/L of Cd and 0.1, 1 and 10 mg/L of Pb. In the binary mixture,
Varied Cd concentration (used above) in presence of 0.1 and 1 mg/L of Pb were tested.
Plants have accumulated the selected heavy metals in its body without inducing any
toxicity symptoms. Fronds looked green and healthy. Metal toxicity induced growth
inhibition not exceeding 42 % when duckweed was exposed to Cd and Pb individually.
Lowest growth inhibitions were recorded in binary mixtures. Thus, Cd and Pb interaction
IS an antagonistic type. On the basis of the BCF values of Cd and Pb, this useful parameter
for evaluating of metal uptake efficiency, L.gibba can be considered as hyper-accumulative
plant when exposed individually to the toxic metals and moderate or weak accumulator
when co-contaminated.

In the second part of the study, the effect of the tested heavy metals (individually or
in combination) on the removal of nitrate (NO3") and orthophosphate (PO,*) was assessed
using Lemna gibba and also Cd and Pb removal from the culture medium and pH were
carried. Results showed:

o The maximum phosphate removal efficiencies were recorded on the fourth
day at 1 mg Cd/L (90.32%) and at 1 mg Pb/L (97.57%).Whereas, nitrate removal was
47.22-79.31% and 48.57- 80.91% for Cd and Pb containing set-ups respectively. In the
binary mixtures, phosphate removal efficiency exceeds 80%. Nevertheless, nitrate removal
was weak with time.

o In the binary mixture of Cd and 0.1 mg Pb/L, removal percentage ranged
between 6-100% for Cd and 66-100% for Pb. Weak Cd removal efficiencies were recorded
when the duckweed was exposed to mixtures of Cd and 1 mgPb/L. The maximum Pb
removal efficiencies were 57% and 86.58% respectively at 1 and 10 mg/L of Pb alone.



o Overall, in all treatments, orthophosphates, nitrate, Cd and Pb
concentrations in the medium, decreased markedly within the two days of initiating

experiments

Keywords: Lemna gibba, Cadmium, lead, phytoremediation.



RESUME

La phytoremédiation constitue une nouvelle technologie permettant de dépolluer
I’environnement contaminé en utilisant des plantes. L’espéce végétale doit posséder un fort
pouvoir de tolérance, d’accumulation et une production importante de biomasse. La lentille
d’eau Lemna gibba, une espéce autochtone Algérienne, peut étre une bonne candidate

pour I’élimination des métaux lourds et 1’excés de nutriments des milieux aquatiques.

Dans la premiére partie de ce travail, I'adaptation de la plante aquatique L.gibba au
stress cause par le cadmium (Cd) et le Plomb (Pb) individuellement ou en mélange binaire
lors de leur accumulation est examinée. De ce fait, la réponse physiologique de L.gibba
lors de son exposition a ces métaux ainsi que les quantités accumulées ont été déterminées.
Les concentrations testées de Cd sont de 0.01, 0.1 et 1 mg/ L et celles de Pb de 0.1, 1 et
10 mg/L. Dans les mélanges binaires, la co-contamination de la plante est réalisée avec les
concentrations suscitées de Cd et 0.1 ou 1 mg/L de Pb.

Les résultats ont montré que la plante a accumulé les métaux lourds sélectionnés
sans induire de toxicité apparente. Les frondes semblent étre en bonne santé (vigoureuses
et vertes). La toxicité s’est manifestée par I’inhibition de la croissance de la lentille d’eau
ne dépassant pas 42% dans le cas de sa contamination individuelle par Cd et Pb. Une
inhibition moins importante est observée dans les mélanges binaires Cd+Pb. De ce fait, le

type d’interaction entre les deux contaminants est antagoniste.

A partir des valeurs calculées du facteur de bioconcentration (FBC), ce parametre
indispensable a 1’évaluation de la capacité de la plante a accumuler les contaminants, il
ressort que la lentille d’eau est un bon “accumulateur” de Cd et de Pb a partir du milieu de
culture contaminé individuellement par chaque métal. Par ailleurs, I’accumulation peut-

étre modérée a faible dans le milieu de culture co-contaminé.

Dans la deuxiéme partie de cette étude, 1’effet des métaux lourds individuellement
ou en combinaison sur I’abattement des nitrates (NO3) et des phosphates (PO,>) par
Lemna gibba a également été examiné ainsi que le suivi de 1’évolution de la concentration
des métaux dans le milieu de culture et celle du pH. A partir des résultats, il apparait que :

o Le maximum d’¢limination des phosphates est obtenu au 4éme jour a 1mg/L de Cd

(90.32%) et a 1 mg/L de Pb (97.57%). Quant aux nitrates, des taux de réduction allant de



47.22% a 79.31% et de 48.57% a 80.91% sont obtenus en présence de Cd et de Pb
respectivement. En présence du mélange binaire Cd+Pb, les taux d’élimination des
phosphates dépassent 80% alors que 1’abattement des nitrates s’est révélé trés faible.

o Les pourcentages d’¢limination de Cd et de Pb par Lemna gibba a partir des
solutions contenant le mélange binaire de Cd et 0.1 mg/L de Pb sont compris entre 6-
100% pour Cd et entre 66-100% pour Pb. Par ailleurs, 1’élimination de Cd est faible
dans le milieu de culture co-contaminé par Cd et 1 mg/L de Pb. La présence individuelle
de Pb dans le milieu de culture contaminé par a let 10 mg/L, a conduit a un maximum de
réduction de 57% et 86.58% respectivement.

o La concentration de Cd, Pb, nitrates et des phosphates diminue

considérablement du milieu de culture, les deux premiers jours.

Mots-clés: Lemna gibba, Cadmium, lead, phytoremediation.
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INTRODUCTION

Le developpement industriel, agricole et urbain est accompagné inévitablement par
des problémes de pollution de I’environnement aquatique. Parmi les polluants pouvant
contaminer les eaux, l’accent est mis, ces derniéres années sur les micropolluants

métalliques, plus précisément sur les métaux lourds [1].

L’accumulation des métaux lourds dans 1I’environnement peut se répercuter sur la
santé des étres humains et des animaux [2]. Ces éléments, par nature non biodégradables,
présentent une forte écotoxicité et pourraient étre impliqués dans de nombreuses

pathologies [3,4].

Les métaux lourds tels que le Cadmium et le Plomb, souvent présents dans les
effluents industriels, sont tres toxiques pour les organismes vivants dans les systémes

aquatiques [5].

Le cadmium est utilisé dans une multitude d'industries, principalement pour la
fabrication de batterie, piles, pigments, agents de polymérisation ou de stabilisation des
matieres plastiques et dans les traitements des surfaces de métaux [6].

Les effets toxiques du cadmium sur les écosystemes notamment de son transfert
dans les chaines trophiques et la santé des organismes sont connus: atteintes rénale,

pulmonaire, osseuse, par ailleurs cancérogenése et mutageneése.

Les principales sources de contamination en Pb sont les rejets anthropiques. Ils
proviennent principalement des industriels qui extraient et purifient le Pb naturel et qui

recyclent les composants contenant du Pb comme les batteries [7].

La présence des métaux lourds dans les écosystémes aquatiques ou terrestres
engendre aussi des consequences dangereuses pour la majorité des plantes. Cependant,
guelques especes développent des moyens de protection efficaces contre ces molécules.
Ces propriétés naturelles des plantes sont exploitées dans le domaine de la

phytoremédiation.

La phytoremédiation est une technologie émergeante qui utilise les plantes pour
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extraire, transformer ou stocker les polluants contenus dans les sols, les sédiments, les eaux

souterraines ou de surface et méme I’atmosphére [8].

Cette méthode de dépollution, plus longue qu’une extraction classique, s’avererait
cependant moins codteuse, ce qui la place en bonne position dans les stratégies de
dépollution. Il est admis que les procédés de phytoremédiation entrainent des dépenses 50
a 80 % inférieures a celles nécessaires pour des traitements conventionnels tels que la
précipitation chimique, 1’échange d’ions, I’adsorption, les procédés a membranes et les

traitements électrochimiques [9].

Pour qu’elles soient utilisées dans ce cadre, les plantes doivent tolérer la présence
du contaminant présent parfois en concentration élevée et d’étre capables d’accumuler le

polluant dans les racines ou les parties aériennes.

Les plantes aquatiques telles que les lentilles d’eau (Lemna minor et Lemna gibba)

possedent des propriétés qui leur conferent un grand potentiel en phytoremédiation.

Le travail expérimental réalisé a été consacré a I’estimation du potentiel
phytoremédiateur d’une espéce aquatique, Lemna gibba d’une part vis-a- vis du Cadmium
et du Plomb individuellement ou en combinaison binaire et d’autre part, vis-a-vis des
nitrates et des phosphates, responsables du phénomeéne d’eutrophisation, en présence des
contaminants métalliques. Le choix de Lemna gibba est fondé sur sa tolérance, sa capacité

d’accumulation et sa productivité en biomasse [10].

Cette thése est articulée autour de deux parties :
-Une synthése bibliographique qui retrace les connaissances actuelles sur les métaux lourds
et leurs effets sur la plante étudiée, sur les principaux mecanismes de la technique de
phytoremédiation et sur la tolérance développée chez les végétaux envers les polluants

métalliques.

-Une partie expérimentale composée de deux chapitres. Le premier, est consacré a 1’étude
de I’effet du cadmium et du plomb sur la croissance de la plante ainsi que leur phyto-
accumulation. Le deuxiéme chapitre est porté sur 1’étude de I’effet du cadmium et du
plomb sur I’¢limination des phosphates et des nitrates. Dans chaque chapitre, le matériel,
les protocoles expérimentaux et les techniques d’analyse utilisés pour la réalisation des

objectifs sont décrits puis les résultats sont présentés et discutes.
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CHAPITRE 1
LES METAUX LOURDS ET L’ ENVIRONNEMENT

1.1. Introduction

Chaque année, des milliers de tonnes de contaminants provenant de sources
domestiques, industrielles et agricoles sont déversés directement ou indirectement dans les
eaux de surface. Parmi ces contaminants, les métaux lourds qui occupent une place non
négligeable.

Les métaux sont présents dans tous les compartiments de 1’environnement, en
particulier dans I’eau et leurs concentrations varient suivant 1’¢lément considéré. Par
exemple le fer, le zinc, le nickel et le cuivre peuvent se retrouver fréquemment a des
concentrations de 100 nM a 1 uM, alors que d’autres métaux comme le cadmium et le

mercure se présentent sous forme de traces de 1’ordre de 1 nM.

La découverte des métaux constitue une étape fondamentale dans I’histoire de
I’homme. Ils paraissent étroitement liés a la civilisation, canalisation en plomb a Rome,
pigments a base de plomb ou de mercure dans les peintures anciennes, miroirs étamés a
I’étain et au mercure et outils de toutes sortes. La civilisation moderne fait un usage
important des métaux et en particulier des métaux dits « lourds », qui sont des toxiques

puissants.

1.2. Définition

Les métaux lourds sont définis par certains auteurs comme des éléments
métalliques ayant une masse volumique minimale de 4000 & 5000 kg / m®[11,12]. D’autres
définissent comme metaux lourds les éléments métalliques compris entre le cuivre et le
plomb dans le tableau périodique des éléments (excluant donc le fer et le chrome).

L’arsenic est aussi treés souvent inclus parmi les métaux lourds ou métalloides.

D’un point de vue biologique, on distingue deux types en fonction de leurs effets
physiologiques et toxiques : méetaux essentiels et métaux toxiques.
(1) Les métaux essentiels sont des ¢léments indispensables a 1’état de trace pour de

nombreux processus cellulaires et qui se trouvent en proportion trés faible dans les tissus
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biologiques [13]. Certains peuvent devenir toxiques lorsque la concentration dépasse un
certain seuil. C’est le cas du cuivre (Cu), du nickel (Ni), du zinc (Zn) et du fer (Fe). Par
exemple, le zinc (Zn), a la concentration du millimolaire, est un oligo-élément qui
intervient dans de nombreuses réactions enzymatiques (déshydrogénases, protéinase,
peptidase) et joue un rdle important dans le métabolisme des protéines, des glucides et des
lipides [14].

(if) Les metaux toxiques ont un caractere polluant avec des effets toxiques pour les
organismes vivants méme a faible concentration. Ils n’ont aucun effet bénéfique connu

pour la cellule. C’est le cas du plomb (Pb), du mercure (Hg) et du cadmium (Cd).

Les métaux lourds sont aussi connus comme éléments trace métalliques (ETM).
Cette nomination a pour raison le fait qu’ils se trouvent en faibles concentrations dans la
crodte terrestre. Toutefois, des facteurs anthropiques comme 1’activité miniére, peuvent
générer une augmentation considérable des concentrations en métaux dans les eaux et dans
les sédiments de la région affectée, alors dans ce cas, ces éléments peuvent étre considérés
comme des éléments majeurs dans le milieu étudié. De ce fait, au cours de ce travail, nous
avons préféré utiliser 1’expression « métaux lourds pour ne pas altérer la définition des

éléments traces métalliques (ETM).

1.3. Origine des métaux lourds

Il existe de nombreuses sources de métaux lourds de nature différente. Produits
agricoles, déchets urbains et industriels, retombées atmosphériques, etc. Le tableau 1.1

récapitule 1’origine de quelques métaux [15].

1.4. Sources d’émission

Les ions métalliques présents dans 1’environnement peuvent provenir de deux

sources principales :

1.4.1. Sources d’origine naturelle

Les métaux lourds se trouvent dans tous les compartiments de I’environnement. Les
réserves les plus importantes se trouvent dans les roches et /ou les sédiments océanique.
Les gisements naturels deviennent des sources de contamination des eaux dans les

situations suivantes :
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L’exploitation des mines ; L’érosion qui transporte les métaux vers les sols,

les eaux de surface et les sédiments ;

Des éruptions volcaniques terrestres ou sous- marines ;

Tableau 1.1: Origine des métaux lourds [16]

Métaux

Leurs provenances

1)

()

Cr

Tannerie, fabrication d’alliages spéciaux,

industries de traitement de surface.

Cd

Industrie de traitement de surface des
métaux et de la stabilisation des matieres
plastiques, fabrication de caoutchouc,

colorants.

Cu

Canalisation d’eau, fabrication de fils

¢lectriques, radiateurs d’automobiles.

Zn

Produits pharmaceutiques ou domestiques,
conduites d’eau, fabrication de piles,

galvanisation.

Ni

Fabrication d’aciers et d’alliages spéciaux
pour le recouvrement de surfaces métalliques

par électrolyse, fabrication des peintures.

Hg

Produits pharmaceutiques ou domestiques,
fabrication d’appareils ¢électriques,

fabrication de chlorure de vinyle.

Pb

Canalisation d’eau, fabrication de bacs de
batteries, peintures, additifs pour essence,
stabilisants des chlorures polyvinyles(PVC).
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(1) Oligo-élément nécessaire jusqu’a un certain seuil.
(2) Elément toxique et/ou phytotoxique au-dela d’une certaine limite.
Il'y a donc des sources de contamination naturelles ; une fois en circulation, les
métaux se distribuent dans tous les compartiments de notre environnement : I’eau, ’air et

les sols.

1.4.2. Sources d’origine anthropique [16]

Le quart de la contamination par les métaux lourds est dd aux ordures ménageres
(piles au cadmium, batteries au plomb, cuivre et zinc, des pesticides, ....etc. Ils sont
nombreux et variés.

Les teneurs des principaux métaux lourds (valeurs moyennes des émissions) de

sources naturelles et anthropiques en tonnes/an sont représentés dans le tableau 1.2

Tableau 1.2 : Valeurs moyennes des émissions des métaux lourds

Valeurs moyennes des émissions des métaux (T/an)
Métal Sources naturelles Sources anthropiques
Cr 44.000 30.77
Cu 28.000 38.189
Ni 30.000 55.642
Pb 12.000 333.854
Zn 45.000 131.866

1.5. Formes des métaux lourds dans les eaux

La composition des eaux usées est trés hétérogéne. Ces eaux renferment de
nombreuses substances organiques ou minérales qui se trouvent en suspension ou
dissoutes.

Les métaux lourds dans les eaux peuvent se manifester sous les formes suivantes [17] :
e Solubles;

e Ensuspension.
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Tableau 1.3 : Formes de quelques métaux dans les eaux [18].

Métaux lourds

Symbole chimique

Forme des métaux dans les eaux

Cr en suspension

Chrome Cr cr**
Cr dissous cr
Cd en suspension
Cadmium Cd Cd dissous Sous forme ionique
Sous forme complexe
Pb en suspension (phosphate, carbonate,
Plomb Pb hydroxyde sulfure
Pb dissous Pb**
Cu en suspension
Cu dissous Sous forme ionique
Cuivre Cu Cu* essentiellement
mais possibilité de
Cu’
Ni en suspension [(Ni(OH),, Cyanure de Ni,
carbonates]
Nickel Ni -Ni ionique Ni#*
Ni dissous -Ni complexe

(Cyanure, EDTA)

Dans ce qui suit, nous donnerons des informations sommaires sur le cadmium et le

plomb, contaminants utilisé dans notre étude pour tester la tolérance de la plante aquatique

lemna gibba vis-a-vis de ces deux métaux ainsi que leur accumulation.

1.6. Le Cadmium

1.6.1. Le cadmium dans 1’environnement

Le cadmium n’existe pas a 1’état natif. Son minerai, la greenockite, est un sulfure

(CdS) présent en faibles proportions (de 0,01 a 0,05%) dans presque tous les minerais de

zinc. C’est donc un sous-produit de la métallurgie du zinc, mais il est aussi présent dans

des minerais de cuivre, de plomb et dans certains phosphates naturels.




23

Ce métal n’a été¢ découvert et isolé qu’au début du XIXeme siccle et il est resté
inexploité jusqu’a ce que ses potentialités industrielles soient mises en évidence. La

production mondiale annuelle est de 20.000 tonnes

Le cadmium est un métal blanc argenté, ductile et malléable qui résiste
particuliérement a la corrosion. Aprés dép6t par électrolyse, il constitue de ce fait un
revétement protecteur de qualité pour 1’acier (cadmiage). Il sert également de pigments
pour colorer divers matériaux en jaune avec CdS ou en rouge avec Cd(S, Se), mais a cause
de leur toxicité, Iutilisation de ces pigments est fortement réglementée par la Communauté
Européenne. Il est également ajouté comme stabilisant (anti-UV) dans les plastiques, le
PVC. Mais son utilisation essentielle, a plus de 70%, concerne la fabrication des

accumulateurs, les piles rechargeables Ni-Cd.

Le cadmium ne se dégrade pas dans I'environnement, mais des processus physiques
et chimiques peuvent modifier sa mobilité, sa biodisponibilité et son temps de séjour dans
différents milieux. Dans ce sens, l'activité humaine peut en changer la répartition, la
complexation chimique et les concentrations par l'introduction de nouveaux modes de
dispersion. Les activités humaines entrainent des rejets de cadmium, dans I’air, le sol et

I’eau.

