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RESUME

De nos jours, I'environnement regorge des polluants organiques et métalliques de plus en plus au
niveau des eaux usées domestiques et résiduaires traduisant une menace sérieuse due a leur toxicité
sur les étres humains et la faune. Cette thése porte sur I’optimisation de 1’élimination des polluants
organiques et métalliques des eaux usées par le lagunage a macrophytes flottants, notamment la
jacinthe d’eau (Eichhornia crassipes. Mart Solms Laubauch). Différents axes ont ainsi été abordés
pour répondre a cet objectif général : (1) étudier a partir d’un plan factoriel complet I’influence de
certains parameétres de performance tels que le temps de séjour, la densité de plante et la charge
initiale en demande chimique en oxygene (DCO) sur la phytoépuration utilisant Eichhornia
crassipes; (2) étudier la contribution a I’absorption métallique par Eichhornia crassipes et (3)
vérifier I’effet de la matiere organique biodégradable sur les métabolites secondaires biologiques
de la plante étudiée.

Les travaux de laboratoire en mode batch nous ont permis de mettre en exergue I’influence du temps
de séjour (X1), de la densité de plante (X2) et de la charge initiale en demande chimique en oxygene
DCO (Xs) sur la phytoépuration utilisant Eichhornia crassipes.

Les résultats obtenus nous ont permis de constater que le temps de sejour et la charge initiale
organique en DCO ont une grande influence sur 1’élimination de la DCO, de I’ammonium et des
orthophosphates. Les caracteristiques des deux bassins & mettre en série sont respectivement de 15
jours en temps de séjour, de 60 Pieds/m? en densité de la plante et de 944 mgO./L en charge
organique initiale en DCO et de 15 jours en temps de séjour avec une densité de plante de 60 Pieds

/m?.

La contribution de E. crassipes face au cuivre et au cadmium a quatre différentes concentrations (2,
5, 10 et 15 mg/L) en présence de la matiere organique biodégradable a été également étudiée a
I’échelle pilote. Les résultats montrent une absorption globale de métal par la plante au niveau de
laracine (1009,17 ; 1523,07 ; 3209,95 et 5865,83 mg/kg en solution monométallique et 286,55 ;
937,90 ; 2206,39 et 3554,44 mg/kg) quelle que soit la nature de la solution significativement
plus élevée que celle de la partie aérienne (58,27 ; 77,01 ; 212,10 et 250,41 mg/kg pour la solution
monomeétallique et de 10,90 ; 47,79 ; 351,57 ; 561,55 mg/kg pour celle bimétallique) qui est
fonction de la concentration métallique (2, 5, 10 et 15 mg/L) pour le cuivre. Le méme constat est
fait au niveau du cadmium (580,45 ; 1527,05 ; 2393,29 et 2628,93 mg / kg en solution
monomeétallique et de 389,02 ; 881,02 ; 1711,96 et 3412,64 mg / kg en solution bimétallique au
niveau de la racine 29,10 ; 46,29 ; 165,82 et 224,97 mg / kg pour la solution monométallique et de
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15,18 ;104,01 ; 466,07 et 918,53 mg / kg pour la solution bimétallique et ceci au niveau de la partie

aerienne).

La présence des grandes familles chimiques telles que les polyphénols, les flavonoides libres, les
leucoanthocyanes, les terpenes et stéroides et les tanins catéchiques a été identifiée selon les
procedures standards sur la matiere séche de Eichhornia crassipes (EC) collectée dans des biotopes

différents au niveau de deux pays ou se sont déroulés les travaux.

Mots clés : Phytoépuration ; Eichhornia crassipes ; plan factoriel complet et métabolites