Les sels de cadmium, trés peu volatils, sont présents dans I'air sous forme de tres
fines particules solides (fumées ou poussiéres). Lors d'expositions professionnelles ou
environnementales, ces particules peuvent étre inhalées et se déposer principalement dans
les alvéoles pulmonaires. La valeur guide pour la concentration du cadmium dans 1’air,
proposée par le bureau Européen de I’Organisation Mondiale pour la Santé¢ (O.M.S.), est

de 5 ng.m>.

En plus des rejets atmosphériques, une partie du cadmium part directement dans le
sol et les eaux. Cette pollution résulte essentiellement des activités métallurgiques,
miniéres et agricoles. L’utilisation d’engrais phosphatés introduit par exemple une
pollution par le cadmium dans 1’eau et donc au niveau de la chaine alimentaire (82 tonnes
par an). Les normes européennes fixent une limite pour 1’eau potable a 5 pgL™ de
cadmium.

L’eau est un élément trés important pour la pollution par les métaux lourds, car elle

sert d’'une part de vecteur, mais peut également entrainer des modifications chimiques
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selon la salinité ou la température. Ce qui est essentiel, puisque les divers composés du
cadmium présentent des effets toxiques variables selon leur solubilité et donc leur facilité

d'assimilation par un organisme [19].

Le cadmium est I’un des principaux polluants métalliques de 1’environnement. |l
provient essentiellement des activités humaines avec une émission chiffrée a presque
30 000 tonnes par an [12]. L’origine de la présence de cadmium dans les sols est attribuée
aux retombées atmosphériques de fonderies de zinc, raffineries, incinérateurs ainsi qu’aux
combustions de charbon, a divers déchets urbains et a I’utilisation de fertilisants en
agriculture [12,20].

Il est rare de trouver des sols uniquement pollués par du cadmium car ce métal est
plus souvent présent dans des milieux contenant aussi du plomb et / ou du zinc [21]. Les
sols faiblement pollués contiennent des concentrations de cadmium comprises entre 0,04 et
0,32 mM de Cd. Les sols modérément a fortement contaminés atteignent quant a eux des

concentrations supérieures a 0,32 mM et pouvant aller jusqu’a 1 mM [21].

1.6.2. Le cadmium et le vivant

Le cadmium (Cd) est un métal non essentiel pour les organismes vivants. Sa
toxicité est un phénomene avéré chez la plupart des étres vivants dont ’Homme car le
cadmium est classé comme agent cancérigene et génotoxique de groupe 1 par

«International agency for research on cancer » ou IARC [21].

Le cadmium est un élément toxique. Selon les doses d’exposition, les modes de
contamination et les organismes considérés, ses effets peuvent étre plus ou moins
importants. Présent dans tous les compartiments de 1’environnement, il peut contaminer les
plantes, les animaux et bien str I’homme.

e Chez I’homme

Des cas d’intoxication aigué provenant d’expositions accidentelles provoquent
d’importants dommages pulmonaires et peuvent entrainer la mort [22]. Cependant, en
dehors de ces expositions accidentelles, la principale préoccupation pour la santé
correspond aux possibilités d’expositions prolongées de 1’ensemble d’une population a de

faibles doses de cadmium.
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Pour I’homme, les deux principales voies de contamination sont I’inhalation et
I’ingestion. Par voie pulmonaire, une partie du cadmium se dépose dans le systéeme
respiratoire. Les sels de cadmium les plus solubles, les chlorures et les oxydes sont
absorbés a 90%, les sulfures beaucoup moins solubles, seulement a 10%. Cette absorption

peut se poursuivre plusieurs semaines apres 1’inhalation.

L’origine de cette contamination provient de I’air atmosphérique urbain, ou les
niveaux de cadmium peuvent étre élevés pres des centres industriels, mais aussi de la
fumée de cigarette. Selon I’OMS (1992), une cigarette contient entre 1 et 2 pg de
cadmium et environ 10% de ce cadmium est inhalé lorsque la cigarette est fumée. Une

autre source de contamination est I’alimentation (Iégumes, poissons, etc.).

e Chez les organismes aquatiques

La toxicité avérée du cadmium et de ses composés impose un principe de
précaution, limitant au maximum les contaminations par ce métal et une stratégie de
surveillance du niveau de pollution. Dans cette optique, la recherche d’organismes
sentinelles et la mise au point d’indicateurs, ou biomarqueurs permettant de détecter de

facon précoce une pollution par le cadmium est tres importante.

Comme nous venons de le voir, les sources de contamination environnementale par
le cadmium sont variées et I’eau est un vecteur important de cette pollution. Les
organismes aquatiques peuvent étre contaminés directement a partir de la phase soluble ou
par ingestion de la phase particulaire.

L’impact du cadmium sur les organismes dépend tout d’abord de la forme chimique
sous laquelle il se trouve. Il peut exister sous forme d’ion libre, de complexes organiques
ou inorganiques, ou sous des formes insolubles, hydroxyle ou sulfure. La chimie du
cadmium soluble dans I’eau est affectée par de nombreux parametres tels que le pH ou la

salinité.

1.7. Le plomb

1.7.1. Le plomb dans I’environnement

Le plomb, élément du groupe IV-A du tableau périodique, de masse atomique

207,2 g/mol, posséde une densité élevée de 11,3 g.cm™. Le plomb posséde un point de
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fusion de 327°C et sa température d’ébullition est d’environ 1700°C. 11 est difficilement
détruit, et non dégradable [23]. Dans le sol, le Pb peut se retrouver sous forme ionique,

dissoute, ou liée plus ou moins fortement aux particules [24].

L’accumulation de Pb, provenant des retombées atmosphériques, ou de déchets
contaminés déposés sur le sol, se fait principalement dans les horizons de surface [25] et
plus précisément dans les horizons riches en matiére organique. Les teneurs en Pb
diminuent, ensuite, plus en profondeur [26]. Ceci s’explique par le fait que le Pb est peu
mobile.

Etant principalement associée aux argiles, aux oxydes, aux hydroxydes de fer et a la
mati¢re organique, il n’est mobile que lorsqu’il forme des complexes organiques solubles

et/ou que le sol a dépassé sa capacité d’absorption pour le Pb [23, 24].

1.7.2. Le plomb et le vivant

Le plomb peut causer des dommages au systéeme nerveux. Il peut également
endommager les reins, le foie et le systeme reproducteur, processus cellulaires de base et
les fonctions cérébrales. Les symptomes d’intoxication sont I’anémie, I’insomnie, des
maux de téte, des étourdissements, de I’irritabilité, la faiblesse des muscles, des

hallucinations et des dommages rénaux [1]
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CHAPITRE 2
LA PHYTOREMEDIATION

2.1. Introduction

Les nombreux cas de pollution par les métaux lourds générent autant de site
contaminés qu’il faut réhabiliter. Les méthodes physico-chimiques de dépollution de ces
sites utilisées in situ et ex situ présentent I’inconvénient d’étre coliteuses et lourdes a mettre
en ceuvre [27-29].

La capacité de certaines plantes a tolérer ou méme a accumuler des métaux a
permis d’ouvrir de nouvelles voies de recherche sur le traitement des sols, des eaux et de
I’air : on parle de phytoremédiation. Le besoin de nouvelles techniques économiquement
compétitives s’est fait sentir et [’utilisation des biotechnologies s’est avérée étre une

alternative intéressante.

2.2. Historigue

Cette technique a ¢été utilisée des I’antiquité par les Grecs et les Romains. En 1871 les
travaux de Mille et Claye sur la dégradation des polluants des eaux usées par les cultures
agricoles permirent de mettre en place a Paris un hectare de « jardin modele » ouvert au

public afin de convaincre les cultivateurs du bienfait de ce type d’installation.

En1875, les villes de Moscou et de Berlin mettent en place des systémes
d’épuration similaires sur une surface de 25 000 ha pour la région berlinoise. En 1901, un
lac artificiel (lac Mitchell) d’une surface de 275ha est mis en place dans la ville de San
Antonio au Texas, puis a Munich en Allemagne. En 1912, la premiére zone humide pour
I’épuration des eaux usées nait dans le Massachusetts. Puis la technique se perfectionne en

Amérique du Nord et en Allemagne.

Depuis les années 90, ’utilisation de la phytoremédiation pour le traitement de
I’eau est en plein développement a travers le monde : la ville de New York a lancé, au

début des années 2000, un grand programme de phytoremédiation visant a préserver ses
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ressources en eau, ce qui illustre bien le formidable potentiel de cette biotechnologie qui

n’en est pourtant encore qu’a ses premiers développements.

Les végétaux vasculaires flottants ou enracinés (les macrophytes), n’interviendront
dans le traitement qu’a partir de 1950 ou leur effet dépolluant commence a étre étudi¢ de
facon scientifique par des chercheurs allemands. Il a cependant fallu attendre jusqu’a 1972

pour que la premiére station fonctionnelle soit construite a Othfresen en Allemagne [30].

La phytoremédiation est en plein essor. L’utilisation de plantes pour éliminer
notamment les métaux lourds et les pesticides, suscite un intérét croissant et fait 1’objet de

nombreuses études.

2.3. Principe de la technigue de phytoremédiation

Connue sous le nom de phytoremédiation « phyto » = plante et « remedium »
=rétablissement de 1’équilibre, remédiation, la phytoremédiation est définie comme
I’utilisation de plantes pour extraire ou transformer les polluants organiques et aussi

inorganiques (plus particuliérement les métaux lourds) [31].

Les aspects technologiques d’efficacité, de coflit du traitement et les aspects
économiques sont abordés. Plus précisément, les types de stratégies de phytoremédiation,
particulierement utilisés dans la dépollution des métaux lourds sont décrits ci-dessous et

illustrés dans la figure 2.1

2.4. Les différents types de remédiation

Plusieurs mécanismes permettent aux plantes 1’élimination des polluants par

phytoremediation [8] [32-35].

La premicre étape de la phytoremédiation est I’absorption ou extraction du polluant
par voie racinaire pour un polluant du sol ou des eaux ou par voie aérienne pour un
polluant atmosphérique. Ensuite, plusieurs mécanismes peuvent étre développés par les
plantes : certains polluants sont stockés et compartimentés dans la plante, ce qui

correspond a une majorité des métaux lourds (phytoaccumulation).

D’autres polluants sont transformeés par la plante en composes secondaires moins
toxiques (phytodégradation) qui peuvent rester dans la plante ou étre éliminés par voie

racinaire ou aérienne (phytovolatilisation). Il s’agit généralement de polluants organiques
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mais quelques métaux lourds comme le mercure et le sélénium peuvent étre éliminés par

voir aérienne.

A Topposé, certaines plantes sont capables de sécréter des composés par voie
racinaire afin de complexer les polluants dans le sol au lieu de les absorber
(phytostabilisation).

2.4.1. La phytoextraction ou phytoaccumulation

Ce mécanisme permet d’extraire et d’accumuler des polluants dans les plantes qui
absorbent et concentrent dans leurs parties récoltables (feuilles, tiges, racines), les

polluants provenant des sols ou des eaux.

Certaines plantes dites hyperaccumulatrices sont capables d’emmagasiner des
grandes quantités d’éléments métalliques. Les polluants absorbés peuvent ensuite E&tre

extraits des tissus végétaux.

Certaines espéces sont capables d’accumuler deux métaux lourds ou parfois méme
davantage. Par exemple, le tabouret bleuatre (Thlaspi caerulescens) est une Brassicacée
hyperaccumulatrice de cadmium, plomb, nickel et zinc [36]. Un métal est dit
hyperaccumulé lorsque sa masse dans les différents tissus de la plante est supérieure a 0,1
% de la masse seche de la plante, soit 1 g / kg [37]. Il existe cependant des exceptions a
cette définition : ’hyperaccumulation du cadmium est définie pour une quantité supérieure
ou égale a 0,01 % de la masse séche de la plante et les plantes hyperaccumulatrices de fer,
de manganese ou de zinc doivent contenir au moins 1 % de ces éléments dans leur masse

séche.

2.4.2. La phytostabilisation

Cette technique permet d’éviter la dispersion des polluants dans les eaux de surface
et souterraines [38]. Les plantes absorbent les polluants (essentiellement des métaux
lourds) du sol, de I'eau ou de I'air, les retenant localement et réduisant leur biodisponibilité.
Les composés polluants sont immobilisés en les liants chimiquement par précipitation,

stabilisation, absorption ou piégeage de ceux-ci par la plante.

L’avantage de cette stratégie par rapport a la phytoaccumulation est de ne pas avoir
a traiter les plantes par la suite. Cependant, la phytostabilisation, si elle évite la propagation

des polluants, ne permet pas une réelle décontamination des sites. Il s’agit plutoét d’une
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solution temporaire pour confiner rapidement une pollution avant qu’elle n’atteigne les
milieux situés a proximité. Cette stratégie est généralement mise en place sur des mines
d’extraction de métaux en fin d’exploitation avant d’utiliser par la suite des méthodes de

dépollution de ces sites.

2.4.3. La phytotransformation ou phytodégradation

La phytodégradation utilise les propriétés de certaines plantes a produire des
enzymes qui catalysent la dégradation des substances absorbées ou adsorbées, celles-ci
sont alors transformeées en substances moins toxiques ou non toxiques par la métabolisation
des contaminants dans les tissus des plantes ou par les organismes de la rhizosphere
maintenue par la plante. On parle alors de rhizodégradation, de phytostimulation ou encore

de bioremédiation).

2.4.4. La phytovolatilisation

La phytovolatilisation est une forme particuliére de phytodégradation. C’est le
processus par lequel les plantes transforment les contaminants du sol ou des eaux polluées

en éléments volatiles et les relachent dans 1’atmosphere via leurs feuilles [39].

Ce phénomeéne peu fréquent a été mis en évidence surtout pour la transformation du
séléenium, du mercure et de quelques solvants chlorés. Des plantes peuvent par exemple
convertir du sélénium en diméthyl sélénide qui est une forme volatile 100 fois moins
toxique du sélénium. Deux espéces végétales, la moutarde chinoise (Brassica juncea) et
une macro algue d’eau douce, le charophyte dioique (Chara canescens) ont été décrites

comme de bons phytovolatilisateurs de ce métal [40, 41].

2.4.5. La rhizofiltration

Les capacités éleveées du systeme racinaire de certains végétaux, permet la
dépollution et la restauration des eaux de surface et souterraines. Les plantes fonctionnent
comme des pompes qui vont absorber de grandes quantités d’eau et en rejeter par
transpiration. Certaines espéces ligneuses tolérant des sols gorgés d’eau sont également des
modeles intéressants pour la rhizofiltration. C’est par exemple le cas des saules qui peuvent
absorber jusqu’a 200 litres d’eau par jour [8]. La rhizofiltration est donc une étape

préalable a une phytoaccumulation ou a une phytodégradation selon le type de polluant.



31

De plus, I’asseéchement du milieu aquatique permet la création d’un milieu aérobie
favorable a la dégradation par des microorganismes des polluants non absorbés par les
plantes. Parmi les études réalisées, il a été montré que la jacinthe d’eau (Eichhornia
crassipes), une hydrophyte flottante, est une plante tres prometteuse pouvant accumuler de
nombreux métaux lourds suite a 1’absorption d’eau [42]. Les quantités de métal
accumulées par ha vont de 0,24 kg pour le cadmium & plus de 25 kg pour le zinc.

Le tableau 2.1 résume une partie des polluants traités par au moins un procédé de
phytoremédiation. Les procédés de phyto- et rhizo- dégradation sont spécifiques des
polluants organiques alors que 1’accumulation, la volatilisation et la stabilisation sont des
méthodes de traitement essentiellement utilisees pour des milieux (solides ou aqueux)

riches en métaux lourds.

Phytoaccumulation

Phytovolatilisation Phytodégradation

>
e~ <
a)(

Phytostabilisation

Figure 2.1 : Mécanismes de phytoremediation.

Les xénobiotiques (métaux lourds ou composés organiques) représentés en rouge
peuvent s’accumuler dans la plante en conservant la méme forme ou étre transformés
(symboles roses) de différentes maniéres : dégradation dans le sol ou dans la plante
(symboles en croissant), volatilisation dans 1’atmosphére (ronds ailés) ou stabilisation dans

le sol (carrés).
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Tableau 2.1 : Stratégies de phytoremédiation

Procédé de phytoremédiation

Polluants traités

Phytoaccumulation

Métaux lourds et quelques composes
organiques :BTEX(benzeéne,
éthylbenzéne,toluéne,xyléne),pentachlorophénol

Rhizofiltration

Métaux lourds et composés organiques

Phytovolatilization

Sélénium, Mercure,quelques solvants chlorés

(tri et tétra-chlorométhane)

Phytostabilisation

Métaux lourds et potentialité pour des solvants

chlorés (tri- et tétra-chlorométhane)

Phytodégradation

Organiques :explosifs (HMX, nitrobenzene,
nitrométhane, nitrotoluéne,acide picrique, RDX,
TNT),pesticides (atrazine, DDT, pesticides
chlorés et/ phosphorés), PCB,solvants chlorés
(chloroforme, tétrachlorures de carbone,di-,tri-
tétra et hexa-chloroéthane, chlorure de vinyl,di-
et tri-chloroéthanol, acide mono, di- et tri-
chloroacétique, tri et tétra-chlorométhane),

bromure de méthyle, tétrabromoéthane.

Rhizodégradation

Organiques : HAP,BTEX , pesticides
(atrazine,alachlor), PCB, solvants chloreés (tri-et

tétra-chloroéthane ).
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2.5. Le potentiel épuratoire des plantes aquatigues

La capacité des plantes a diminuer la turbidité, la pollution par les matieres
organiques et les elements nutritifs de 50 a plus de 80 % est maintenant bien reconnue
[43]. Elles ont également une forte capacité de prélevement des métaux avec des
rendements élevés qui ont été decrits dans la littérature scientifique : le plomb (76 %), le
nickel (82 %), le fer (79%), le zinc (98 %), le manganése (95 %), le chrome (97 %), le
mercure et le cuivre (90 %) [44-46].

Vincent (1997) [47] constate que des étangs filtrants au Québec donnent de
meilleurs résultats d’épuration que ceux obtenus dans les stations d’épuration. Cependant,
si on connait de mieux en mieux la capacité des plantes a épurer les eaux contaminées par
la matiére organique, les éléments nutritifs et les métaux, nos connaissances sont plus

.....

avoir le potentiel [48,49].

Les végétaux aquatiques ont montré leur efficacité dans 1’élimination de polluants
organiques comme les phénols, les composés organochlorés et organophosphorés, les
chlorobenzenes, et méme les pesticides (voir article de synthese : Dhir et al., 2009).
Concernant ces derniers, les rendements d’épuration a l‘aide de plantes aquatiques sont
variables, de 20 a 95 %, selon les propriétés physico-chimiques des molécules et le type de
plantes [50-55]. Les plantes aquatiques paraissent donc avoir un fort potentiel dans le

processus de phytoremédiation.