secondaires.
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ABSTRACT

Nowadays, the environment is bursting with organic and metal pollutants more and more at the
level of domestic sewage and wastewater translates a serious threat due to their toxicity on
humans and fauna. This thesis deals with the optimization of the elimination of organic and
metallic pollutants from wastewater by floating macrophyte lagooning, notably water hyacinth
(Eichhornia crassipes, Mart Solms Laubauch). Various axes were thus approached to meet this
general objective: (1) to study from a complete factorial design the influence of certain
performance parameters such as: the residence time, the plant density and the initial load in
chemical oxygen demand (COD) on phytopurification using Eichhornia crassipes; (2) to study
the contribution to metallic uptake by Eichhornia crassipes and (3) to verify the effect of
biodegradable organic matter on secondary biological metabolites of Eichhornia crassipes.
The laboratory work in batch mode allowed us to highlight the influence of the residence time
(X1), the plant density (X2) and the initial charge in chemical oxygen demand COD (Xz) on
phytopurification using Eichhornia crassipes.
The results obtained have shown that the residence time and the initial organic load in COD
have a great influence on the removal of COD, ammonium and orthophosphates. The
characteristics of the two basins to be put in series are respectively 15 days in residence time,
60 feet / m? in density of the plant and 944 mgO, / L in initial organic load in COD and 15 days
in residence time with a plant density of 60 Feet /m2,
The contribution of E. crassipes to copper and cadmium at four different concentrations (2, 5,
10 and 15 mg / L) in the presence of biodegradable organic matter was also studied on a pilot
scale. The results show an overall metal uptake by the plant at the root level (1009.17, 1523.07,
3209.95 and 5865.83 mg / kg in monometallic solution and 286.55, 937.90, 2206.39) and
3554.44 mg / kg) regardless of the nature of the solution significantly higher than that of the
aerial part (58.27, 77.01, 212.10 and 250.41 mg / kg for the monometallic solution and of:
10.90, 47.79, 351.57, 561.55 mg / kg for bimetallic) which is a function of the metal
concentration (2, 5, 10 and 15 mg / L) for copper. The same is true for cadmium (580.45,
1527.05, 2393.29 and 2628.93 mg / kg in monometallic solution) and 389.02, 881.02, 1711.96
and 3412.64 mg/ kg. kg in bimetallic solution at the root level, 29.10, 46.29, 165.82 and 224.97
mg / kg for the monometallic solution and: 15.18, 104.01, 466.07 and 918.53 mg / kg for the
bimetallic ~ solution and this at the level of the aerial part).

The presence of large chemical families such as: polyphenols, free flavonoids,
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leucoanthocyanins, terpenes and steroids and catechin tannins was identified according to
standard procedures on the dry matter of Eichhornia crassipes (EC) collected in different

biotopes at the same time. level of two countries where the work took place.

Key words: Phytoepuration; Eichhornia crassipes; complete factorial plan and secondary

metabolites
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Introduction Générale

L’eau est une ressource indispensable a tous les aspects de la vie des hommes, des animaux et
des plantes. L’Homme a développé au fil de I’histoire, de nombreux usages de 1’eau : pour ses
besoins quotidiens (usage domestique), pour ses activités économiques (usages agricole et
industriel), pour ses loisirs, etc. Chacun de ces usages présente ses propres contraintes en
matiere de quantité et de qualité des eaux utilisees et rejetées. Par ailleurs, les usages peuvent
devenir des sources de pollution et créer d’énormes quantités d’eaux usées de toutes sortes.
Lorsque ces eaux usées sont mal gérées, elles constituent une source de pollution des eaux
(souterraine et de surface) et de I’environnement, en genéral. Aujourd’hui, sous I’impulsion des
pouvoirs publics, un certain nombre de textes réglementaires et Iégislatifs sur les normes de
rejets des eaux usées ont été adoptés, méme dans les Pays en Développement (PED). Mais la
dimension scientifique et technique qui devrait servir de support pour I’application de ces textes
n’est pas définie ou maitrisée, et on assiste a I’inadéquation et / ou a la non application des

textes.

La gestion des eaux usées domestiques pose des problemes considérables partout dans le
monde, surtout en milieu urbain dans les PED (Coulibaly et al., 2008). Dans les PED, les
difficultés observées sont aussi bien liées a I’évacuation qu’au traitement proprement dit de ces
eaux usées (Koné, 2011). Les grandes villes africaines sont soumises aux phénomeénes de
I’exode rural qui engendre la pression démographique avec un faible taux d’acces a
I’assainissement et une saturation des systémes de traitement des eaux usées (Coulibaly et al.,
2004). Cette situation est une menace pour la santé publique en ce sens que les eaux usées
domestiques constituent des vecteurs de maladies diarrhéiques, et des gites pour les larves de
moustiques comme les anopheles qui transmettent le paludisme (OMS, 2006). D’aprés Koanda
(2006), le faible taux d’assainissement constaté dans les PED pourrait s’expliquer par 1’écart de
priorité qui existe entre I’approvisionnement en eau potable et I’assainissement. En Afrique de
I’Ouest, les conditions socio-économiques, généralement défavorables, rendent difficile la mise
en place de systeme d’assainissement collectif. L’assainissement de type individuel, basé sur le
stockage intermédiaire des eaux usées dans les ouvrages tels que : les fosses septiques, les
puisards, et les latrines, est le type le plus développé. Les procédés les plus appropriés pour ces
pays sont les procédes extensifs qui n’imposent pas de consommation importante d’énergie
électrique. Parmi ces procédés extensifs, se trouve le lagunage a macrophytes flottants. Le
lagunage est un procédé peu onéreux et rustique a cause de I’utilisation de la biomasse végétale
produite (Koné, 2002 ; Koné et al., 2011). Ainsi, il constitue une alternative crédible pour le