Cette biotechnologie de remédiation des milieux aquatiques est a évaluer sur les

métaux lourds a savoir le cadmium et le plomb ainsi que leur melange.

2.6. Le matériel végétal

Les plantes sélectionnées en vue d’une utilisation en phytoremédiation doivent, si

possible, présenter un bon compromis des qualités suivantes [56] :
- étre hyper tolérantes aux concentrations en polluants ;
- étre hyperaccumulatrices ;

- avoir un systeme foliaire et racinaire développé ;
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- avoir une activité photosynthétique intense;

- permettre un transport et un stockage a taux élevé ;

- permettre une extraction rapide;

- étre dotée de mécanismes internes pour métaboliser des polluants ;
- étre adaptable au climat local ;

- avoir une certaine résistance aux insectes et aux maladies;

- permettre une facilité de gestion.

2.7. Les lentilles d’eau

Les lentilles d'eau sont des plantes aquatiques flottantes de petite taille qui se
présentent sous forme de colonies de frondes tres vertes de 2 a 6 mm de diameétre. Les
colonies sont formées de 2, 3 ou 4 frondes réunies par des pédicelles. Chaque fronde porte

une fine racine pouvant atteindre 3 cm.

Ce végétal colonise tres facilement la surface des eaux douces et calmes au niveau
des étangs, des chenaux, des mares ... Il est trés commun sous les latitudes tempérées. Il se
multiplie trés rapidement et de maniére végetative, les frondes meres donnant naissance a
des frondes filles qui arrivées a maturité se détachent des frondes méres pour donner de
nouvelles colonies. Cet organisme est souvent utilisé pour les études écotoxicologiques et
dans des tests normalisé [57,58].

La lentille d’eau est bien connue pour ses propriétés de bioconcentration de métaux
[59-62]. Les plus communément utilisées en écotoxicologie et en phytoremédiation sont

Lemna minor et Lemna gibba

2.7.1. Lemna minor

Petites frondes flottantes de 2-3 mm de diametre, plane sur les deux phases. Les
petites lames foliacées de ces plantes flottantes ne dépassent pas 6 mm de largeur. Chaque

lame porte une seule racine (Figure 2.2)
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Figure 2.2 : Photographie de Lemna minor

2.7.2. Lemna gibba

Lentille d’eau bossue. Cette lentille se reconnait a sa face plus ou moins renflée.
Chaque lame ne porte qu’une seule racine. Les fleurs vertes, minuscules et unisexuées, se

forment sur le bord des lames foliacées. Ces especes sont de bons indicateurs biologiques.

Lemna gibba préfere les eaux stagnantes ou faiblement courantes : fossés, mares,
canaux, lacs, anses calmes de cours d’eau et de secteurs a embacles. La lentille bossue peut

développer des nappes vastes et épaisses recouvrant des surfaces de plusieurs hectares.

L’appareil reproducteur présente des fleurs rares et trés petites, de couleur verte.
Elles sortent de la fronde par une fente latérale. Lemna gibba fleurit entre mai et juillet
préfére les milieux plus chauds et eutrophes. Le thalle hivernal de Lemna gibba est vert

foncé et non renflée.

Figure 2.3 : Photographie de Lemna gibba

Pour optimiser le potentiel épurateur de la plante, il faut, entre autre, que celle-ci
soit en bonne « santé » [63, 64].
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2.8. Les aspects économiques de la phytoremédiation

Les colts de la phytoremédiation mentionnés dans la littérature sont rares, variables

et approximatifs. 1l serait en moyenne de 1 euro par m®de sol ou d’eau & dépolluer.

L'avantage majeur de la phytoremédiation en terme de co(t, apparait tres nettement

par rapport aux autres méthodes traditionnelles (de 100 a 10 000 fois moins chére [65].

Le marché américain pour la phytoremédiation est passé de 50 millions de dollars
en 1999 a plus de 300 millions de dollars en 2007. Cette technologie est en pleine
expansion, notamment aux Etats-Unis ou I’EPA recensait, dés 1990, 150 projets utilisant
cette technique pour éliminer divers polluants comme, les solvants chlorés, les explosifs,
les combustibles, les pesticides, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les

composés d‘hydrocarbures pétroliers, les radionucléides, et les métaux lourds [34, 35].
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CHAPITRE 3
TOLERANCE AUX METAUX LOURDS CHEZ LES VEGETAUX

3.1. Introduction

Certains éléments métalliques sont essentiels aux organismes vivants a de faibles
concentrations. Mais, ils agissent a de fortes concentrations comme un facteur de stress qui
entraine une modification de la réaction physiologique. Le terme « sensibilité » décrit les
effets du stress, qui peuvent aller jusqu’a la mort de la plante. Par opposition, le terme «
résistance » fait référence a la réaction de la plante qui lui permet de survivre face au

stress métallique et d’assurer sa descendance [66].
Deux stratégies principales sont impliquées dans ce phénomeéne de résistance :

- la stratégie d’évitement par laquelle les plantes se protégent du stress métallique en

limitant leur absorption ;

- la stratégie de tolérance (terme qui sera utilisé dans la suite de ce travail comme étant
synonyme de résistance) qui fait référence aux réactions permettant de limiter les effets

néfastes des métaux dans 1’organisme.

Ces différents aspects sont abordés dans ce chapitre de facon a comprendre la
physiologie de la plante vis-a-vis des métaux lourds. Pour terminer, nous développerons les

stratégies d’utilisation des plantes dans une optique de phytoremeédiation.

3.2. Les métaux lourds dans la plante

Parmi I’ensemble des métaux lourds, une vingtaine d’entre eux sont indispensables
aux processus physiologiques majeurs, en particulier la respiration, la photosynthése ou
I’assimilation des macronutriments ( azote, soufre... ; )[14]. Nombre de ces métaux, Cu,
Zn, Ni, Fe, Co, Se et Ba sont aussi impliqués au niveau de processus moléculaires tels que
le controle de I’expression des genes ; la biosynthése des protéines, des acides nucléiques,
des substances de croissance, de la chlorophylle et des métabolites secondaires ; le

métabolisme lipidique ou la tolérance au stress [67].
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Les métaux lourds sont concernés par les phénomenes d’absorption par les plantes
car des éléments comme Zn et Cu font partie des éléments essentiels au métabolisme des

plantes. Cependant, a des concentrations élevées, ces oligoéléments peuvent étre toxiques.

D’autres ¢léments comme Pb et Cd n’ont pas de rdle biologique connu et peuvent
étre trés toxiques méme a de tres faibles concentrations. C’est pourquoi,
I’hyperaccumulation des métaux dans les parties aériennes sans effet toxique notable est un

phénomene rare chez les plantes.

3.3. Absorption, transport et compartimentation des métaux lourds dans les cellules

3.3.1 Absorption au niveau de la membrane plasmique

La plupart des métaux lourds pénéetre dans les cellules grace a des transporteurs
situés au niveau de la membrane plasmique. Certains cations métalliques n’étant pas
indispensables pour les végeétaux, ils entrent en compétition avec des éléments essentiels
(métalliques ou non) de structure et / ou de charge proche(s) afin d’étre pris en charge par

des transporteurs qui ne leur sont pas spécifiques.

La figure 3.1 résume les grandes familles de transporteurs impliqués dans

I’absorption des principaux métaux essentiels au développement des vegétaux.

Cytoplasme

Membrane
plasmique

Cationsmono Zn*",Fe?”, Fe*,Zn’*", Fe&" . Fe*", Fe&, Mn™, Cu*~
et divalents Mn?** Mn" Ni*™, Cu?* NI~

Figure 3.1 : Familles de transporteurs impliqués dans 1’absorption des principaux métaux
essentiels au développement des plantes. Cyclic Nucleotide-Gated Channel (CNGC), Zinc
regulated transporter - Iron regulated transporter-like Protein (ZIP), Iron Regulated
Transporter (IRT), Yellow Stripe Like (YSL), Natural resistance associated-macrophage
protein (NRAMP), COPper Transporter (COPT).
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Les métaux lourds non essentiels pour les plantes ne pénétrent pas tous dans les
cellules par 1’'un des transporteurs précédemment décrits. En effet, quelques éléments

métalliques empruntent d’autres voies pour étre absorbés.

Le plomb n’étant pas un élément essentiel pour les plantes, il n’existe pas de
transporteur spécifique pour son absorption. 1l a été montré que le plomb se lie aux groupes
carboxyliques d’acides uroniques présents dans le mucilage de la surface racinaire [68, 69]

Ou au niveau des parois [70-71].

Le plomb peut pénétrer a I’intérieur des cellules mais a ce jour, le processus
d’absorption de ce métal n’est pas totalement établi [72] .Quelques études suggérent que le
plomb pourrait pénétrer grace a un transporteur de type CNGC [73, 74].

Des travaux réalisés sur le tabac (Nicotiana tabacum) et sur une gesse (Lathyrus
sativus) suggeérent une absorption du plomb par des transporteurs de calcium de faible

affinité de type LCT pour Low affinity Cation Transporter [75, 76].

Pour pénétrer dans la cellule, le cadmium entre en compétition avec de hombreux
cations divalents et notamment avec le calcium et emprunte de nombreux transporteurs
appartenant aux familles mentionnées précédemment (figure 3.1) a I’exception des
transporteurs de type COPT [77, 78].

Le cadmium peut également emprunter une autre famille de transporteurs appelée
LCT (Low affinity Cation Transporter) qui permet plutdt I’entrée de calcium lorsque les

plantes ne sont pas soumises a un milieu pollué par des métaux lourds.

Le cadmium semble emprunter davantage de transporteurs membranaires que les
autres metaux lourds, probablement parce qu’il est I’'un des éléments métalliques les plus
mobiles dans le sol et qu’il entre ainsi davantage en compétition avec les éléments

essentiels au développement des plantes comme le calcium, le cuivre, le zinc ou le fer [12].

3.3. 2. Association aux ligands et transport

Une fois absorbés, les métaux lourds ne sont pas toujours transportés sous forme
libre. Ils peuvent étre rapidement complexés dans le cytoplasme a différentes molécules

(acides organiques, les acides aminés et divers peptides). Le fer est pris en charge par le
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citrate ; le zinc peut étre transporté par un complexe anionique [79] ; la majorité du cuivre

et une partie du nickel sont chélatés par un acide polyaminopolycarboxylique.

Le transport peut se faire sur une courte distance a I’intérieur de la cellule et sur une
distance plus longue vers d’autres cellules et tissus de I’organe d’absorption ou vers

d’autres organes de la plante.

3.3.3. Compartimentation

3.3.3.1. Compartimentation intracellulaire

*Séguestration vacuolaire

Les métaux lourds restent rarement dans le cytoplasme ou ils peuvent générer des
effets toxiques. Certaines protéines utilisant des métaux comme co-facteurs, ont cependant
besoin d’une concentration minimale de ces éléments pour leur fonctionnement et leur
renouvellement. Cependant, chez les plantes non tolérantes, les métaux lourds peuvent

s’accumuler dans le cytoplasme avec des conséquences létales.

Chez les plantes tolérantes ou les plantes sensibles faiblement exposées a des
métaux lourds, la vacuole constitue généralement le lieu de stockage majoritaire car elle est
moins sensible aux oxydations que des organites comme les chloroplastes. Les éléments
métalliques y sont acheminés par différents ligands (chaperonnes, composés riches en
cystéines, acides organiques...) et entrent dans la vacuole seuls ou complexés a certains

ligands par des transporteurs du tonoplaste [78].

Il existe 3 familles majoritaires de transporteurs de métaux lourds vers la vacuole :

1) Les transporteurs de type CDF (Cation Diffusion Facilitators) sont, comme leur nom

I’indique, impliqués dans le transport de cations dont certains cations métalliques.

2) Les transporteurs antiports cations / H* permettent I’entrée dans la vacuole de cations
(dont des cations métalliques) parallélement a une sortie de protons. Les métaux lourds
pour lesquels cette voie d’entrée a été identifiée sont le manganése et le cadmium qui

entreraient en compétition avec le calcium.
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3) Les transporteurs de type ABC (ATP-Binding Cassette) constituent une famille de
protéines que I’on retrouve chez un certain nombre d’organismes vivants, allant de la
bactéric a I’homme. Ces protéines ATP-dépendantes transportent des molécules variées
vers I’intérieur de la vacuole comme des ions, des glucides, des lipides, des pigments, des
antibiotiques et des xénobiotiques organiques [80, 81]. Cependant, certains transporteurs
ABC constituent les voies d’entrée de métaux lourds et sont donc regroupés dans une sous-
famille notée HMT pour Heavy Metal Tolerance ou MRP pour Multidrug Resistance
associated-Proteins [82].

Ces métaux lourds n’entrent pas sous forme libre mais sous forme complexée avec
du glutathion ou le plus souvent avec des phytochélatines [81]. Une fois dans la vacuole, le
devenir de I’association métal-ligand n’est pas clairement établi.

Certains auteurs pensent que les métaux forment des complexes plus importants et
stables grace a la présence de sulfides vacuolaires et d’autres métaux lourds entrent sous
forme libre par des transporteurs différents des transporteurs ABC tels que des antiports

cations / protons [83,84].

*Autres lieux de séquestration

Les métaux lourds non essentiels sont stockés au niveau de la vacuole afin de
préserver les autres compartiments de la cellule. En revanche, les métaux lourds
nécessaires a 1’élongation, la différenciation et / ou a la défense des cellules sont en partie

stockés dans d’autres organites ou ils interviennent de diverses manicéres.

3.4. Toxicité et tolérance

Le premier effet des métaux lourds observable chez les végétaux est une inhibition
de la croissance. Celle-ci s’accompagne trés souvent de nombreux autres indices de
dysfonctionnement : chlorose foliaire, importantes lésions nécrotiques, jaunissement

progressif, repliement ou dessechement du feuillage...

A T’heure actuelle, les bases moléculaires de ces perturbations sont encore mal
connues, mais on admet généralement qu’elles résultent d’un stress oxydatif, di a la
production d’especes réactives de 1’oxygene ou « Réactive Oxygen Species » (ROS). Les
ROS alterent toute une série de substrats biologiques importants, avec comme conséquence
la modification des domaines fonctionnels des biomolécules : inhibition de 1’activité

enzymatique, perturbation du métabolisme végétal (notamment la photosynthése et la
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respiration), oxydation de protéines, altération des membranes cellulaires via 1’induction de
phénomeénes de péroxydation lipidique, apparition de cassures au sein de I’ADN, pouvant

conduire a la mort cellulaire [85-87].

Pour éviter ces inconvénients, des systemes de stockage ou de détoxication des

meétaux accumulés ont été sélectionnés chez certains végetaux.

D’efficacité variée selon les espéces, il semble a I’heure actuelle que trois
mécanismes, encore mal compris, soient largement prépondérants : la modification de la
perméabilité membranaire, qui permet de réduire I’entrée des métaux dans la cellule, le
systeme anti-oxydant, qui limite les dégits des espéces réactives de 1’oxygéne et la

chélation intracellulaire, qui empéche 1’activité de 1’ion métallique.

3.4.1. La membrane plasmique

Le transport actif a travers la membrane plasmique des cellules racinaires est un
processus important, car les ions ne peuvent pas diffuser librement a travers la double

couche phospholipidique [88], méme passivement.

La membrane plasmique peut limiter I’accumulation des ions toxiques, soit en
modifiant I’ensemble du flux ionique, soit en employant des systémes ultra spécifiques

autorisant un flux ionique qui ne transporterait pas les ions toxiques [89].

Cependant, si la membrane plasmique apparait comme étant la premiére barriere
face a ’entrée des ¢léments métalliques dans le cytosol, elle constitue €également une cible
importante pour la toxicité métallique. Par conséquent, 1I’imperméabilité n’est plus assurée
et I’entrée des meétaux toxiques par diffusion est facilitée [14]. Dés lors, la tolérance

pourrait étre due en partie a un renforcement de la protection de ’intégrité membranaire.

3.4.2 Systéme anti-oxydant

Le systéme anti-oxydant jouerait un réle central dans la détoxication des métaux
lourds ayant pénétrés dans la cellule. Il est donc important de bien comprendre d’une part
les événements conduisant a un stress oxydant et d’autre part les mécanismes biochimiques

impliqués dans la réponse a ce stress.
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3.4.2.1 Les métaux lourds induisent I’accumulation de ROS

Le réle des métaux lourds dans la formation des ROS est lié a leur capacité a exister

sous différents états d’oxydation.

En effet, les cations d’éléments comme Fe, Cu, Cr ou Mn sont capables de céder un
ou plusieurs électrons susceptibles de réduire 1’oxygene et ses dérivés. La plus connue de
ces réactions est la réaction de Fenton (1) qui se produit en présence de fer ferreux et qui
conduit a la réduction du peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en radical hydroxyl (-OH) et en
anion hydroxyl (OH) :

H,0, + Fe® 5 OH+OH +Fe** (1)

Les radicaux libres sont des especes chimiques qui possédent un électron célibataire
qui, parce qu’il n’est pas apparié¢ a un autre ¢lectron de spin opposé€, confeére a la molécule
une trés forte réactivité. Le radical hydroxyle -OH, produit au cours de cette réaction, est

un puissant agent oxydant.

D’autres réactions de ce type faisant intervenir des métaux réduits ont également
été décrites, telle que la réaction d’Haber-Weiss (2) au cours de laquelle le peroxyde
d’hydrogene réagit avec un radical superoxyde, comme [’anion superoxyde -O,
aboutissant, la encore, a la production du radical hydroxyle.

H,0, + -0, + Fe®——> .OH+OH + 0, + Fe** (2)

Par ailleurs, méme des métaux qui n’existent que sous un seul état d’oxydation, tels
que le cadmium et le nickel par exemple, peuvent induire une accumulation de ROS pour
trois raisons : une perturbation de certaines voies métaboliques, une inactivation et un «
down régulation » des enzymes du systéeme anti-oxydant ou un épuisement du stock de
molécules de faible masse moléculaire comme 1’ascorbate, le glutathion, la vitamine E ou

les caroténoides, qui présentent des capacités anti-oxydantes [12].

3.4.2.2. Le systeme anti -oxydant contrdle la production de ROS

Trois activités enzymatiques clefs occupent une place centrale dans les mécanismes
de détoxication des ROS : il s’agit des superoxyde-dismutases (SOD), des catalases (CAT)
et des peroxydases (POX). Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade
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radicalaire au niveau de 1’anion superoxyde ‘O, ~ et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant

finalement a la formation d’eau et d’oxygéne moléculaire.

*Les superoxyde-dismutases, SODs, sont responsables de la dismutation de

I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogene (H,0,), selon la réaction (3) :

20, +2H——> H,0,+ 0, (3

Ces enzymes existent sous différentes isoformes, dont la structure d’ensemble est
tres bien conservée au cours de 1’évolution : le repliement tridimensionnel forme un puits

hydrophobe au centre de la protéine, dans lequel se glisse I’anion superoxyde.

Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal divalent situé au coeur de
I’enzyme. Selon la nature de ce métal on distingue les superoxyde-dismutases & manganese
(Mn-SOD) localisées dans les mitochondries, les superoxyde-dismutases a cuivre-zinc
(Cu/Zn-SOD), cytosoliques et enfin, les superoxyde-dismutases a fer ferreux (Fe-SOD),
localisées dans le chloroplaste.

L’équation (4) décrit la chaine catalytique typique avec le cuivre :

2Cu+-SOD + -0, ——> 2Cu+-SOD + -02" + 2H"——>2Cu,+-SOD + H,0, (4)

*Les catalases, CATs, sont contenues dans les peroxysomes et dans le cytosol.
Elles agissent en synergie avec les SODs puisque leur role est de catalyser la réduction du
peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygene moléculaire selon la réaction suivante :

2H,0, — 2H,0 +0,

*Les peroxydases, POX, permettent, comme les catalases, la réduction de H,O, en
eau et en oxygene moléculaire. Cependant, a la différence des catalases, les POX

nécessitent la présence d’un substrat particulier pour réaliser leurs activités.

Deux types principaux de « molécules antioxydantes » sont utilisés comme substrat
par les peroxydases : 1’acide ascorbique (Asc) et le glutathion (GSH). Ces deux molécules

participent au cycle « ascorbate/glutathion » [90, 91].
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*Le glutathion est un tripeptide composé de glutamate, cystéine et glycine. C’est
une molécule ubiquitaire synthétisée dans le cytoplasme et les chloroplastes. Sa forte
concentration (jusqu’a 1 mM dans le cytoplasme et 5 mM dans les chloroplastes) fait du

glutathion une source importante de soufre pour les cellules [92].

Le role principal du glutathion est un role anti-oxydant contre les agressions
biotiques et abiotiques subies par les plantes. Le glutathion permet de réguler 1’état

d’oxydo-réduction des cellules.

Outre le role d’anti-oxydant, le glutathion intervient dans les mécanismes de
détoxication de xénobiotiques ou il sert de substrat aux glutathion-Stransférases, dans le
transport et le stockage d’acides aminés, dans la régulation de la prolifération cellulaire ou
encore dans la synthése de désoxyribonucléotides [93]. Le glutathion est aussi capable de

piéger des métaux lourds.

3.4.3. La chélation et la compartimentation cellulaire

3.4.3.1. La chélation

La présence intracellulaire de ligands organiques, qui assurent une complexation et
donc la détoxication de nombreux ions métalliques constitue a 1’heure actuelle un aspect
fondamental de la résistance aux métaux lourds. Chez les végétaux, quatre groupes

principaux de ligands intracellulaires ont été caractérisés :

a) _Les métallothionéines

Les métallothionéines sont de petites protéines riches en cystéine et présentes chez
la majorité des eucaryotes et chez plusieurs procaryotes [94]. Ces protéines sont
caractérisees par leur richesse en cations métalliques (essentiellement Cu et/ou Zn) et par
leur forte proportion de résidus cystéines (environ 30 %). Elles se distinguent aussi par leur
faible masse moléculaire (6 a 8 kDa et 60 a 75 acides aminés) et par 1’absence de résidus
aromatiques.

Des etudes effectuées sur plusieurs espéces végeétales dont le silene enflé (Silene
vulgaris), un peuplier hybride (Populus trichocarpa x deltoides), Thlaspi caerulescens ou
encore la massette (Typha latifolia), indiquent que les métallothionéines sont impliquées
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essentiellement dans le transport du cuivre et du zinc et réguleraient donc la distribution de

ces métaux essentiels au sein des cellules et de la plante entiére [95-98].

Cependant, il a été montré que ces protéines peuvent aussi se lier aux metaux

lourds non essentiels au développement des plantes.

Le role précis des MT dans la réponse aux metaux lourds est encore débattu, mais
de nombreuses observations ont montré qu’elles pourraient étre impliquées dans certains
mécanismes de tolérance, notamment vis-a-vis du cadmium et du cuivre. Chez Arabidopsis
thaliana par exemple, il a été démontré que la présence de cuivre stimule la biosynthése de
MT et que la variation écotypique de la tolérance a ce métal est corrélée au taux de
transcription des génes MT [99].

b) Les phytochélatines

Les phytochélatines (PC) sont des oligopeptides riches en cystéine. Dans la
majorité des cas, les PC sont synthétisées par voie enzymatique a partir du glutathion. La
synthese de PC est catalysée par la phytochélatine synthase (PCS). La synthese des PC est

activée par la présence de métaux lourds dans la cellule et par leur liaison a la PCS [100].

La phytochélatine synthase est active lorsque deux molécules de glutathion et une

molécule de métal forment un thiolate (GS-métal-GS) [93].

Les PC possédent également un site de liaison aux métaux lourds. Elles vont se lier,
par ’intermédiaire des groupes sulthydriles des cystéines, aux ions métalliques libres et

former des complexes PC-métal au sein desquels la toxicité du métal est réduite [101].

Les PC sont connus pour piéger plusieurs métaux lourds dont I’arsenic, le plomb, le
mercure, 1’argent mais aussi des métaux essentiels lorsqu’ils sont en forte concentration

comme le zinc et le cuivre [102].

Elles représentent le deuxiéeme groupe de chélateurs intracellulaires, uniguement

rencontrés dans le regne végétal.

De nature peptidique, ces molécules sont classées dans une petite famille

apparentée aux MT avec lesquelles elles partagent d’assez nettes similarités de structure et
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de fonction : elles sont tres riches en Cys [formule générale (Glu-Cys)n-Gly (avec n =2 a

11)] et leur synthése est stimulée par la présence de métaux lourds (Cd, Cu, Zn, etc...).

Une différence essentielle avec les autres MT réside dans 1’origine biosynthétique
des PC ; elles ne sont pas directement codées par le génome mais sont synthétisées par une

phytochélatine synthase, a partir d’un tripeptide précurseur, le glutathion (Glu-Cys-Gly).

Bien que les PCs soient clairement impliquées dans la liaison des métaux
intracellulaires, I’activité PC synthase semble constitutive chez la plupart des plantes. En
effet, les écotypes tolérants ne présentent pas de concentrations accrues en PC [103].

c) _Les acides organiques

Ces molécules sont des acides dicarboxyliques (acides fumarique, malique,

oxalique) ou des acides tricarboxyliques (comme 1’acide citrique).

Ce sont des composés sécrétés par voie racinaire dans le milieu afin de solubiliser
les métaux lourds. Ces mémes acides, peuvent également s’accumuler dans les cellules et
former des complexes avec certains métaux absorbés pour faciliter leur transport dans la
plante. Toutes ces petites molécules sont clairement impliquées dans les phénomeénes

d’accumulation.

De plus, des observations récentes ont clairement montré que, au moins dans
certains cas, des acides organiques pourraient étre directement impliqués dans les
mécanismes de tolérance. Plusieurs études ont montré que le plomb est transporté sous
forme de complexe avec des acides organiques comme le citrate [104]. Sesbania
drummondii, une Fabacée hyperaccumulatrice de plomb, transporte ce dernier depuis les
racines vers les parties aériennes sous forme de complexe plomb-acétate mais aussi plomb-
nitrate et plomb-sulfide [105, 106].

Ainsi, les capacités d’hyperaccumulation et de résistance de certaines variétés de
blé noir (Fagopyrum esculentum) vis-a-vis de 1’aluminium sont directement dépendantes

de la synthése d’acide oxalique [107].

De méme, une synthése accrue de malate a été observée chez une population
tolérante de Festuca rubra se développant sur des dépots riches en Cu et Zn, par rapport a

une population sensible provenant d’une prairie [108].
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Ces deux exemples suggérent donc que la tolérance aux métaux chez quelques
métallophytes hyperaccumulatrices serait acquise par une synthése spécifique de petites

molécules organiques a fortes capacités de chélation.

d) Les acides aminés

Libres, comme la proline, I’histidine et la cystéine, ils s’accumulent lors d’un stress
métallique et pourraient étre eux aussi impliqués dans la chélation de divers métaux lourds,
notamment du zinc et du nickel [109, 110]. C’est ainsi que I’accumulation et la tolérance
au nickel dans le genre Alyssum semblent principalement dues a une synthése accrue
d’histidine [111].

3.4.3.2 La compartimentation

Une des hypothéses les plus fréquentes pouvant expliquer le phénomene de
tolérance serait attribuée a la compartimentation accrue des métaux lourds sous forme

ionigue dans la vacuole, grace a plusieurs familles de transporteurs protéiques.

Par exemple, un transporteur tonoplastique appartenant a la famille des protéines
GTP a été identifié chez un écotype de Silene vulgaris tolérant au zinc. Le transport de zinc
sous forme ionique dans les vacuoles dépend de la présence de magnésium et de GTP et

permet la détoxication du zinc plus rapidement que chez 1’écotype sensible [112].

Chez Rauvolfia serpentina, le cadmium forme, avec les phytochélatines, des
complexes de faible masse moléculaire (Low Molecular Weight (LMW)), qui s’agrégent
les uns aux autres par des ponts sulfures pour former des complexes de masse moléculaire
élevée (High Molecular Weight (HMW)).

Les HMW pourraient alors étre transportés par un complexe protéique spécifique
dans la vacuole. Le pH vacuolaire provoquerait alors la dissociation du complexe, et les
ions seraient pris en charge par les acides organiques présents, tels que le malate, le citrate

ou encore ’oxalate [12].

3.4.4. Autres systemes de défense au stress métalligue

D’autres mécanismes agissant contre les effets néfastes des métaux lourds peuvent

étre mis en ceuvre chez les plantes :
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» Des transporteurs membranaires, de type pompe ATPasique, spécifiques du
cadmium seraient présents chez A. thaliana et réaliseraient un efflux actif des ions

métalliques a I’extérieur des cellules [109].

» L’accumulation des métaux dans les feuilles agées, juste avant leur abscission
diminuerait ainsi les concentrations métalliques dans la plante. En général, la concentration

dans les feuilles augmente avec 1’age.

Chez Armeria maritima subsp. halleri, dans les feuilles marron (les plus agées), les
concentrations en Cu, Cd, Zn et Pb sont 3 a 8 fois celles des jeunes feuilles [113].

Cette observation suggere un transport interne depuis des feuilles vertes, encore
actives d’un point de vue photosynthétique, vers les feuilles qui sont sur le point de
tomber, préservant ainsi la photosynthése tout en détoxiquant la plante. Une accumulation
de Cd a été également observée dans les trichomes de plusieurs espéces [29].

> Les protéines de choc thermique (Hsp), déja réputées pour leur
implication dans le stress lié a un choc thermique, seraient également responsables de la

tolérance aux métaux toxiques.

En effet, des stress tres variés, ayant en commun de dénaturer les protéines (stress
protéotoxique), sont capables d'induire cette réponse de type « choc thermique ».
L'induction des HSP par le stress protéotoxique permet a la cellule de réparer les
dommages protéigues ainsi occasionnés par re- solubilisation des agrégats, renaturation des
polypeptides ou, si cela est impossible, par I'engagement des protéines dénaturées vers les
voies de dégradation. Ainsi, les résultats obtenus sur des cellules de tomate ont établi que

I'action d'H,O; induisait la synthese de protéines de choc thermique [114].

De la méme fagon, dans les cellules de Lycopersicon peruvianum exposées a 1 mM
de cadmium, des quantités significatives d’HSP 70 ont été relevées au niveau du
plasmalemme, de la membrane mitochondriale et du réticulum endoplasmique, sieges de

multiples dégats du stress oxydant provoqué par les métaux lourds [115].

> La biosynthése d’éthyléne dans les racines et les feuilles est provoquée par

certains métaux, comme le cadmium. L’éthyléne serait alors un messager stimulant la
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lignification capable de limiter les flux de métaux dans les systemes vasculaires et
accélérant la réponse anti-oxydante par induction de I’activité ascorbate peroxydase, ainsi

que la synthese de métallothionéines.
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CHAPITRE 4

EFFET INDIVIDUEL ET COMBINE DU CADMIUM ET DU PLOMB
SUR LA CROISSANCE DE LA LENTILLE D’EAU
ET LEUR BIOACCUMULATION

4.1. Introduction

Les métaux lourds font partie des éléments toxiques pour la santé. On les retrouve
principalement dans les eaux usées industrielles et municipales (Cd, Cu, Pb, Zn), les

précipitations atmosphériques, et les eaux provenant de 1’activité agricole (Hg, Cu, Pb).

Des doses ¢levées d’engrais au phosphore ont enrichi le sol en cadmium.
L’utilisation a long terme de certains composés chimiques pour la protection des plantes a
mené a I’augmentation des quantités de cuivre, de mercure, de cadmium et de plomb dans

les sols [116].

Des quantités importantes d’éléments chimiques s’infiltrent dans 1’eau qui s’écoule
des terres. Certaines plantes sont capables d'accumuler une trés grande quantité de métaux
lourds toxiques, a des concentrations cent fois plus élevées que chez les autres plantes. On
les appelle plantes hyperaccumulatrices. Pres de 400 plantes pourvues de cette faculté sont

actuellement connues.

Les efforts des chercheurs se concentrent sur la recherche et I'évaluation des plantes
a pousse rapide, c'est-a-dire des plantes dont la biomasse augmente rapidement, permettant
une dépollution rapide, simple et peu colteuse de I'environnement.

Ce procédé est appelé phytoremédiation.

Les plantes offrent deux opportunités
-d'une part, les plantes sont d'excellents bio-indicateurs soit pour observer la nature des
polluants, soit pour analyser l'origine des polluants.

- d'autre part, les plantes peuvent avoir un role stabilisant, voire curatif. Sans négliger
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I'atout esthétique, les plantes évitent surtout les envols de poussiére et peuvent servir a
vegetaliser les sites pollués, sous réserve que la pollution ne soit pas excessive, et concerne

certains métaux.

Les lentilles d’eau constituent un bon modéle expérimental vu leur croissance

rapide et la facilité de culture et de récolte.

4.2. Matériels et méthodes

4.2.1. Le matériel végétal

L’écotype de lemna gibba utilisé dans cette étude a été échantillonné a partir d’un
¢tang au niveau du jardin d’essais d’El Hamma a Alger. Une fois au laboratoire
d’Amélioration des Plantes du Département des Sciences Agronomique de 1’université de
Blida 1, les frondes récoltées sont stérilisées avec d’abord, de I’eau distillée stérile, puis
de I’éthanol dilué a 0.5% (v/v) et en dernier lieu dans I’eau de javel a 0.5% (v/v) , avant
d’étre ensemencées dans des bacs en PVC de 1L contenant la solution nutritive Stérile
suivante (mg/L)[117] : Ca(NO3),.4H,0,118; KNO3,5.055; MgSO,4.7H,0, 4.932; KH,PO,,
0.68; Fe-EDTA,0,1; H3BOg3, 0.286; MnSQO, .7H,0, 0.155;ZnS0,4,0.022;CuSQO,4, 0.0079;
NiSO4.7H,0, 0.00478, NaWOQO4.2H,0, 0,00179, (NH4)sM07024.4H,0, 10,0128 ;
Co(NO3),.6H,0, 0,0049.

La stérilisation du milieu de culture est réalisée dans un autoclave a 120° pendant
20 minutes. Les réactifs utilisés pour la préparation des milieux de culture sont tous de
pureté analytique reconnue (les proportions sont indiquées dans le tableau B.1, Appendice
B).

Les cultures sont conduites dans un phytotron a une température de (25+ 2) °C ou
une photopériode de 16 heures d’éclairage et 8 heures d’obscurité est fixée. L’intensité de

la lumieére est de 3550 lux.

4.2.2. Contamination aux métaux lourds testés

Le CdCl, (Panréac Quimica, pureté supérieure a 98%, a eté utilisé, comme source
de cadmium (Cd) et le PbCl, comme source de plomb (Pb) .Soixante(60) frondes
soigneusement selectionnées des bacs précédents, ont été ensemencées dans des flacons

contenant 100 ml de la solution nutritive stérilisée dont le pH a été ajusté a 6,5 avant
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stérilisation. En plus des témoins, on a utilisé des traitements correspondants aux gradients
de concentration suivants : 0.01, 0.1 et img/L de Cd et 0.1, 1 et 10 mg/L de Pb.

De plus, des combinaisons binaires ont également été realisées avec 0.01, 0.1 et 1
mg/L de Cd et 0.1 et Img/L de Pb afin de tester I’effet combiné de Cd+Pb sur la

croissance en terme de nombre de frondes et de la hiomasse séche.
Chaque traitement a été repéte trois fois.

4.2.3. Parametres de croissance

La croissance des lentilles d’cau a été suivie par le dénombrement des frondes (NF)
et par le poids sec des plantes et ce, tous les deux jours. Tous les thalles visibles ont été

comptes.

La croissance a été définie par le calcul du taux de croissance relatif [118] :

N—Ny

%Croissance = — X 100 (4.1)
0

Ou:
N;: le nombre de colonie moyen a I’instant t.

No : le nombre de colonie moyen a I’instant t=0.

Le pourcentage d’inhibition (% inh) du Ng par rapport au témoin est estimé par :

. Ng(témoin)—NgF (traitement
%inh = NE F ( )

x 100 (4.2)

Ng(témoin)

Le poids sec est obtenu a la suite du séchage de la plante préalablement rincee, dans
I’étuve a 80°C jusqu’a poids constant (48 h). Le taux de croissance de la plante est calculé

par la formule suivante :

Ps—Psg

%PS = x 100 (4.3)

S0
Ou:

Ps; : le poids sec moyen a I’instant t.
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Pso : le poids sec a I’instant t=0

4.2.4. Dosage des métaux lourds dans la plante

Pour évaluer ’accumulation de Cd et de Pb, la plante exposée aux traitements sus-
cités, a été lavée trois fois avec de I’eau distillée acidifiée avant d’étre séchée dans 1’étuve
a 80 °C durant 48 heures et broyée en poudre fine. Cette poudre a été minéralisée avec un

mélange d’acide nitrique et perchlorique (3/1, v/v) [119]

La minéralisation est considérée comme terminée quand le mélange devient clair.
Les concentrations en Cd et en Pb sont déterminées par spectrophotométrie d’absorption

atomique a flamme.

Le facteur de bioconcentration (FBC) est calculé a partir de la quantité du métal
(Cd, Pb) dans la biomasse séche afin de quantifier le potentiel d’élimination du métal. Ce

facteur est calculé par 1’équation suivante [120] :

C métal dans la biomasse séche (ug/g)

FBC=

"~ C métal dans le milieu de culture (ng/mL)

(4.4)

4.3. Analyses statistiques

Chaque essai a fait I’objet de trois répétitions. Au cours de chaque traitement, pour

chaque concentration trois répétitions ont été réalisées avec un témoin.

Les résultats présentés dans les différentes figures représentent les moyennes
arithmétiques avec les écarts —types correspondants. Des comparaisons entre les moyennes
ont été effectués en fonction du temps et en fonction de la concentration a I’aide du test de
Student’s t-test et des valeurs de p inférieures a 0,05 ont été retenues pour définir la
significativité du traitement. Des lettres différentes sur les figures indiquent des

différences significatives. Les analyses statistiques ont été réalisées par SigmaPlot 11.0.