traitement des eaux usees en zones urbaines de I’Afrique de 1’Ouest. Plusieurs travaux en
2
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Afrique et dans le monde ont montré la performance épuratoire du lagunage a macrophytes sur
la dégradation de la matiére organique (Ouattara et al., 2008 ; Koné et al., 2011 ; Shahabaldin
etal., 2014).

Au Bénin, I’expérimentation des hydrophytes dans le traitement des eaux usées a démarré en
2011, avec des bassins a jacinthe d’eau, a laitue d’eau et a3 lentille d’eau mis en paralléle et
ensuite en série sur le Centre Technologique Pratique pour I’Eau Potable et 1’ Assainissement
(CTPEA) de I’Institut National de I’Eau (mais anciennement de 1’Ecole Polytechnique
d’Abomey- Calavi) (Kpondjo, 2011). Cette étude a révelé en point d’essai test, la sensibilté des
marcophytes flottants utilises a la salinité des eaux usées. Mais pour les essais propement dits,
elle a permis de constater que la jacinthe d’eau élimine les pollutions carbonée et azotée a pres
de 60%, que la laitue d’eau élimine la pollution azotée minérale, oxydée avec la pollution
phosphorée et la lentille d’eau, celle microbiologique. Par la suite, en 2012, d’autres études ont
procédé a la combinaison en série des trois espéces utilisées (Eichhornia crassipes Mart. Solms-
Laub, Pistia stratiotes L et Lemna minor L) en mode continu avec une étude beaucoup plus
approfondie de la salinité. Les auteurs Hounkpe, (2014) et Déguénon, (2014) ont expérimenté
respectivement 1I’épuration des eaux usées a base des macrophytes flottants en grandeur nature
et émergents (Echinochloa pyramidalis, Panicum maximum et Typha domingensis). Il ressort
de leur expérimentation que chacune de ces variantes du lagunage a macrophytes est

performante pour le traitement des eaux usées domestiques.

De méme, avec le développement du secteur industriel, on assiste a une croissance alarmante
de la pollution des eaux par les métaux et d’autres substances toxiques (Oussama, 2011). Parmi
les polluants rencontrés, on retrouve principalement les hydrocarbures, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP) et les éléments traces métalliques (ETM). Les ETM les plus
répandus, en termes d’occurrence sont le plomb (Pb), le chrome (Cr), le cuivre (Cu) et, dans
une moindre mesure, 1’arsenic (As), le zinc (Zn), le nickel (Ni), le mercure (Hg) et le cadmium
(Cd) (Remon, 2006). Parmi ces élements, il existe des oligo-éléments ou micronutriments
essentiels pour le métabolisme des étres vivants lorsqu’ils sont en faible concentration ; mais
ils deviennent extrémement toxiques a partir de certaines concentrations élevées et les éléments
qui sont toxiques méme a faible concentration (Williams et al., 2000 ; Lu et al., 2004). Le plomb
(Pb), I’arsenic (As), le mercure (Hg) et le cadmium (Cd) sont considérés avec un tres vif intérét.
Toutefois, les études toxicologiques prennent rarement en compte cette information. De méme,

les effets combinés d’une exposition chronique au cadmium (Cd) et a un stress thermique, du
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fait des variabilités climatiques sur le métabolisme mitochondrial de certaines especes animales
et vegeétales, a révélé une diminution des indices hépatosomatiques et de Fulton. L’exposition
engendre également la diminution du pourcentage de protéines hépatiques, 1’augmentation de
I’activité du pyruvate déshydrogénase et de la respiration mitochondriale. De plus, une synergie
au niveau de la mortalité a été évoquee par Fournier (2015) au cours de ses travaux. Ces résultats
suggerent qu’une exposition a une faible dose de Cd est un stress que les poissons peuvent gérer
en modulant leur production d’énergie, surtout s’il y a absence d’autres sources de stress.
Toutefois, lorsque les concentrations de Cd augmentent et qu’il y a addition d’un stress
thermique, les poissons font face a une carence énergétique qui les oblige a utiliser leurs

réserves et menace leur survie.

De nombreuses techniques physico-chimiques telles que la précipitation, la coagulation-
floculation, la flottation, 1’échange ionique et la filtration sur membrane ont été développées
pour enlever les métaux des effluents synthétiques (Hafidzatul et al., 2010). Ces différentes
techniques de dépollution des métaux sont coiiteuses et ne permettent pas d’enlever la totalité
de ces métaux de I’eau et les sédiments (Rai et al., 2002). Le développement de techniques
complémentaires s’avére donc nécessaire, particulierement pour le traitement des eaux usees.
Ainsi, la phytorémédiation d’écosystémes naturels ou artificiels (eaux usées) contaminés
contenant des cations métalliques devient une alternative plus attrayante et constitue un champ
émergent. A ce sujet, les travaux de Virendra et al. (2008) et de Ladislas (2011) ont montré que
certaines plantes des milieux humides ont la capacité d’accumuler les métaux dans leurs tissus.
Parmi les macrophytes hyper accumulateurs des métaux, se trouve E. crassipes couramment
appelée en francais, « la jacinthe d’eau » (Swain et al., 2014). Dans I’optique d’évaluer 1’effet
des oligo-éléments et des métaux toxiques sur la jacinthe d’eau, le présent travail a porté sur le

cuivre et le cadmium.

Bien que de nombreux travaux aient été effectués sur cette plante, en Afrique, trés peu d’entre
eux se sont intéressés aux conditions optimales permettant de mettre en évidence les
phénomenes mis en jeu. Pour répondre a cette préoccupation, cette recherche se propose
d’étudier ’optimisation de I’6limination des polluants organiques et métalliques dans le
processus de traitement des eaux usées par le lagunage a macrophytes flottants. Elle a pour
objectif général d’évaluer les différentes interactions qui se développent lors de la

phytoépuration et la réactivité de I’espéce étudiée face aux metaux.

Plus spécifiqguement, il a été question au cours de cette étude de :
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- évaluer ’effet du temps de séjour, du nombre de plantes et de la charge organique initiale
exprimée en DCO (Demande Chimique en Oxygene) sur la performance épuratoire de E.
crassipes dans 1’épuration des eaux usées ;

- étudier la contribution a I’absorption métallique par Eichhornia crassipes ;

- vérifier I’effet de la matiére organique biodégradable sur les métabolites secondaires de

Eichhornia crassipes.

Ce manuscrit est structuré en trois parties. La premiere partie présente une revue de la littérature
consacrée aux plans d’expérience, aux généralités sur les systémes extensifs d’épuration des
eaux usées, la phyto-dépollution et de quelques notions relatives aux métabolites des végétaux.
La deuxieme partie présente le matériel et les méthodes ayant permis la réalisation de ce travail.
La troisieme partie est consacrée a la présentation des résultats et a leur discussion. Des
perspectives, précédées d’une conclusion générale, feront germer de nouvelles visions pour la

suite.
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CHAPITRE | : PHYTOEPURATION DES EAUX USEES

Introduction

L’expression phyto-épuration constituée du préfixe grec « phyto » qui signifie « plante » et de
la radicale « épuration » est la purification des eaux a 1’aide des plantes. La phytoépuration est
une opération qui consiste a « purifier » I’eau des éléments polluants (Justoberthe, 2013). Elle
repose sur des processus naturels, d’origine biotique et/ou abiotique, mis en ceuvre par les
plantes et les microorganismes de la rhizosphere (Guittonny-Philippe, 2014). Ces derniers
facilitent I’extraction, la transformation ou le stockage des polluants contenus dans les sols, les
sédiments, les eaux souterraines ou de surfaces, les eaux usées et méme 1’atmosphére (Susarla,
2002). Le lagunage qui est une technigue extensive de traitement des eaux usées, comprend
également de la phytoépuration qui, consiste en la dégradation de la pollution par 1’activité
bactérienne, ’activité photosynthétique et I’assimilation des substances minérales ; dans cette
application, la phytoépuration s’appuie sur le pouvoir épurateur des végétaux aquatiques qui
sont de deux sortes les microphytes et les macrophytes. Ces deux sortes de végétaux qui donnent
d’ailleurs leurs noms a deux variantes du lagunage : le lagunage a microphytes et le lagunage a
macrophytes. Le lagunage a microphytes utilise les algues et le lagunage a macrophytes utilise
les hydrophytes (plantes flottantes) et les hélophytes (plantes du bord des eaux). Le lagunage a
macrophytes est appelé lagunage a macrophytes flottants quand il utilise les hydrophytes et

avec |’utilisation des hélophytes, il est dénormé lagunage a macrophytes fixés.