Le type d’interaction binaire est estimée par la comparaison de la toxicité observée
au i “™ niveau et a la concentration (x+y); (ol X et y représentent les concentrations du
premier et du second ion métallique respectivement), avec la valeur de I’hypothése nulle a
ce niveau, définie comme étant «la somme des indices de toxicité des deux métaux testés

X ety.
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L’évaluation de 1’hypothése nulle est basée sur la multiplication des taux de
croissance (% Croissance) de chaque métal selon la formule de Colby telle que reportée
par Dirilgen [121] :

. % Croissance)x,i.(% Croissance )y,i
(% Croissance)u(x+y); =2 )Xmg AL Wi (45)

Ou : (% Croissance) x, et (% Croissance) y, ; représentent les taux de croissance relative de
la plante obtenus en présence de Cd et de Pb aux concentrations individuelles x et y au

niveau i.

L’effet interactif des métaux qu’il soit additive, synergétique ou antagoniste est
évalué par un test statistique de la différence entre la réponse calculée et celle observée a
95% de confidence. Le test statistique de I’hypothése nulle comprend les étapes

suivantes :

1) Le calcul de la différence entre I’hypothése nulle et la réponse observée a chaque
niveau de test ;

(% Croissance) gifr = (% Croissance)ops - (% Croissance)y  (4.5)

2) Estimation de t student pour chaque différence :

% Croi diff
e OO U g e = [(SEape )} + (SEns ) 1

Avec : SE est I’erreur standard.
3) Comparaison de la valeur estimée de t avec celle tabulée (tsi)
Le type d’interaction binaire a chaque niveau du test est évalué par rapport a la
significativité statistique de la valeur de (% Croissance) 4t de la maniere suivante :
I. si la différence est positive et t > t5i5, 1’interaction est antagoniste, ce qui indique
que la toxicité du mélange est inférieure a la toxicité additive ;
ii. si la différence est négative et t > t54, I’interaction est synergique, ce qui indique
que la toxicité du mélange est supérieure a la toxicité additive ;
iii. si la difference est statistiguement non significative indépendamment de son signe,

P’interaction est additive.



4.4. Résultats

4.4.1. Effet individuel des métaux lourds sur la croissance (NF) de L.gibba

56

L’effet du cadmium et du plomb sur la croissance de la plante a différentes

concentrations de contaminants et & différents instants est illustré par la figure 4.1 et la

figure 4.2.

Dans les milieux de culture sans métaux lourds (Témoin), le nombre de fronde

augmente rapidement durant la période de culture se traduisant par un taux de croissance

de 131.66% a la fin de la durée de I’expérimentation. Dans les milieux de cultures

contaminés par différentes concentrations de Cd et de Pb, il ressort également une

augmentation significative de la croissance de la plante au bout de 6 jours (p<0.05).

160 |
de cdf BN 0J
140 A 2
«© . 4
120 - N 6J
8 100 A c .
C
]
[7)]
9 80 A
o
[&]
X 60 -
40 A
b
b
20 - b
a a
0
Témoin 0.01 0.1

Concentration initiale de Cd, mg/L

Figure 4.1 : Effet du Cadmium a différentes concentrations sur la croissance de L.gibba a

différents instants (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)
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Figure 4.2 : Effet du Plomb a différentes concentrations sur la croissance de L.gibba a

différents instants (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).

D’autre part, I’exposition de L.gibba & une concentration de 1 mg/L de Cd réduit
sensiblement la croissance de la plante a 2 et 4 jours, par rapport au témoin. De méme,
I’augmentation de la concentration de Cd dans la solution de culture de 0.1 mg/L & 1mg/L

révele une inhibition de la croissance.

Cependant, la croissance de la plante cultivée dans le milieu contaminé par 0.01
mg/L de Cd ne semble pas étre affectée par Cd. Les taux de croissance obtenus dans cette
solution sont comparables a ceux calculés dans les solutions exemptes de contaminants

(Témoin).

Quant aux concentrations de 0.1 et 1 mg/L de Pb, il apparait une réduction de la
croissance de la plante de 23.98% et de 33.81% au sixiéme jour par rapport au témoin
(Tableau 4.1).

L’effet des contaminants sur la croissance de la plante apparait fortement a Img /L
de Cd et a 10 mg/L de Pb se traduisant par des taux d’inhibition de 41.78% et 35.29%

respectivement.



Tableau 4.1 : %inhibition de la croissance de L.gibba en présence de Cd et de Pb
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Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd Temps Pb
(Jours) (Jours)
0.01 0.1 1 0.1 1 10
2 0 0 9.18 2 5.31 6.76 7.74
4 0.15 16.14 41.78 4 17.65 18.18 35.29
6 5.75 4.78 12.94 6 23.98 33.81 19.78

4.4.2. Effet combiné des métaux lourds sur la croissance (NF) de L.gibba

Les résultats obtenus de 1’étude de 1’effet de la co-contamination binaire par Cd+Pb
sur 1I’évolution du nombre de frondes et par conséquent sur les taux de croissance de la
lentille d’eau sont représentés par la figure 4.3 et la figure 4.4. Il ressort nettement, une
augmentation significative du taux de croissance (P<0.05) a la fin de la durée de

I’expérimentation (8 jours).

Les valeurs des taux de croissance obtenues au huitieme jour sont de 243.33%,
256.11%, 194.44% et 187,77% dans les solutions sans contaminants (témoin) et celles co-
contaminées par différentes concentrations de Cd (0.01, 0.1 et 1 mg/L) combinées avec
0.1 mg/L de Pb.

De méme, comme le montre la figure 4.4, la plante croit considérablement avec le
temps pour atteindre le maximum a la fin de la durée de I’expérience (149.99%, 142.77%,
139.44% et 104.44%) dans les solutions servant de témoin et celles co-contaminées par

différentes concentrations de Cd combinées a 1 mg/L de Pb.

Par ailleurs, la croissance de la lentille d’eau exposée au mélange binaire de 1 mg/L
de Cd et 0.1 mg/L de Pb, est réduite de 18% par rapport au témoin (Tableau 4.2) et ce, au
sixieme jour. Le méme résultat est obtenu au huitieme jour, lors de la combinaison de Cd

et Pb a une concentration de 1 mg/L chacun.
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Tableau 4.2 : %inhibition de la croissance de L.gibba en présence de Cd+Pb
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Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd+Pb Temps Cd+Pb
(jours) (jours)
0.01+0.1 0.1+0.1 1+0.1 0.01+1 0.1+1 1+1
2 0 1.76 3.54 2 0 0 9.01
4 0 1.57 9.44 4 0 0 4.47
6 0 8.20 18.18 6 0 4.21 9.76
8 0 14.24 16.18 8 0 4,22 18.22

Comme le montre les résultats regroupés dans le tableau 4.3, ’effet du mélange Cd+

Pb sur la croissance de la plante est de type antagoniste. Ceci signifie que la toxicité

exercée par 1’association de Cd et Pb sur la croissance de la plante est moins importante

que la somme des toxicités individuelles de chaque métal.

Tableau 4.3 : La toxicité observée est calculée pour le taux de croissance de la plante a

différentes combinaisons de Cd et Pb.

a) 2jours
Cd (mg/L) Pb (mg/L) toxicité toxicité différence® Interaction
observée®  calculée® (df=4)
0.01 0.1 1.48 +0.84 42.77 +19.17 4129 S ANT
0.01 1 1.59 +0.45 23.33+7.26 2174 S ANT
0.1 0.1 0.48 £0.55 21.11+0.96 2063 S ANT
0.1 1 1.24+1.06 31.64 +1.66 3040 S ANT
1 0.1 1.22 +0.67 28.33£12.58 2711 S ANT
1 1 0.43 £0.58 17.77 £ 0.96 1734 S ANT
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b) 4 jours
Cd (mg/L) Pb (mg/L) toxicité toxicité différence® Interaction
observée®  calculée® (df=4)
0.01 0.1 43.86 + 14.47 121.94 + 4.88 78.08 S ANT
0.01 1 27.71+7.21 108.33 £ 8.82 80.62 S ANT
0.1 0.1 4.03 £3.03 92.49 + 8.25 39.26 S ANT
0.1 1 41.86 + 3.00 63.33 +£2.88 2147 S ANT
1 0.1 27.13+4.32 74.44 +£5.09 4731 S ANT
1 1 3.28£2.20 52.49 + 8.25 4922 S ANT
c) 6 jours
Cd (mg/L) Pb (mg/L) toxicité toxicité différence® Interaction
observée®  calculée® (df=4)
0.01 0.1 162.77 £ 9,77 88.33 £ 0,99 74.44 S ANT
0.01 1 116.66 + 00 64.10 £ 22.37 5256 S ANT
0.1 0.1 130.83 £13.64  91.56 + 14.61 39.26 S ANT
0.1 1 101.66 £ 5.77 64.07 £ 11.41 37.59 S ANT
1 0.1 104.99 £ 2255 77.97 £17.52 27.03 I ADD
1 1 89.99+20.21 53.94+8.11 36.06 S ANT
S= Statistiquement significative I= Statistiquement non significative

% toxicité observée : (% Croissance)ops
® toxicité calculée : (% Croissance)y = (% Croissance x % Croissance) /100

¢ Différence= (% Croissance)qss - (% Croissance)n

4.4.3. Effet individuel des métaux lourds sur la biomasse séche (PS) de L.gibba

L’évolution de la biomasse seche de L.gibba a différentes concentrations testées de

Cd et de Pb est représentée par la figure 4.5 et la figure 4.6.
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Figure 4.5. Effet du Cadmium a différentes concentrations sur la biomasse séche (poids
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Figure 4.6 : Effet du Plomb a différentes concentrations sur biomasse seche (poids sec) de

L.gibba a différents instants (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).

La biomasse de la lentille d’eau, dans les milieux de culture sans métaux lourds, a

augmenté graduellement durant la période de culture (66.23%). Pour les plantes cultivées
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dans les solutions contaminées par Cd et Pb, une augmentation significative (P< 0.05) du
poids sec est également observée a la fin de la durée de I’expérimentation se traduisant par
des taux de croissance de 87.7%, 79.14% et 109.66% a 0.01, 0.1 et 1 mg/L de Cd
respectivement et de 62.99%, 34.05% et 25.82% a 0.1, 1 et 10 mg/L de Pb respectivement.

L’augmentation considérable du poids sec se produit particulierement entre le

deuxiéme et le quatrieme jour.

De plus, une augmentation de la biomasse séche de la lentille d’eau contaminée par
Cd, par rapport au témoin est observée a 0.1 et 1 mg/L de Cd a 2 jours, a 0.01, 0.1 et 1
mg/L & 4 jour et a Img/L a 6 jours. La méme observation est faite quant au poids sec de la
lentille d’eau cultivée dans le milieu contaminé par 1 mg/L de Pb a 2 et 4 jours et dans la

solution contenant 10 mg/L de Pb et ce, a 2 jours.

4.4.4. Effet combiné des métaux lourds sur la biomasse séche (PS) de L.gibba

Les résultats réalisés lors du suivi de I’évolution de la biomasse séche de L.gibba,
sous ’effet de la co-contamination binaire de Cd+ Pb, sont représentés par la figure 4.7 et

la figure 4.8.

Dans les solutions nutritives servant de témoins (sans contaminants), une
augmentation significative du poids sec est observée en fonction du temps. Les valeurs
atteintes dans les solutions servant comme témoins sont de de 30+1.089 mg et 7.33+
1.620 mg dans les expériences ou le cadmium est associé a 0.1 et 1mg/L de Pb

correspondant a des taux de croissance de 572.41% et 61.49% respectivement.

L’exposition de L.gibba aux concentrations combinées de Cd et 0.1 mg/L de Pb a
conduit & une augmentation significative du poids sec de la plante avec le temps réalisant
des taux de croissances comprises entre 226.46- 415.46%. Cependant, les résultats relatifs
au suivi de 1’évolution du poids sec de la lentille d’eau soumise au stress combiné de Cd et
de Pb a 1mg/L montrent que le poids sec a la fin de I’expérience augmente peu et une
réduction importante de 54.36% de la biomasse seche est observée dans le milieu co-
contaminée par 1mg/L Cd+1mgPb/L.
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Figure 4.7 : Effet de I’association du Cadmium a différentes concentrations et du plomb

(0.1mg/L) sur la biomasse séche (poids sec) de L.gibba a différents instants (valeurs

moyennes + Ecarts- types, n=3)

10

Poids sec de L.gibba, mg

0

abd
ae I 0
acd d € /| 2
ad I 4
% ad ae =
ac [ 8J
ac ce ae
i B ¥
C
T
f
0.01+1 0.1+1 1+1

Concentration initiale de Cd+Pb, mg/L

Figure 4.8 : Effet de I’association du Cadmium a différentes concentrations et du plomb

(1 mg/L) sur la biomasse séche (poids sec) de de L.gibba a différents instants (valeurs

moyennes + Ecarts- types, n=3)



4.4.5. Accumulation individuelle des métaux lourds par L.gibba
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Les quantités de cadmium et du Plomb accumulées par L.gibba sont illustrées par

la figure 4.9 et la figure 4.10.
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Figure 4.9 : Evolution des quantités de Cd accumulées (en mg/g) par L.gibba en fonction

du temps et de la concentration initiale de Cd (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)
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Figure 4.10 : Evolution des quantités de Pb accumulées (en mg/g) par L.gibba en fonction

du temps et de la concentration initiale de Pb (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).
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Il apparait que les frondes cultivées dans les solutions sans contaminants (témoins)
étaient contaminées au prealable par le cadmium et le plomb. En présence de 0.01 mg/L de
Cd, les quantités accumulées sont 0,0526+ 0.0156 mg/g, 0,0385+0.0011 et 0,0610+
0.0367 mg/g a 2,4 et 6 jours respectivement.

A 0.1 et 1 mg Cd/L, les quantités de Cd absorbées par les frondes
augmentent avec le temps. On note également une augmentation des quantités de Cd avec
I’augmentation de la concentration initiale de ce contaminant dans le milieu nutritif.

A 2 jours, la quantité accumulée a 0.1 mg/L de Cd est 4,8 fois plus grande que
celle accumulée a 0.01 mg/L et la quantité trouvée dans la plante a 1mg /L est 4,5 fois plus
grande que la quantité de Cd a 0.1 mg/L.

A 4 jours, la quantité de Cd accumulée a 0.1 mg/L de Cd est 8,7 fois plus grande
que celle obtenue a 0.01 mg/L alors qu’a Img/L, elle est de 7 fois supérieure a celle
trouvée & 0.1 mg/L.

A 6jours, les quantités de Cd accumulées a 1 mg/L sont 4 fois plus grandes que
celles obtenues a 0.1 mg/L.

Les frondes de lemna gibba cultivées dans les solutions témoins exempt de
contaminants, contenaient du Pb. Les quantités les plus importantes du Pb dans les frondes
sont 3,075+0,364 and 6,284+0,145 mg/g de accumulées & 0.1 mg/L eta 1mg/L a la fin
de la durée de I’expérimentation. A 10mgPb/L, la plus grande quantit¢ de Pb est de
6,030+1,062mg/g obtenue au 4me jour de traitement. Par ailleurs, 1’accumulation baisse
considérablementa 6 j.

Les valeurs du facteur de bioconcentrations de Cd et de Pb obtenues lors de
I’accumulation individuelle de chaque élément par la plante aquatique L.gibba sont
regroupées dans le tableau 4.4 et le tableau 4.5. Ces valeurs varient entre 1167 et 6396 en
présence de Cd. L’accumulation de Pb a conduit a des valeurs maximales de 33750, 6284
et 603 obtenues a 0.1, 1 et 10 mg/L respectivement.

A la fin de la durée de I’expérimentation, il est a constater qu’a 0.1 mg/L de Pb, la
valeur de FBC estimée a 33750 est 5 fois plus grande que celle obtenue a la méme
concentration de Cd et 12 fois supérieure a la valeur de FBC calculée a la plus grande
concentration de Cd testée.

Ainsi, un tel résultat confirme que I’accumulation de Pb aux concentrations de 0.1
et 1 mg/L est plus importante que celle de Cd. Par ailleurs, & 10 mg/L de Pb, les valeurs du

facteur de bioconcentration sont les plus faibles.
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Tableau 4 .4 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Cd (valeurs moyennes +

Ecarts- types, n=3)

Concentration initiale (mg/L)
Cd
Temps
(Jours)
0.01 0.1 1

2 5260 £ 1556 2355 £1115 1167 + 222

4 3857 + 93 3368 + 447 2321 £ 129

6 6100 £ 361 6396 £ 603 2677 £0.71

Tableau 4.5 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Pb (valeurs moyennes + Ecarts- types,

n=3)

Concentration initiale (mg/L)
Temps Pb
(Jours)
0.1 1 10
2 19440 + 4709 1270 + 488 n.d
4 18610 + 5385 1559 + 202 603 £105
6 33750 £ 3645 6284+146 154 £ 22

n .d :non déterminé
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4.4.6. Accumulation simultanée des métaux lourds par L.gibba

Les résultats des quantités de Cd et de Pb accumulée par la lentille d’eau traitée par
un mélange binaire de Cd et de 0.1 mg/L de Pb sont reportés sur la figure 4.11 et la figure
4.12.
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Figure 4. 11 : Evolution des quantités de Cd accumulées (en mg/g) par L.gibba en
fonction du temps et de la concentration initiale de Cd en présence de 0.1 mg/L de Pb.
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Figure .4.12 : Evolution des quantités de Pb  accumulées (en mg/g) par L.gibba en
fonction du temps et de la concentration initiale de Cd en présence de 0.1 mg/L de Pb

(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).
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Les plantes traitées avec un mélange binaire de Cd+Pb, accumulent des quantités
de Pb moins importantes que celles accumulées dans les plantes contaminées par le Pb
uniquement. Ceci suggere qu’il existe une compétition entre le Cd et le Pb. Ainsi, le Cd
exerce un effet antagoniste sur le Pb en diminuant son accumulation dans la plante.

Les valeurs calculées du facteur de bioconcentration de Cd et de Pb lors de
I’accumulation de ces deux élément par L.gibba co-contaminée par Cd et 0.1 mg/L de Pb

sont reportées dans les tableaux 4.6 et 4.7.

Pour I’ensemble des résultats, il ressort, des valeurs de FBC supérieures a 1000
quand il s’agit de I’accumulation de Cd et des valeurs inférieures a 1000 lors de
I’accumulation de Pb. Ceci indique que 1’accumulation de Cd par la lentille d’eau est

favorisée plus que I’accumulation de Pb.

Tableau 4.6 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Cd en présence du mélange Cd+ 0.1Pb

(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)

Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd+Pb
(jours)
0.01+0.1 0.1+0.1 1+0.1
2 21333+ 2721 3953 + 323 1018 £ 97
4 21100 + 3315 2960 + 113 787 £ 86
6 1800 = 700 3550 £ 1160 874+1
8 10573 + 1772 2790 + 306 1264 + 205
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Tableau 4.7 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Pb en présence du mélange Cd+0.1Pb
(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).

Concentration initiale (mg/L)
Cd+Pb
Temps
(Jours)
0.01+0.1 0.1+0.1 1+0.1
2 665 + 304 899 + 194 750 + 127
4 986 + 152 1055 + 120 980 + 28
6 810 + 198 735+ 276 700+ 71
8 467 + 103 773+ 25 665 + 375

A partir de la figure 4.13 représentant la quantité de Cd accumulée par L.gibba
cultivée dans le milieu de culture co-contaminé par le mélange binaire de Cd et 1mg/L de
Pb, que I’accumulation de Cd se produit uniquement lorsque la concentration initiale de
Cd est de 1mg/L, alors que Pb est accumulé par la plante a toutes les concentrations testées
figure 4.14).

Les résultats regroupés dans le tableau 4. 8 et le tableau 4.9 représentent les valeurs
du facteur de bioconcentration de Cd et de Pb respectivement, suite a I’accumulation de

ces deux éléments par la plante cultivée dans les mélange binaires de Cd et 1 mg/L de Pb.

Les valeurs obtenues montrent clairement que 1’accumulation du cadmium qui ne
se produit que dans les mélange binaire de Cd +Pb de concentration de 1 mg/L de chaque
métal, est faible comparée au mélanges précédent.

La valeur de FBC fait apparaitre que L.gibba est un faible accumulateur de Cd dans

ce meélange
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Figure.4.13 : Evolution des quantités de Cd accumulées (en mg/g) par L.gibba en

fonction du temps et de la concentration initiale de Cd en présence de 1 mg/L de Pb

(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3).
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Figure.4.14: Evolution des quantités de Pb accumulées (en mg/g) par L.gibba en fonction

du temps et de la concentration initiale de Cd en présence de 1 mg/L de Pb (valeurs

moyennes + Ecarts- types, n=3).
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Tableau 4.8 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Cd en présence du mélange Cd+ 1 Pb

(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)

Concentration initiale (mg/L)

Temps Cd+Pb
(Jours)
0.01+1 0.1+1 1+1
2 00 0£0 128 + 37
4 00 00 371+38
6 00 0£0 543 + 114
8 0£0 0£0 459 +51

Tableau 4.9 : Facteur de bioconcentration (FBC) de Pb en présence du mélange Cd+1 Pb

(valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)

Concentration initiale (mg/L)

Temps Cd+Pb
(Jours)
0.01+1 0.1+1 1+1
2 447 £ 93 218+ 3 151+31
4 454 + 27 140 + 45 204 £5
6 543 £ 41 235 + 46 377 £55
8 656 = 19 204 + 27 208 + 17
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4.5. Discussion

L’évolution de la croissance de la biomasse de la plante aquatique L.gibba a été
suivie. Le dénombrement des frondes et le poids sec sont des parameétres de croissance

classiques a déterminer lors de 1’utilisation de Lemna gibba dans les bio-essais [122].

Dans la présente étude, la croissance relative de la plante augmente avec le temps.
Cependant, elle est ralentie en présence des deux contaminants a savoir le cadmium et le
plomb, au fur et & mesure que leur concentration dans le milieu nutritif augmente. Ceci
concorde parfaitement avec les résultats obtenus dans d’autres travaux ayant testé des
plantes telles que Chlorella vulgaris, Nasturtium officinale, Mentha aquatica, and Wolffia
arrhiza [122-126]

A la lumiere des résultats obtenus, il apparait que la lentille d’eau acquiert une
grande tolérance vis-a-vis du cadmium, du plomb et de leur association. En effet, pour
I’ensemble des essais réalisés, la plante a maintenu sa bonne santé et n’a présenté aucun
signe d’altération extérieure tel que la chlorose ou la nécrose. Verma et Suthar [127] ont
également observé que les frondes de Lemna gibba immergées dans des cultures
contaminées par Cd ou Pb aux concentrations de 2.0, 5.0 et 10 mg/L sont vertes et
vigoureuses, sans signe de senescence. L’effet des contaminants s’est traduit par une
diminution de la croissance a certaines concentrations de Cd et de Pb. Il a également été
observé que la nécrose de la plante survient au bout du septiéme jour [127]. Garnczarrska
et Ratajczak [128] ont reporté une dégradation de la pigmentation et 1’inhibition de la
photosynthése dans Lemna trisulca inoculée dans le milieu de culture de concentration en
Cd>1.12 mg/L.

Dans une autre étude, les résultats montrent que le traitement de L.gibba par des
concentrations modérées de Cd (0.05- 5 mg/L) allégent le stress oxidative dans les plantes
[129]. La croissance relative des plantes Ceratophyllum demersum, Hygrophila difformis ,
Cabomba caroliniana et Ludwidgia hyssopifolia exposées a une concentration de 10mg/L
de Pb pour une durée de 15 jours a diminué de 20% [130] et celle des plantes Eichhornia
crassipes, Veronica anagallis and Ranunculus aquatilis cultivées dans des solutions
contaminees par 4-7.5 mg/L de Cd pendant 12-14 jours est réduite de 20-24% [131, 132].

Par ailleurs, la croissance relative de C.demersum exposé a 5 mgPb/L pendant 7
jours, n’a pas été affectée [133]. John et al., [134] ont conclu a partir des résultats obtenus

de leur étude, que I’exposition de Lemna polyrrhiza a faibles concentrations de Cd et de
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Pb conduit & une augmentation de la croissance, de la quantité de pigment, de proline, de
protéine et de sucre alors que ces parametres diminuent a concentrations élevées de ces
contaminants. D’aprés Hou et al. [135], L. minor peut tolérer des concentrations de Cd®* <
0.5 mg/L. De plus, des tests menés sur trois macrophytes P.Stratiotes L., S.polyrrhiza W et
E. Crassipes ont montré une grande tolérance au Cd et une grande capacité d’élimination

de ce metal lorsque la concentration est de 1.0, 2.0 et 5.0 mg/L [136].

En présence de 0.1 et 0.2 mg/L de Pb, la croissance de Lemna minor est promu a
103% mais elle est reduite de 37-38% a 10 mg/L de Pb et la décoloration des frondes est

observée a une concentration supérieure et égale a 8 mg Pb/L [121].

Dans notre étude, il a été trouvé que la toxicité combinée des métaux testés vis-a-
vis de Lemna gibba est moins prononcée que celle due a I’effet individuel de Cd ou de Pb.
Ceci est conforté par les résultats de Mohan et Hosetti [137] ou il a été observé que la
plante aquatique L.minor traitée par 0,25mM Pb +0,5uM Cd commence a régénérer apres
8 jours. Cette observation particuliere montre que la plante a développé une résistance

métallique.

La croissance relative de Typha latifolia exposée au mélange binaire de Cd et de
Pb diminue de maniére significative de 16% en présence de 5mg/L de Cd+5mg/L de Pb et
de 25% dans les cultures contaminées par 7.5 mg/L de Cd+7.5 mg/L de Pb alors que
I’effet individuel des deux contaminants sur la croissance relative de la plante n’est pas
significatif [138]. Cependant, d’autres résultats montrent que la co-contamination des
plantes Lemna minor et C. demersum par Cd et Pb affecte plus leur croissance que lors de
la contamination individuelle [139].

Le mécanisme de tolérance et la réponse des plantes a la toxicite du metal est

complexe et ne peut étre expliqué sans investigation [137].

Les plantes dont la croissance a lieu dans des sites contaminés, ont besoin de
développer un certain degré de résistance afin de pouvoir survivre. Les mécanismes de
tolérance proposés sont [140] : (a) Séquestration du métal par des composés organiques
spécialement produit ; (b) Compartimentation dans certains compartiments de la cellule ;
(c) efflux de I’ion métallique ; (d) exsudation du ligand organique.
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Le cadmium posséde plusieurs sites s’action a l'intérieur de la plante. Il est
probable que la tolérance soit associée a un mécanisme de giving out de ce métal du tissu

de la plante ou bien de sa séquestration en une forme moins toxique [137].

Les plantes ont aussi développés des mécanismes de tolérance en réponse a la
toxicité du Plomb. Les racines des plantes répondent rapidement soit par [141]: i) Synthese
de callose, créant ainsi une barriéere empéchant la pénétration de Pb (ii) Rétention d’une
grande quantité de Pb et sa séquestration dans la vacuole, accompagnée par des
changements dans la croissance des racines et le mode de ramification iii) Translocation

dans les parties supérieures de la plante dans le cas des plante hyperaccumulatrices.

Le poids sec de la plante ou biomasse séche peut également étre utilisé afin

d’évaluer la tolérance des plantes vis-a-vis des éléments toxiques [142].

A 4 jours, la plante contaminée par les concentrations testées de Cd présente un
poids sec supérieur a celui de la plante servant de témoin ainsi qu’a 2 jours en présence de
1 mg/L. De méme, I’effet de Pb (0.1, 1.0 et Img/L) a conduit a un gain de la biomasse
séche a 2 jours ainsi qu’aux concentrations de 0.1 et 1.0 mg/L a 4 jours. Les résultats
concordent avec des travaux précédents qui confirment que le stress induit dans par les
métaux I’environnement ambiant a pour conséquence un gain en biomasse des lentilles

d’eau [121,128, 143].

Dans les conditions de stress en présence d’une charge (concentration) métallique
¢levée dans les plantes, ceci conduit a 1’activation de synthése métabolique. 1l en résulte un
gain de biomasse, a travers la synthése rapide de nouvelles protéines et carbohydrates dans
les tissus de la plante. Dans les conditions de stress chimique, une augmentation de la
biomasse de la plante se produit principalement a cause du chargement (loading) des
chloroplastes avec des granules d’amidon (starch granules) [144].Des études ont egalement
montré la synthése de liaisons métal-peptides dans les macrophytes aquatiques

(Eiccchornia, Pistia and hydrilla ) exposées aux métaux lourds. [145,146]

Les résultats de Verma et Suthar [127] révelent un gain de la biomasse séche de
L.gibba en présence de Cd et de Pb. Le plus grand gain en biomasse de L.gibba est observé
en présence de 10 mg Cd/L .Les doses élevees de Cd dans les plantes aquatiques cause la
synthése de quelques métabolites (Starch, protéines, polypeptides ... etc) ce qui contribue

a I’excés de biomasse [127].
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Le rapport du poids frais /poids sec de L. minor augmente lorsque la concentration
initial du métal (Pb, Hg) augmente [121]. En présence deHg ce rapport est encore plus
important. Par ailleurs, le traitement de L.minor et L.gibba avec le mercure, le cadmium et
le chrome appliquées aux concentrations de 0.02-20 mg/L pour une durée de 24 heures

n’ont pas d’effet significatif sur leur poids frais [147].

Les aspects biochimiques impliqués dans les changements de la biomasse ont
besoin de plus d’investigation afin de trouver I’effet de doses élevées de Cd et de Pb sur les

niveaux cellulaires et moléculaires de la plante [127].

Il est bien connu que les plantes aquatiques, vivantes ou mortes, accumulent les
métaux, absorbés a partir de 1’environnement [148]. Récemment, Newete and Byrne
(2016) [149] ont montré que la lentille d’eau (Lemna ssp.) est la plante la plus utilisé en

phytoremediation comparée aux autres macrophytes aquatiques.

L’accumulation de Cd et de Pb par Lemna gibba dépend du temps et de la dose du
contaminant. Ceci est également observé dans d’autres travaux sur les plantes aquatiques
telles que chlorella vulgaris, Nasturtium officinale, Mentha aquatica, Bacopa monnieria
and Wolffia arrhiza [123-126, 138].

Les résultats montrent que I’accumulation de Cd et de Pb par L.gibba augmente de
maniere significative lorsque leur concentration dans le milieu de culture augmente (a
I’exception du résultat obtenu en présence delOmg/L et ce, a 6jours). Ceci concorde avec
les résultats issus d’autres études [138, 150]. De méme, Dirilgen [121] a également trouvé
que les quantités accumulées de Pb et de Hg par L.minor augmente avec le temps et avec
I’augmentation de la concentration initiale des métaux testés.

De plus, il est clair que la quantité accumulée de Pb est supérieur a celle de Cd.

L’affinité des plantes pour le plomb est reportée par d’autres chercheurs [121, 127].

A 10mg/L de Pb, I’accumulation de la plante dans la lentille d’eau est de
6,030+1,062mg/g apres 4 jours d’exposition, puis une diminution est observée a 6 jours
(1,543+0,219 mg/g). Selon Drost et al. [151], deux processus peuvent étre responsables de
cette diminution (a)Excrétion active ou passive du métal de la plante (b) *“ Dilution” de la
concentration interne du métal provoquée par 1’augmentation de la croissance de la

biomasse totale.



77

A partir des résultats, il ressort aussi que la quantité accumulée de chaque métal
dans la plante diminue lorsqu’il s’agit du mélange binaire comparée a la quantité retenue
lors du traitement individuel de la plante par Cd et Pb. Alonso-castro et Carranza-Alvarez
[138] ont constaté que compare au traitement individuel, la concentration de Cd et de Pb
dans T.Latifolia diminue lors de son traitement binaire par ces contaminants. D’aprés eux,
la raison probable d’un tel résultat est la réduction de la croissance relative de la plante
exposée a Cd et a Pb. Dans le cas de la présente étude, cette hypothése n’est pas vérifiée vu
que la croissance de la plante exposée au melange binaire est supérieure par rapport au

traitement individuel.

Il ressort également que la quantité de Pb accumulée par la lentille d’eau co-
contaminée par Cd et 0.1 mg/L de Pb a nettement diminué par rapport a la quantité dans le
traitement individuel. John et al. [134] ont montré que I’accumulation de Cd est supéricure
a celle de Pb dans la plante Cucumis sativus, ce qui confirme que la rétention de Pb est
moins importante en présence de Cd. Saygideger et Dogan [139], ont reporté un effet
antagoniste entre Cd et Pb lorsqu’ils sont présents en solution ; Cd diminue I’accumulation
de Pb par la plante C.demersum comparé a la présence individuelle de Pb. Georgieva et al.
[152] ont montré que Pb est un antagoniste puissant sur I’accumulation de Cd par les
plante Pisum sativum . 1l semble que Cd rivalise le Pb pour le méme transporteur [138]. Cd
présente plus d’affinité que le Pb pour le site d’union dans les racines. Ceci conduit a la
diminution de la quantité de Pb absorbée et accumulée par la plante. Cependant,
Mendoza-Cdzalt et al. [153], ont montré que Pb diminue la quantité de Cd dans le protiste
Eulgena gracilis exposé a un mélange binaire de ces deux métaux. Dans la présente étude,
un résultat identique est obtenu dans le traitement binaire de L.gibba avec Cd et 1mg/L de
Pb. L’effet d’interaction de Cd et de Pb sur leur accumulation par la plante aquatique n’est

pas élucidé.

Les mécanismes impliqués dans 1’accumulation des métaux lourds par les
macrophytes aquatiques sont partiellement élucidés et peuvent différer selon 1’espéce
[138]. Dans une méme espéce, 1’accumulation des métaux lourds dépend de leur

comportement chimique et de la concentration des métaux [138].

Dans 1I’étude menée par Sufie et al. [154], sur I’accumulation de Cd et de Cr sur
Pistia stratiotes et Salvinia hergozii, ils ont observé une phase rapide et une phase lente. Ils

ont expliqué le mecanisme rapide par 1’adsorption, la chélation et 1’échange d’ions. La
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phase lente semble étre différente parmi les especes et a été expliquée par des processus
biologiques (translocation des métaux vers les parties aériennes) ou chimiques
(précipitation du métal sur la racine de la plante).Certaines plantes ont développés des
mécanismes d’accumulation des métaux lourds tels que la formation de complexes de
coordination (coordination complex) entre les métaux lourds et les acides organiques (
citrate, oxalate, malate) proteine (metalothionines) petits peptides (glutathions,
phytochelatins)et acides aminés (cysteine). Puis, ces complexes sont transportés vers les

vacuoles et les parois cellulaires [155].

Il est évident que les résultats de la toxicité et de I’accumulation s’accordent entre
eux. A 0.01 mg/L de Cd, L.gibba a accumulé dans ses tissues des quantités proches de
celles trouvées dans la plante servant de témoin (p> 0.05). Il en résulte des taux de
croissance comparables.

Cependant, Une concentration de 1 mg/L de Cd a inhibé la croissance de la plante
par rapport au témoin et aux autres concentrations testées, particuliérement a 2 et 4 jours, a
cause de I’augmentation significative (p< 0.05) de la quantité accumulée. Par analogie, Les
taux de croissance de la plante traitée par 0.1mg/L de Pb ne sont pas différents des valeurs
obtenues a 1 mg/L du fait que les quantités de Pb accumulée dans les tissues de la plante
sont proches. De méme, le taux de croissance de la lentille d’eau cultivée dans le milieu
de culture contaminée par 10 mg/L de Pb dépasse ceux obtenus en présence des autres
concentrations testés (0.1 et 1 mg/L) a 6 jours, a cause de la quantité de Pb détectée dans la

plante et qui a diminué de maniére significative.

Le facteur de bioconcentration (FBC) est un parametre indispensable pour
I’évaluation de la capacité de la plante a accumuler les métaux lourds en fonction de la

concentration initiale des métaux lourds.

La concentration ambiante du milieu aquatique est I’'un des facteurs critiques qui
influence 1’efficacité d’absorption des contaminants par les plantes aquatiques [156, 157].
Un bon ‘accumulateur’, doit avoir la capacité de concentrer les éléments dans ses tissus,
avec des valeurs de FBC > 1000 [158]. Dans les conditions de cette étude Les valeurs de
FBC montre que L. gibba cultivées dans le milieu de culture contaminé séparément par Cd
et Pb ainsi que dans le mélange qui associe les différentes concentrations de Cd et 0.1

mg/L de Pb accumulent bien les contaminants. Par ailleurs, cette plante est considérée
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comme étant un accumulateur faible de Cd et modéré a faible de Pb dans le milieu de
culture co-contaminé par Cd et Img/L.

Pour I’ensemble des résultats de I’étude de Verma et suthar [127], les valeurs de
FBC sont inférieures a 1000, lors de I’accumulation de Cd et de Pb (2, 5 et 10mg/L) par L.
gibba. Dans Lemna minor, des valeurs de 3560 et de 1800 ont été calculés pour la plante
vierge et pré-exposée, respectivement lors de la contamination de la plante par 5 mg/L de
Pb [120]. Zhu et al. [159] ont également reporté que les valeurs de FBC de la jacinthe
d’eau sont élevées lors de I’accumulation de Cd, Cu, Cr et Se a faibles concentrations
externes et diminuent lorsque les concentrations externes augmentent. Des études ont
montré une accumulation importante de Cd par la lentille d’eau L. gibba (5953) [160] et
par L.trisulca (3594) [161]. Des valeurs de FBC comprises entre 2125 et 29000 lors de
I’accumulation de Cd par six especes de plantes des zones humides ont été trouvées par
Rai et al. [162].