Aprés une premiere décantation, les eaux usées traversent des bassins de lagunage plantés ou
non. Le principe général de fonctionnement des lagunages s’effectue par les plantes et par les
micro-organismes fixés sur leurs racines et sur des substrats (graviers, sable...), grace a I’effet
filtrant du sol (Abibsi, 2011). La succession ou la coexistence des conditions aérobies et
anaérobies favorise dans certains types de lagunes 1’¢limination des nutriments (azote et

phosphore).

I. Lagunage a microphytes ou lagunage naturel

Le lagunage est un procédé naturel d’épuration des eaux usées, réalisé grace a un équilibre
biologique, auquel participent les bactéries, le zooplancton, les algues et aussi certains végétaux
[Pietrasanta et Bondon (1994) ; Morel et al., (1998)]. Les bassins utilisés dans les procédes du
lagunage sont généralement de différents types et sont fonction de leurs caractéristiques
physiques (comme la profondeur). lls sont dimensionnés de sorte a pouvoir recevoir, contenir

7
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et traiter les eaux usées pendant une période prédéterminée qui varie selon le type de bassin. La
figure 1 illustre le diagramme simplifié des principaux processus qui ont lieu dans un bassin de
lagunage naturel. Ainsi, I’épuration des eaux usées dans un systéme de lagunage naturel
résulterait d’une combinaison complexe de processus physiques, chimiques et biologiques
(CNRC, 2004). La configuration des bassins du systeme prend en compte le type de sol, le
terrain disponible, le climat, I’ensoleillement et le type de traitement recherché. On distingue

les bassins anaérobies, les bassins aérobies et les bassins facultatifs.

Ces différents bassins peuvent étre seuls ou combinés, en fonction des objectifs a atteindre pour
I’eau a épurer (Ouano, 1981). Certains de ces bassins peuvent &tre placés en série ou en
paralléle, ou les deux. En effet, deux bassins de petite dimension peuvent s’avérer étre plus
efficaces qu’une seule lagune de grande dimension. La disposition des lagunes en série favorise

la décantation des boues et peut étre nécessaire dans 1’atteinte du débit fixé par la norme.
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Figure 1 : Processus d’épuration ayant lieu dans un bassin de lagunage naturel
(Tchobanoglous et al., 1985, cités dans Liady, 2014)

La classification des bassins de lagunage varie dans la littérature en fonction des auteurs :

Pietrasante et Bondon (1994) distinguent :

le lagunage naturel ;

le lagunage aéré ;

le lagunage anaérobie ;

le chenal algal a haut rendement.
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Varion et Mara (2004) distinguent, en plus, le bassin de maturation qui, méme si sa fonction
principale est I’abattement des germes pathogeénes, permet une amélioration de 1’abattement de

la charge organique.
Ouano (1981) distingue cing types de bassins de lagunage :

- le bassin aérobie ;

- le bassin facultatif ;

- le bassin anaérobie ;

- le bassin de maturation ;

- le bassin aéré.
1.1. Bassins anaérobies

Ce sont les bassins plus profonds, d’environ 2 a 5 métres, adaptés pour traiter les effluents dont
la charge organique est tres elevée avec un temps de séjour relativement court (Ndabigengesere,
1997 ; Chaib, 2004 ; Blais, 2006). Le processus de dégradation de la matiere organique au sein
de ces bassins est en deux phases anaérobies. Au cours de la premiére phase, la matiere
organique est hydrolysée en composeés a courte chaine qui sont transformés en gaz, tels que le
méthane, le dioxyde de carbone et le sulfure d’hydrogéne lors de la deuxieme phase (Blais,
2006).

1.2. Bassins aérobies

Contrairement aux bassins anaérobies, les bassins aérobies sont de trés faibles profondeurs (0,2
a 1 m) avec un temps de séjour relativement long afin de permettre a la lumiere solaire de
pénétrer dans toute la profondeur et d’avoir de 1I’oxygene dissous dans toute la colonne d’eau
(Ndabigengesere, 1997 ; CNRC, 2004 ; Blais, 2006). lls sont adaptés aux effluents de tres
faibles charges organiques au point ou 1’aération par les voies naturelles satisfait I’apport de
I’oxygene dissous favorable a la croissance des bactéries aérobies hétérotrophes. Au niveau de
ces bassins, ce sont essentiellement les bactéries aérobies et les algues qui contribuent a

I’épuration biologique de I’eau.

Deux variantes peuvent étre distinguées selon la flore végeétale présente : les bassins aérobies a
microphytes et ceux a macrophytes. Les micro-organismes qui sont a la base de la déepollution
se développent en suspension dans I’eau et dans les sédiments (Morel et Kane, 1998). Les
algues développées, assurent la production de 1’oxygene du milieu (Aba, 2012). Dans la lagune
a macrophytes, en dehors des algues, vivent des hydrophytes. Les plantes aquatiques

généralement utilisées sont : iris, roseaux, joncs, phragmites, lentilles d’eau, jacinthe d’eau
9
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(Charbonnel, 1989). Ces plantes aquatiques puisent les sels minéraux indispensables a leur
croissance et favorisent les apports en oxygene nécessaire pour le développement des bactéries

et du zooplancton.

1.3. Bassins facultatifs

Ce sont des bassins de profondeur intermédiaire comprise entre celle des bassins anaérobies et
celle des bassins aérobies d’environ 1 a 2 m afin de préserver les conditions d’aérobioses a la
surface avec une charge polluante entrante qui ne doit pas étre trop élevée (ENGEES, 2002 ;
Chaib, 2004 ; Blais, 2006). De la surface vers le fond du bassin, on peut y retrouver trois zones
successivement (aérobie, anoxie et anaérobie) ou les matieres dissoutes et colloidales qui sont
oxydées par des bactéries aérobies ou facultatives. Ces bactéries utilisent I’oxygéne provenant
de I’absorption naturelle et de 1’oxygéne produit par les algues qui se développent dans la
couche superficielle (Ndabigengesere, 1997). Quant aux matieéres décantables, elles
sédimentent pour former des boues qui, par la suite, entrent dans la décomposition anaérobie,
avec la production de méthane et d’autres composés réduits. Ces derniers migrent vers la couche
superficielle ou ils sont oxydés (Blais, 2006). Le gaz carbonique résultant de 1I’oxydation des
matieres organiques sert de source de carbone pour les algues et les bactéries hétérotrophes
(Ndabigengesere, 1997). Ces bassins sont adaptables a la plupart des climats et ne nécessitent
pas d’une énergie que celle naturelle. L’épaisseur de la couche superficielle dépend de
I’ensoleillement et de la proportion d’algues dans le bassin. Cette zone sert de barriére contre

les mauvaises odeurs engendrées par les conditions anaérobies des couches inférieures.

I1. Lagunage a macrophytes

Le lagunage a macrophytes est caractérisé par la présence de plantes visibles a 1’ceil nu qui
peuvent étre immergées ou émergeées, enracinées ou non. Les bassins sont généralement de
faible surface et moins profonds 0,6 a 0,8 m ou la charge polluante est faible (ARDAM, 2007).
L’effet épuratoire est principalement dii a la faculté de ces plantes a extraire les ¢éléments
nutritifs de la colonne d’eau et au support que leur racine et feuilles offrent aux
microorganismes susceptibles de dégrader les matiéres organiques et nitrifier 1’azote
ammoniacal (Aba, 2012). La lentille d’eau, les phragmites, le typha, la laitue d’eau et la jacinthe

d’eau constituent les plantes aquatiques rencontrées (Charbonnel, 1989 ; Morel et Kane, 1995).
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I1.1.Lagunage a macrophytes fixes

L’utilisation des techniques extensives a culture fixée devient de plus en plus répandue dans le
monde et permet le traitement aussi bien des eaux résiduaires urbaines (eaux usées domestiques
et eaux usees industrielles) que des eaux pluviales (Ladislas, 2011). Elles ont ’avantage d’étre
accessibles en termes de codts, de mise en ceuvre et d’exploitation d’autant plus que ne

nécessitant pas un apport énergétique (Koné, 2011).

Les filtres plantés de macrophytes ou les filtres plantés de roseau ou encore les lits a
macrophytes ont été inspirés par les spécialistes tenant compte des marais naturels. En fonction
de la nature végétale, du régime d’écoulement de 1’eau (écoulement a la surface ou sous la
surface) et du type de flux (horizontal, vertical), trois types d’architecture de marais existent
(Prigent, 2012). Chacun de ces trois systémes posséde des caractéristiques particuliéres
concernant le traitement des effluents, car ceux-ci n’ont pas la méme proportion en eau et/ou
en support. Cette proportion influence ainsi la quantité d’oxygeéne disponible pour les processus
physico-chimiques et la diversité des populations microbiennes dans les marais (Vymazal,
2007). Ainsi, on peut distinguer les filtres horizontaux a flux surfacique, les filtres horizontaux

a flux sous-surfacique et les filtres verticaux.