4.6. Conclusion

La contamination des eaux par des métaux lourds indésirables et toxiques est un
probleme environnemental crucial. Néanmoins, il peut étre résolu par la phytoremédiation.
Dans la présente étude, il a été démontré que Lemna gibba, cette plante aquatique
abondante dans le nord Algérien, est efficace dans I’accumulation de Cd et Pb en
présentant une tolérance vis-a-vis de ces éléments soit individuellement ou en mélange.
L’utilisation de La lentille d’eau L. gibba est trés intéressante pour la décontamination des

milieux aquatique.
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CHAPITRE 5

EFFET DES METAUX LOURDS SUR L’ABSORPTION DES PHOSPHATES ET
DES NITRATES PAR LA LENTILLE D’EAU «L.gibba»

5.1. Introduction

Le probléme de la pollution aquatique par les métaux lourds devient de plus en
plus alarmant vu I’industrialisation grandissante de jour en jour. L’eutrophisation est
également un probléme environnemental mondial qui a pour cause I’excés de nutriments,

dans les milieux aquatiques, particulierement le phosphore et I’azote.

Il est bien connu que le phosphore est 1'un des éléments le plus répandu sur terre et

est indispensable a tous les organismes vivants [163].

Le phosphore existe sous forme de phosphate. L’orthophosphate est la forme la

plus prédominante qui peut étre assimilée par les algues et les macrophytes.

Dans les plantes, le phosphore joue un réle important dans la photosynthese, le
transfert et le stockage de 1’énergie, la fabrication des acides nucléiques, les protéines et les
carbohydrates [163, 164]. Cependant, un excés de phosphore dans le milieu aquatique

provoque une prolifération rapide des algues et cause ainsi le phénomene d’eutrophisation.

L’azote, comme le phosphore est I'un des €léments essentiels pour toute forme de
vie [165]. Dans I’environnement aquatique, les formes chimiques les plus utilisées sont
I’ammonium (NH;"), les nitrites (NO,") et les nitrates (NO3) [166]. Des concentrations
excessives des nitrates dans les eaux souterraines ou dans les eaux de surfaces peuvent étre

a I’origine de problémes de santé et environnementaux [167].

En raison des nuisances causées par les phosphates et les nitrates, plusieurs
méthodes conventionnelles (I’oxydation chimique, la précipitation, 1’échange d’ions ...)
ont été développées afin d’éliminer le phosphore et 1’azote [163, 167]. Ces techniques ont
prouvés leur efficacité dans 1’élimination de ces éléments, mais se sont averées colteuses.

La phytoremédiation utilisant les plantes aquatiques, est une alternative qui en plus
de son efficacité dans 1’¢limination du phosphore et de ’azote, est trés intéressante du

point de vue économique.
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Dans cette partie de 1’étude, I’effet du cadmium et du plomb ainsi que leurs
associations binaires a différentes concentrations sur I’assimilation des nitrates et des
phosphates présents dans le milieu de culture de la lentille d’eau, L.gibba a été examine.
De plus, I’évolution de la concentration de Cd et de Pb dans les milieux de culture
contaminés individuellement ou avec les mélanges binaires de ces deux contaminants ainsi

que I’évolution du pH ont été suivies.

5.2. Matériels et Méthodes

5.2.1 Matériel végétal

La lentille L. gibba a été prélevée des cultures meres (décrites au chapitre 4) et
sélectionnée sur la base des criteres suivants : absence de nécroses, de chlorose et de
contamination algale. La colonie doit étre composée de deux frondes adultes de tailles

identiques. Le milieu de culture utilisé est celui de Haogland Iégérement modifié [117].

5.2.2. Conditions de culture

Trente colonies soit 60 frondes sont cultivées dans des Erlenmeyers en verre de 250
ml de capacité contenant 100 ml de milieu de culture stérile (pH = 6,5 £ 0,1), sont répartis
en plusieurs lots et placés dans une chambre thermostatée avec une photopériode de 16

heures de lumiere (3550 Lux) et 8 heures d’obscurité.

5.2.3. Mesure de la capacité d’absorption du phosphore et de 1’azote

Les teneurs en azote total et en phosphore ont été déterminées dans les milieux de
cultures de la lentille d’eau contaminés soit par le cadmium ou le plomb individuellement

ou par différentes combinaisons de ces deux contaminants.

Des témoins avec plante ont servi au suivi de I’évolution de la teneur en azote et

phosphore dans les échantillons sans contaminants.

5.2.4. Dosage des phosphates et des nitrates

Les concentrations du phosphore et de 1’azote dans les différents échantillons du
milieu de culture sont déterminées par les méthodes standards (APHA, 2001) [168].
Le taux d’¢élimination du phosphore et de I’azote par la plante est calculé selon la formule

suivante :
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Co—-Ct
Co

%= X 100 (5.1)
ou

Co représente la concentration initiale en [PO,*] ou [NOs] dans le milieu de culture &
I’instant t=0.

C: représente la concentration en [PO,*] ou [NO3] dans le milieu de culture & I’instant t.

5.3. Analyse statistigue

Trois expériences indépendantes ont été réalisées. Chaque concentration a fait
I’objet de trois répétitions. Les résultats représentent la moyenne + écart type. Des
comparaisons entre les moyennes ont été effectuées en fonction du temps et en fonction de
la concentration, a 1’aide du test de Student’s t-test et des valeurs de p inférieures a 0,05
ont été retenues pour définir la significativité du traitement. Des lettres différentes sur les
figures indiquent des différences significatives. Les analyses statistiques ont été réalisées
par SigmaPlot 11.0.

5.4. Résultats

5.4.1. Effet des métaux lourds sur I’absorption des phosphates et des nitrates

5.4.1.1. Effet individuel de Cd ou de Pb :

a) Capacité d’absorption des phosphates

Les résultats relatifs a I’évolution de la concentration du phosphore, dans le milieu de
culture, a différentes concentrations de Cd et de Pb et en fonction de temps en présence

de L. gibba sont représentés par la figure 5.1.

La concentration des orthophosphates dans tous les traitements avec Cd et Pb  diminue
considérablement au cours des deux premiers jours. La méme évolution est observée dans

le témoin.

Pour I’ensemble des résultats, les taux d’élimination (%)( Tableau 5.1) varient entre
68,86 — 97.53%. La réduction des phosphates a atteint des valeurs maximales au quatrieme
jour. Ainsi, des taux d’élimination de 90.32% et de 97.35% sont obtenus a 1 mg/L de Cd et
de Pb respectivement. A 0.1 mg/L les réductions en phosphore sont de 86.15% en

présence de Cd et de 88.44% en présence de Pb.
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De plus, a 4 jours, dans le milieu de culture contaminé par 1 et 10 mg/L de Pb, la
réduction du phosphore a atteint des pourcentages pas moins de 70% par rapport au
témoin. Par ailleurs, les concentrations du phosphores dans les solutions contaminées par
le cadmium ne sont pas différentes de celles obtenues dans le milieu de culture exempt de
Cd (témoins).
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Figure 5.1. Evolution de la teneur en phosphates dans le milieu de culture en présence du

(@) cadmium et (b) plomb (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)
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Tableau 5. 1 : Effet de Cd et de Pb sur I’abattement (%) des phosphates.

Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd Temps Pb
(Jours) (Jours)
0 0.01 0.1 1 0 0.1 1 10

2 78.37 | 68.87 | 84.83 | 77.95 2 78.37 | 75.50 | 79.22 95.44

4 89.75 | 76.26 | 86.51 | 90.32 4 89.75 | 88.44 | 97.53 96.86

6 87.64 | 86.06 | 82.18 | 88.04 6 87.64 | 81.61 | 83.21 84.80

b) Capacité d’absorption des nitrates

L’évolution de la concentration des nitrates dans le milieu de culture a différentes

concentrations de Cd et de Pb et en fonction du temps est illustrée par la figure 5.2.

La concentration des nitrates dans tous les traitements et dans les solutions sans
contaminants (Témoin) diminue considérablement pendant les deux premiers jours, puis
une variation non significative est observée jusqu'a la fin de la durée de 1’expérimentation
dans les solutions servant de témoin et celles contaminées par 1 mg/L de Pb. Par ailleurs, la
concentration des nitrates augmente de maniére significative entre le deuxieme et le
quatrieme jour et ce dans le milieu de culture contaminé par 1 mg/L de Cd et 0.1 mg/L de
Pb, pour diminuer a nouveau entre le quatrieme et le sixiéme jour. Toutefois, les valeurs
de concentrations atteintes lors de cette augmentation restent inférieures aux concentrations

initiales.

Pour I’ensemble des résultats, les taux de réduction des nitrates (Tableau 5.2)
varient entre 47.22% et 80.91%.

La réduction des nitrates a atteint des valeurs maximales a la fin de la durée de
I’expérience. La plus importante élimination des nitrates de 79.31% et 71.18% sont
obtenus a 0.01 mg/L de Cd et a 0.1 mg/L de Pb.
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Par comparaison avec le témoin, la concentration des nitrates diminue de 50.86%
28.92% et de 49.22% a 0.01, 0.1mg/L et 1 mg/L de Cd respectivement, a la fin de
I’expérience (6jours). De méme, dans les milieux de culture contaminés par 0.1, 1 et 10
mg /L de Pb, on observe également une réduction maximale des nitrates de 41.58%,

58.16% et 31.55% a 2, 4 et 6 jours respectivement, par rapport au témoin.

Tableau 5.2 : Effet de Cd et de Pb sur I’abattement (%) des nitrates.

Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd Temps Pb
(jours) (Jours)
0 0.01 0.1 1 0 0.1 1 10

2 52.78 | 55.7 | 52.58 | 68.93 2 52.78 | 72.41 | 54.32 68.11

4 54.36 | 47.22 | 53.31 | 54.32 4 54.36 | 53.11 | 48.59 80.91

6 57.90 | 79.31 | 70.08 | 78.63 6 57.90 | 71.18 | 57.01 S57.47

5.4.1.2. Effect combiné de Cd+Pb

a) Capacité d’absorption des phosphates

L’évolution de la concentration des phosphates dans le milieu de culture a
différentes concentrations de Cd combiné avec 0.1 mg/L de Pb et en fonction du temps est

illustrée par la Figure 5.3.

La concentration des orthophosphates décroit considérablement au cours des quatre

premiers jours dans les solutions servant de témoins et dans tous les traitements.

Les plus importants taux de réduction obtenus sont de 80%, 89.39%, 87.50% et
88.88% dans la solution témoin et celles co-contaminées par des associations binaires de
Pb (0.1 mg/L) combiné a Cd a 0.01, 0.1et 1mg/L respectivement (Tableau 5. 3).

Cependant, dans le mélange contenant la plus grande concentration de Cd (1 mg/L)
combiné a 0.1mg/L de Pb, la concentration des phosphates a diminué par rapport au témoin

de 70% et de 40 % au deuxiéme et au huitieme jour respectivement.
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Figure 5.3 : Evolution de la teneur en phosphate dans le milieu de culture en présence du
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Lors de I’association binaire de la plus faible concentration de Cd (0.01 mg/L) et
0.1 mg/L Pb, la concentration des phosphates est réduite de 55% par rapport au témoin a 2
jours.

Quant aux autres traitements, il n’y a pas de différence significative entre les
concentrations des phosphates dans la solution contaminée et la solution témoin.

La concentration des phosphates diminue significativement au bout de 2 jours, lors
du traitement binaire du milieu de culture avec Cd (0.01, 0.1 et Img/L) et Pb a 1 mg/L
(Figure 5.4). Le plus grand taux d’élimination atteint (83.46%) est obtenu dans le milieu
traité avec la combinaison de 1mg/L de chaque métal.

Par comparaison avec le témoin, la concentration des phosphates est réduite de
39% et 37% lorsque la concentration de Cd dans le mélange est de 0.01 et 1 mg/L

respectivement.

Tableau 5.3 : Effet de Cd+Pb sur I’abattement (%) des phosphates.

Concentration initiale (mg/L ) Concentration initiale (mg/L )
Temps Cd+Pb Temps Cd+Pb

(Jours) (Jours)

0 0.01+0.1 | 0.1+0.1 1+0.1 0 0.01+1 | 0.1+1 1+1

2 6.00 84.09 75.00 | 86.27 2 80.94 | 67.90 | 77.17 | 83.46

4 80.00 | 89.39 87.50 | 88.88 4 78.15 | 56.21 | 82.50 | 76.51

6 54.80 | 84.39 81.61 | 72.54 6 70.27 | 65.21 | 71.59 | 73.87

8 52.00 | 82.27 73.21 | 86.92 8 61.32 | 63.60 | 59.83 | 71.23

b) Capacité d’absorption des nitrates

Comme le montre la figure 5.5, la concentration des nitrates décroit significativement
(38.85%) dans le mélange qui associe 1 mg/L Cd et 0.1 mg Pb/L a la fin de la durée de
I’expérimentation. De plus, par comparaison avec le témoin, une réduction de 30% des
nitrates est observée. Par ailleurs, il n’y a pas de réduction significative de la concentration

des NOj3 avec le temps dans les solutions sans contaminants et les autres traitements.
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La figure 5.6 illustre I’évolution de la concentration des nitrates en fonction du temps

dans les milieux de culture co-conatminés par différentes concentration de Cd (0.01, 0.1

et Img/L) et ImgPb/L. Globalement, la concentration des nitrates varie tres peu conduisant

ainsi a de tres faibles taux de réduction.
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Tableau 5.4 : Effet de Cd+Pb sur I’abattement (%) des nitrates.
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Concentration initiale (mg/L)

Concentration initiale (mg/L)

Cd+Pb Cd+Pb
Temps Temps
(Jours) (Jours)
0 0.01+0.1 | 0.1+0.1 | 1+0.1 0 0.01+1 | 0.1+1 1+1

2 4.50 16.64 4.75 16.08 2 0 3.82 0 0
4 10.07 5.33 0 4.37 4 475 | 054 0 0
6 0 15.46 3.08 8.57 6 0 0 0 0
8 2.30 15.37 0 38.85 8 0 5.46 0 0

5.4.2. Elimination des métaux lourds du milieu de culture

5.4.2.1. Elimination de Cd ou de Pb a partir du milieu de culture contaminé

individuellement

La concentration résiduelle de Cd dans le milieu de culture a différents instants et a

différentes concentrations introduites initialement dans le milieu de culture n’a pas pu étre

déterminée. Cependant, 1’évolution de la concentration de Pb dans la solution contaminée

par 1 et 10 mg/L de ce contaminant est représentée par la figure 5. 7.

Il ressort, une diminution significative de la concentration de Pb dans le milieu de

culture de L.gibba pendant les deux premiers jours.

Les taux de réduction de ce métal varient entre 51.9 % et 57% en présence de 1
mg/L et de 78.75% et 86.58% a 10 mg/L (tableau 5.5).




12

10 A

Concentration de Pb dans le milieu, mg/L
(2]

aaaa

b

f

i

Témoin

L

Concentration initiale de Pb, mg/L

10

91

Figure 5.7 : Evolution de la concentration de Pb du milieu de culture (valeurs moyennes +

Ecarts- types, n=3)

Tableau 5.5 : Pourcentage d’élimination (%) de Cd et de Pb a partir du milieu de culture.

Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd Temps Pb
ours) |—3 0.01 0.1 g 0ous) 51 T 1 T 1w
2 0 n.d n.d n.d 2 0 n.d 51.9 | 86.58
4 0 n.d n.d n.d 4 0 n.d 57 81.05
6 0 n.d n.d n.d 6 0 n.d 52.10 | 78.75

5.4.2.2. Elimination de Cd et de Pb a partir du milieu de culture co-contaminé

La variation de la concentration de Cd et de Pb dans le milieu de culture co-

contamine par Cd et 0.1 mg/L de Pb est illustrée par la figure 5.8 et la figure 5.9.

La concentration initiale des métaux lourds diminue de maniere significative

(p<0.05) des les deux premiers jours de la contamination. Les pourcentages d’élimination
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de Cd et de Pb par Lemna gibba a partir des solutions contenant le mélange binaire de
Cd+Pb sont regroupés dans le tableau 5.6 et le tableau 5.7.

Il est a constater que la réduction de Cd est comprise entre 6-100%. Les réductions
maximales sont de 100% a 0.01 mg/L, 41% a 0.1 mg/L et 16% a 1 mg/L. Quant au Pb, les
taux d’élimination sont compris entre 66-100%. Le maximum de Pb (100 %) est éliminée
en présence de 0.1 et 1 mg/L de Cd.

La variation de la concentration des métaux dans le mélange de Cd (0.01, 0.1 et 1

mg/L) combiné a 1 mg/L de Pb est représentée par la figure 5.9.

Les résultats révélent de faibles pourcentages d’¢élimination de Cd (Tableau 5.6). A
1mg/L de Cd, 27% de ce métal est éliminé. Aux autres concentrations testées, 6% et 0% de

Cd sont éliminées a 0.01 et 0.1 mg/L respectivement.

Par ailleurs, I’élimination de Pb (Tableau 5.7) est plus importante. En effet, des
pourcentages de réductions de 64% et 73% sont obtenus en présence de 0.1 et 1 mg/L de
Cd. La concentration de Pb dans le milieu de culture diminue significativement (p< 0.05)
entre 0 et 2 jours (Figure 5.10 et Figure 5.11).
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Figure 5.9 : Evolution de la concentration de Pb dans le milieu de culture en présence du

mélange binaire Cd+ 0.1Pb (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)
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Figure 5.11 : Evolution de la concentration de Pb dans le milieu de culture en présence du
mélange binaire Cd+1 Pb (valeurs moyennes + Ecarts- types, n=3)

Tableau 5.6 : Pourcentage d’élimination (%) de Cd a partir du milieu de culture co-

contaminé par Cd+Pb

Concentration initiale (mg/L) Concentration initiale (mg/L)
Temps Cd+Pb Temps Cd+Pb
(ours) | 0 |0.01+0.1| 0.1+0.1 | 1+0.1 | (ours) | O |0.01+1| 0.1+1 1+1
2 0 100 33 12 2 0 0 5 23
4 0 100 19 6 4 0 0 3 27
6 0 100 16 16 6 0 0 6 24
8 0 100 41 13 8 0 0 0 14
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Tableau 5.7 : Pourcentage d’élimination (%) de Pb a partir du milieu de culture co-

contaminé par Cd+Pb

Concentration initiale(mg/L)

Concentration initial (mg/L)

Temps Cd+Pb Temps Cd+ Pb
(Jours) (Jours)
0 |0.01+0.1 | 0.1+0.1 | 1+0.1 0 |0.01+1| 0.1+1 1+1
2 0 81 100 100 2 0 nd 64 67
4 0 83 90 100 4 0 nd 61 73
6 0 68 74 83 6 0 nd 55 62
8 0 66 71 96 8 0 nd 40 60

5.4.3. Suivi de ’évolution du pH

5.4.3.1. Evolution du pH du milieu de culture contaminé individuellement par Cd ou Pb

Les valeurs de pH dans le milieu de culture de L.gibba, contaminée par Cd ou Pb

sont reportées sur la figure 5.12 et la figure 5.13.
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Figure 5.12 : Evolution du pH du milieu de culture contamine par Cd. (valeurs moyennes +

Ecarts- types, n=3).
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Figure 5.13 : Evolution du pH du milieu de culture contaminé par Pb. (valeurs moyennes
+ Ecarts- types, n=3).