I1.1.1. Filtres Horizontaux a Flux Surfacique (FHS)

Dans les FHS encore appelés filtres a écoulement horizontal (FH), I’eau est généralement
apportée de facon séquencée et alternée selon un chemin plus ou moins horizontal avec une
circulation lente a travers le massif filtrant, sous la surface du lit (Prigent, 2012). Les lits plantés
a ecoulement superficiel s'apparentent a des lagunes de macrophytes avec une tranche d'eau
libre dans laquelle se développent des macrophytes enracinés dans la couche superficielle du
support sous-jacent (Figure 2). Bien qu’aux alentours des racines et rhizomes diffusent de
I’oxygeéne dans le substrat, la plus grande partie du lit est en zone saturée, et présente des
conditions anaérobies (Kadlec, 2009). Les mécanismes physico-chimiques et biologiques se
déroulant dans ces genres de systemes sont comparables, voire proches de ceux des marais
artificiels (Prigent, 2012). Ils utilisent les macrophytes flottants permettant en théorie, une
meilleure filtration mécanique des particules en suspension grace au systéme racinaire
(Lévesque, 2011).

Leur appellation de type surfacique, signifie que I’eau passe au-dessus de la surface du support.
Ce systéme a, comme inconvénient, 1’utilisation d’une surface plus élevée que sur d’autres

types de marais artificiels a raison des contraintes d'exploitations lourdes occasionnées par le
11
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faucardage nécessaire des végétaux aquatiques variés (typha, scirpes, joncs, roseaux, ...)

(Prigent, 2011).
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Figure 2 : Marais surfacique a flux horizontal (Headley, 2011)
11.1.2. Filtres Horizontaux a Flux Sous Surfacique (FHSS)

Les filtres horizontaux a écoulement sous la surface sont des bassins remplis de maniére
homogéne du support (sable, gravier ou du sol en place), dans lequel ont été plantées des
macrophytes (Aba, 2012). L’écoulement de ’eau se fait de fagon horizontale sous la surface du
marais (Figure 3). Ces bassins peuvent étre a écoulement sub-surfacique ou a surface libre
(Zhang et al., 2010a). Durant le passage de I’effluent dans le marais, celui-Ci entre en contact
avec différentes zones ou la concentration en oxygene n’est pas la méme. Il y a la zone aérobie,
la zone anoxie et la zone anaérobie (Prigent, 2012). L’évacuation se fait par un drain placé a
’autre extrémité du filtre, au fond, et enterré dans une tranchée drainante garnie de pierres. Ce
drain est relié a un tube dont la hauteur de surverse est modifiable permettant de régler la hauteur
de I’eau dans le filtre, de fagon a ce qu’il soit saturé pendant la période d’alimentation (Koné,
2011). Afin d’éviter les écoulements préférentiels en surface et d’assurer un flux homogene, le
niveau d’eau doit étre maintenu a environ 5 cm sous la surface du matériau (Aba, 2012). Les
différentes especes de plantes utilisées pour ces catégories de filtres sont : Phragmite australis,
Typha latifolia, Iris versicolore Linné, Juncus effusus, Scirpe lacustris et Sagittaria sagittifolia
(Vymazal, 2008a).
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Macrophytes

Gabion d'alimentation Niveaud'eau Canalisation de

/mnse en charge
Arrivée eaux décantées . /
| =—— s Evacuation eaux traitées
Sable grossier ou gravier fin Gabion d’évacuation

Figure 3 : Marais horizontal a flux sous surfacique FHSS (Gagnon, 2012)
11.1.3. Filtres a Flux Vertical (FFV)

Les filtres a écoulement vertical (FV) (Figure 4), sont des bassins remplis de couches de
graviers de granulométries différentes superposees, et selon leur place dans la filiere de
traitement recouvertes ou non d’une couche de sable, dans laquelle sont plantés les macrophytes
(Koné, 2011). La couche surfacique, constituée de gravier ou de sable, permet la bonne
répartition des effluents tandis que le fond du bassin, constitué de gros graviers, assure le
drainage des effluents traités. L’eau est en général apportée de fagon alternée et séquencée sur
toute la surface du lit, et percole rapidement a travers le substrat selon un chemin plus ou moins
vertical, instaurant un milieu insaturé et des conditions principalement oxydantes (Yalcuk et
al., 2009). L’alimentation a lieu par un systéme dit de bachées (discontinu). Dans les filtres a
surface libre (FSL), I’eau circule a travers un bassin peu profond (environ 30 cm) planté de
macrophytes émergentes, submergées ou flottantes (Kadlec, 2009). Des macrophytes sont

généralement plantées en surface des FFV.
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Figure 4 : Marais sous surfacique a flux vertical (Lévesque, 2011)
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11.2.Lagunage a macrophytes a support libre