Il apparait nettement, une augmentation graduelle du pH dans le milieu de culture
exempt de contaminants (témoin) et dans toutes les solutions nutritives contenant Cd ou
Pb.

A la fin de la durée de I’expérience, la variation du pH dans le témoin est de 0.58.
Dans le milieu contaminé par 0.01, 0.1ou 1 mg/L, le pH varie de 0.52, 0.87 et 0.93
respectivement. En présence de 0.1, 1 et 10 mg/L de Pb, la variation est de 0.61, 0.87 et
0.92 respectivement.

L’analyse statistique a montré que la variation du pH dans les milieux contaminés

n’est pas significative (p>0.05) par rapport au témoin.

5.4.3.2. Evolution du pH du milieu de culture co-contaminé par Cd et Pb

Les valeurs de pH dans le milieu de culture de L.gibba co-contaminé par Cd et 0.1
mg/L de Pb sont representées par la figure 5.14.

Comme dans le cas de la contamination des milieux nutritifs de la plante par Cd et
Pb individuellement, une augmentation significative du pH est observée dans le témoin et

dans toutes les solutions contaminées par le mélange binaire Cd+ 0.1mg/L de Pb a la fin de
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la durée de I’expérimentation. La variation du pH est de 1.37 dans le témoin et de 1.06,

1.21 et 1.42 lors de I’association de 0.01, 0.1 et 1 mg/L de Cd et 0.1 mg/L de Pb.
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Figure 5.14 : Evolution du pH du milieu de culture co-contaminé Cd +Pb en présence de

0.1 mg Pb/L (valeurs moyennes * Ecarts- types, n=3).

L’évolution du pH dans les solutions co-contaminées par Cd et 1mg/L (Figure
5.15), une diminution du pH de 0.45, 0.23 et 0.32 respectivement dans les solutions

contenant un mélange binaire de 0.01, 0.1 et 1 mg/L et 1 mg/L de Pb.

8 ]
cabc N 0
N 2)
a ’I d e d
bbfr WO B Do bep | M40
6 A pilo | =363
3 8J
L 4
2 -
0
Témoin 0.01+1 0.1+1 1+1

Concentration initiale de Cd+Pb, mg/L

Figure 5.15 : Evolution du pH du milieu de culture co-contamine Cd +Pb en présence de

1 mgPb/L (valeurs moyennes * Ecarts- types, n=3)
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5.5. Discussion

Plusieurs chercheurs ont évalué les performances des lentilles d’eau  dans
I’élimination de I’azote et du phosphore. Korner et Vermaat [169] ont montré que ces
plantes aquatiques peuvent éliminer 63-99% du phosphore total en trois jours. Ils ont
également reporté des taux d’élimination du phosphore allant de 14% a 92.2% dans les

eaux usées en utilisant L. gibba.

L’étude expérimentale de Vermaat et Hanif [170] a réalisé des taux de réduction
de 77% du phosphore total dans les eaux usées domestiques avec les Lemnacea. El kheir
et al. [171] ont confirmé ’efficacité de L.gibba dans I’élimination de la matiére en
suspension, les nutriments, les sels solubles, la matiére organique. Nos résultats concordent

avec les leurs.

Dans cette étude, les résultats montrent une réduction importante des nitrates et des
phosphates pendant les deux premiers jours de I’expérience. Selon Ozengin [172], le
maximum d’élimination des phosphates totaux par les lentilles d’eau (L. minor) se produit
a 360 minutes alors que le maximum d’élimination des nitrates a lieu a 1440 minutes dans
les eaux industrielles et municipales. A partir des résultats de Selvarani et al. [173], il s’est
avéré que 0.125 mg/L et 0.250 mg/L et 0.5 mg/L de Glyphosate causent un ralentissement
de la réduction des phosphates de 75% a 37.5% par les lentilles d’eau ceci est da
principalement a I’inhibition de la croissance de la plante. Dans cette étude, la croissance
relative de la plante augmente avec le temps, méme en présence des contaminants. Il en

résulte des taux d’éliminations importants.

Avec I’augmentation de la concentration initiale des contaminants dans le milieu de
culture, les quantités de Cd et de Pb accumulées dans la plante augmente également sans
inhiber considérablement la croissance de la plante. De ce fait, la contamination des
solutions par les métaux lourds n’a pas eu d’effet négatif sur 1’élimination des nitrates et

des phosphates.

A notre connaissance, aucune ¢étude sur 1’effet combiné des métaux sur la capacité
d’absorption du phosphore et de 1’azote par les plantes aquatiques n’a ét¢ menée. Les
résultats obtenus dans cette étude montrent que les taux d’élimination des phosphates
dépassent 80%. De plus, la concentration initiale des mélanges n’a pas d’effet négatif sur
I’abattement des phosphates par L.gibba. Les traitements de la lentille d’eau par
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différentes combinaisons de Cd+Pb et qui ont été accumulées n’ont pas eu d’incidence sur

la croissance de la plante favorisant ainsi I’absorption des phosphates.

Contrairement aux phosphates, I’absorption des nitrates par L.gibba est trés faible
par rapport aux expériences ou la lentille d’eau a été contaminée individuellement par le
Cd ou le Pb.

I1 est bien connu que beaucoup d’especes de plantes telles que la Jacinthe d’eau,
Eichhornia sp. ; Lemna sp. et spirodella sp. ;small water fern-Azolla sp. ; water lettuce-
Pistia sp. sont capables d’éliminer les métaux lourds a partir du milieu aquatique et de
produire une concentration interne du métal plusieurs fois plus grande que celle de
I’environnement [127]. Les plantes aquatiques peuvent étre un matériel potentiel dans

I’¢limination les métaux lourds a partir de I’eau.

L’utilisation de T.Latifolia a conduit a 1’élimination de 41% et 38% de Cd aux
concentrations de 5 mg/L et 7.5 mg/L et 89% (5mg/L) et 84% (7.5mg/L) de Pb [138]. Lu et
al. [131], ont trouvé un taux de réduction de 90% lorsque la plante est exposée a 4mgCd/L
pour une durée del2 jours. Yaowakhan et al. [130] ont montré que 1’¢limination de Pb par
C. demersun, H.difformis, C. caroliniana, and L.hyssopifolia ont permis la réduction de Pb
de 80%, 70%, 50% et 30% au bout de 9 jours d’exposition a 10 mg Pb/L.

Dans une étude conduite par Abdallah [174], il apparait que Lemna gibba est un
candidat potentiel dans 1’élimination de Cr (95%) et de Pb (84%) aprés 12 jours
d’incubation. La combinaison de 5mgCd/L+5mgPb/L a conduit a I’élimination de 38% de
Cd et 87% de Pb et la combinaison de Cd et de Pb a la concentration de 7.5 mg/L chacun, a
permis d’atteindre des taux de réduction de 32% de Cd et 80% de Pb [138].

L.gibba est plus efficace dans I’élimination de Pb / Cd a partir des milieux aquatiques.

Les taux de réduction de Cd et de Pb ne different pas de maniere significative
lorsque la concentration des métaux varie que ce soit en présence individuelle ou dans le

mélange. Ceci suggere que 1’¢élimination des métaux est indépendante de la concentration

initiale de Cd et de Pb [137].

Les lentilles d’eau peuvent survivre dans une large gamme de pH et de température
(3.5-10.5 et 7-35°C) [144]. Des valeurs de pH inférieures a 3.5 ou supérieures a 10 peuvent
limiter la croissance de la plante [175]. Une gamme de pH comprise entre 4.5-7.5 est la
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mieux adaptée a la croissance des lentilles d’eau [176, 177]. Le pH initial choisi dans les
expeériences de cette étude se situe dans la gamme favorisant la croissance optimale de
L.gibba.

Une augmentation du pH est observée en fonction du temps dans les solutions
servant de témoin, celles contaminées par Cd, Pb et Cd+ 0.1Pb. Un résultat similaire est
obtenu par Mégateli dans les solutions contaminées par le cuivre [177]. Les résultats ont
révélé de faibles variations du pH dans les milieux de culture sans plantes (< 0.4) alors
qu’une Variation plus importante de ce paramétre (des augmentations de 1 a 2 unités de

pH) est observée dans les milieux de cultures avec plantes.

5.6. Conclusion

La croissance drastique de la population et la multiplication des industries a eu
pour conséquence la dispersion de la pollution dans les milieux aquatiques. En plus de la
détérioration des nappes phréatiques causée par le déversement de quantités
impressionnantes de métaux lourds toxiques, le phénoméne d’eutrophisation n’est pas

moins dangereux.

Dans la présente étude, les résultats obtenus suggerent que le choix de Lemna
gibba est pertinent dans la mesure ou des réductions importantes de nitrates et de
phosphates sont réalisées méme en présence de contaminants. De plus, la réduction de Cd
et de Pb a partir des solutions nutritives est considérable.
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CONCLUSION GENERALE

Ce projet de thése a été orienté vers une problématique de préservation de
I’environnement, plus précisément avec comme objectif de dépolluer les milieux
aquatiques contamines par des métaux lourds toxiques tels que le cadmium et le plomb, en

faisant appel a des végétaux (phytoremédiation).

Le choix de ces deux éléments (Cd et Pb) est fondé principalement sur le fait qu’ils

sont comptés parmi les métaux usuellement déchargées dans les eaux.

La phytoremédiation est une technique relativement récente et des recherche sont
en cours afin d’améliorer les performances de cette méthode en approfondissant la
compréhension des mécanismes d’accumulation voire d’hyperhaccumulation de différents

polluants dans les plantes.

Un choix rigoureux de la plante doit se baser sur un certain nombre de criteres
objectifs, eux-mémes sélectionnés judicieusement, faisant un compromis entre les
avantages et les inconvénients de la culture éventuelle de chacune des plantes dans des
contextes bien déterminés. Les critéres que doit posséder 1’espéce végétale utilisée en
phytoremédiation, on cite entre autres : étre native, avoir une grande vitesse de croissance,
un systéme racinaire étendu, adaptation aux différents habitats, une grande tolérance et une
capacité d’accumuler les polluants dans les parties supérieures.

A la lumiére des résultats expérimentaux obtenus, Lemna gibba, semble étre
intéressante pour une culture rationnelle a des fins de dépollution, dans la mesure ou elle
s’adapte assez bien dans un milieu contaminé par les métaux lourds sélectionnés et leur
combinaison, les accumule ce qui permet leur élimination du milieu aquatique, en plus de
I’abattement des phosphates et des nitrates, principaux responsables du phénomene
d’eutrophisation.

Notre travail s’est articulé autour de deux parties. Les principaux résultats obtenus

ont éte selectionnés afin de dégager des conclusions.

Dans la premiére partie, ’intérét est porté a la réponse de la plante en terme de

croissance, au stress causé par la contamination individuelle ou combiné de Cd et de Pb.
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De plus, les quantités des métaux accumulées dans les tissus de la plante ont été

déterminées. Il ressort :

= La toxicité des métaux lourds testés a savoir Cd et Pb s’est manifestée par
I’inhibition de la croissance de la plante. Ainsi, les concentrations testées de Cd et de Pb
ont conduit a des inhibitions du nombre de frondes allant de 0% a 41.78 % et de 5.31% a
35.29% respectivement.

= Lors de la co-contamination de la plante par les différentes combinaisons de
Cd+Pb, les inhibitions de la croissance de L.gibba sont inférieures a celles obtenues
lorsque la plante est exposée au Cd et au Pb individuellement. Ceci signifie que la toxicité
observée en présence d’associations binaires Cd+Pb est moins que la somme des toxicités
en présence des contaminants seuls. Les résultats de I’étude statistique permettant de
déterminer le type d’interaction entre Cd et Pb indique un antagonisme entre les deux

contaminants.

= Dans le milieu de culture contaminé par Cd ou par Pb, comme dans le
milieu co-contaminé par le mélange Cd+Pb, la lentille d’eau n’a manifesté aucun signe de
chlorose ou de senescence. Les frondes de L.gibba sont restées vertes et vigoureuses,

preuve de sa bonne santé.

» [L’analyse des métaux testés dans les tissues de L.gibba par spectrométrie
d’absorption atomique a permis de détecter des quantités variables de Cd et de Pb, preuve

de la capacité d’accumulation des contaminants par cette lentille d’eau.

* En se basant sur I’ensemble des valeurs calculées du facteur de
bioconcentration, qui permet d’estimer 1’efficacité d’une plante dans la rétention des
métaux, il est clair que le choix de L.gibba est pertinent pour son utilisation en
phytoremédiation, lorsqu’il s’agit de contamination individuelle de la lentille d’eau par Cd
ou Pb. En effet, des valeurs supérieures a 1000 sont obtenues, aux concentrations testees
de Cdeta 0.1 et 1 mg/L de Pb.

= A la fin de la durée de I’expérimentation, les valeurs de FBC de Pb
dépassent celles de Cd. Ceci suggére une grande efficacité d’accumulation de Pb par

rapport a Cd.
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= La co-contamination de L.gibba par 1’association de Cd et 0.1 mg/L,
favorise I’accumulation de Cd par rapport au Pb alors que dans les mélanges binaires de
Cd et 1 mg/L de Pb I’accumulation de Cd ne se produit que dans la solution nutritive co-

contaminée par 1 mg/L de chaque métal.

Dans la deuxiéme partie, I’effet du cadmium et du plomb sur I’abattement des
nitrates et des phosphates est examiné. L’évolution de la concentration de Cd et de Pb dans
le milieu de culture de la lentille d’eau est également suivie afin de déterminer les taux

d’élimination de Cd et de Pb.

Les expériences réalisées en conditions contrélées indiquent que et L. gibba
s’avere une treés bonne candidate pour la phytoremédiation : taux de réduction de 1’azote de
60% ; taux de réduction des phosphorates de 80% ; 1’élimination du cadmium et du plomb

peut atteindre 100% a certaines concentrations lors de leur association

Sur la base des résultats acquis dans cette étude, de nouvelles perspectives sont a
envisager pour les futures recherches :

» Dans le milieu aquatique, en plus du cadmium et du plomb, d’autres contaminants
métalliques peuvent étre rencontrés. Pour cela, il sera important de tester les capacités de
tolérance de Lemna gibba vis-a-vis de combinaison de plusieurs métaux lourds lors de leur
accumulation. Ceci permettrait d’étudier les réponses de la plante a 1’association de
plusieurs d’entre eux qui pourrait induire une contrainte différente. De plus, un phénomene
de compétition entre les différents éléments métallique pourra se produire permettant de
déterminer les préférences de cette lentille d’eau.

» 1l sera également intéressant d’associer a ses mélanges métalliques, des polluants
organiques souvent retrouvées dans les milieux aquatiques tels que les pesticides ou les
substances humiques.

> Il est indispensable de valider ces résultats expérimentaux obtenus a 1’échelle du

laboratoire, dans un milieu naturel.

» Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour comprendre 1’interaction
entre Cd et Pb pour identifier les parametres qui peuvent expliquer le
comportement ou le mécanisme qui peut étre amélioré pour augmenter la capacité

de cette plante a accumuler Cd et Pb lorsqu’ils sont tous les deux en solution
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APPENDICE A

LISTE DES SYMBOLES ET DES ABREVIATIONS

Liste des abréviations :

AFNOR

ASc
CAT
Co

Ct :

Cu /Zn-SOD
ETM
Fe-SOD
FBC

g

GSH

HAP

Hsp

% Inh

ISO
KDA

mg L™
mM
Mn-SOD
MT

ng

Nt

No

PC

POX

Pso

association Francaise de Normalisation

acide ascorbique

catalase

concentration initiale de [PO,>] ou de [NO57 dans le milieu de culture &
I’instant t=0, (mg L™

concentration de [PO,>] ou de [NO57 dans le milieu de culture a I’instant t
(mg L™

superoxyde- dismutase a cuivre-Zinc

Elément trace métallique

Superoxyde- dismutase a fer ferreux.

Facteur de bioconcentration

Gramme

Glutathion

Hydrocarbure aromatique polycyclique

Protéine de choc thermique

Taux d’inhibition de la croissance (%)

Organisation Internationale de Normalisation

Kilodalton

milligramme par litre

millimoles

Superoxyde- dismutase a manganese

metallothionéines

nanogramme

nombre de colonies moyen a I’instant t, adimensionnel
nombre de colonies moyen a ’instant initial adimensionnel
phytochélatine

peroxydase

Poids sec de la plante a I’instant t=0 (g)



Pst Poids sec de la plante a I’instant t (g)
ROS Formes réactives de I’oxygene
OMS Organisation mondiale de la santé
SE Erreur standard

SOD Superoxyde dismutase

ug microgramme

Liste des symboles chimigues

Ba Baryum

Cd Cadmium

Cr  Chrome

Cu Cuivre

Fe Fer

Hg Mercure

Ni  Nickel

Pb Plomb

Se Sélénium

Zn

Zinc
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PROTOCOLE DE PREPARATION DU MILIEU DE CULTURE HOAGLAND MODIFIE

Tableau B.1 : Concentrations et volumes des réactifs chimiques utilisés dans la préparation
du milieu de culture [116].

Volume prélevé
pour un litre de

Solution Composition chimique Concentration milieu de culture
@L™? (ml)
S C&(NO3)2.4H20 11.8 100
S, KNO; 10.11 5
Ss MgS0,.4H,0 12,33 4
S, KH,PO, 6.80 1
Fe- EDTA
Sg FeSO,.7 H,O 2.78 (05 L)
+ 10
Na,-EDTA 3.73(05 L)
H3BO; 2.86
Se ZnSO, 0.22 1
MnS0O,.4H,0 1.55
CuSOQ,. 7H,0 0.079
(NH4)6M07024.4H20 0.128
CO(N03)2.4H20 0.049
s, NiSOs. 7H.0 0.0478 1
Na,W0,.2H,0 0.017
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APPENDICE C
COURBES D’ETALONNAGE
0.14 4 Y=0.13212X-0.000807
0,12 4 Coefficient de corrélation:0.99998
0,10 4
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[%2]
Q
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Figure C. 1 : Courbe d’étalonnage pour I’analyse du cadmium par spectrométrie d’absorption
atomique.

0,20
Y= 0.01799X+0,00045
Coefficient de corrélation:0.9982
0,15 4
o 0,10
Qo
<
0,05
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Figure C. 2 : Courbe d’étalonnage pour I’analyse du plomb par spectrométrie d’absorption
atomique.
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