Les systemes de lagunage a macrophytes flottants sont en général de deux phases, une phase
de décantation-digestion anaérobie et la deuxiéme de lagunage a macrophytes flottants (Morel

et Kane, 1995 ; Abibsi, 2011). Chacune de ces étapes joue un role bien précis.

11.2.1. Décanteur-digesteur ou bassin anaérobie

Dans le décanteur-digesteur, les matiéres solides non liquéfiables remontent a la surface de
I’eau et y forment un tapis appelé crodte flottante (Abibsi, 2011). Avec le temps, cette crolte
devient importante et empéche 1’aération du milieu (introduction de 1’oxygeéne de I’air)
favorisant la propagation des mauvaises odeurs. Les gaz malodorants qui se forment tels que :
sulfure d’hydrogéne (H2S) et le méthane (CH4) qui sont oxydés par des bactéries lorsqu’ils
diffusent a travers la crolte (Morel et Kane, 1998). Les matieres piégées sous la crodte se
liquéfient progressivement et sont entrainées par le courant liquide. La digestion anaérobie des
matieres organiques est amorcée avec une production limitée de biogaz. (Morel et Kane, 1998).

La figure 5 présente les différentes transformations ayant lieu dans un décanteur-digesteur.
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el we

MSEeq liguide

Sediments

Figure 5 : Traitement primaire ; fonctionnement du décanteur-digesteur (Vasel, 2004)
11.2.2. Lagunage a macrophytes flottants

Dans les bassins de lagunage couverts de plantes aquatiques flottantes, le traitement devient
aérobie dans la rhizosphere (autour des plantes). La dégradation de la matiére organique
continue avec les décomposeurs aérobies. Les décomposeurs anaérobies du fond produisent des

bulles de biogaz qui adherent aux particules organiques en suspension dans 1’eau, les allegent
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et les font remonter & la surface ou elles sont piégées dans les racines des plantes (Abibsi, 2011).
Les plantes libérent suffisamment d’oxygene par leurs racines, leurs feuilles et ce, en contact
avec I’cau et les stolons pour que vivent dans leur entourage des bactéries aérobies et des
invertébrés qui se nourrissent de la boue organique pour la transformer en sels minéraux. Les
plantes se servent de ces sels minéraux pour leur développement (Morel et Kane, 1995) (Figure
6).

Le s¢jour prolongé de 1’eau au contact des hydrophytes permet une absorption importante des
sels minéraux, ce qui évite I’eutrophisation du milieu naturel récepteur. L’oxygéne émis par les

plantes favorise 1’oxydation des ions ammonium résiduels (Abibsi, 2011).
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Figure 6 : Traitement secondaire : fonctionnement du lagunage a macrophytes (Morel et
Kane, 1998)

11.3. Role des éléments entrant dans le traitement par lagunage a macrophytes
flottants

11.3.1. Rble des macrophytes

L’action des plantes sur un polluant au cours d’un processus de phyto-dépollution intervient a
différents niveaux. Les plantes agissent de fagon directe ou indirecte en absorbant ou en activant
la dégradation des polluants tout en les séquestrant dans la rhizosphere ou en les rendant
volatiles pour leur élimination dans 1’air environnant (Vila, 2006). Ces capacités des plantes
constituent une technologie émergente et prometteuse qui peut étre appliquée au traitement des

métaux, des hydrocarbures, des pesticides, des composés nitroaromatiques et des solvants
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chlorés (Susarla et al., 2002). Divers mécanismes sont mis en ceuvre en fonction de la nature
du polluant et de ses caractéristiques physico-chimiques (Vila, 2006). Les plantes, ont la
capacité de rétention ou de dégradation des polluants de I’eau par un ensemble de processus.
La fonction épuratoire des plantes dépend du climat en particulier de la température, de la nature
des contaminants et de la morphologie de leur systéme racinaire (Ladislas, 2011). Elle tient
aussi compte de la production de biomasse, de la capacité d’oxygénation de la rhizosphére.

En fonction du degré d’accessibilité des polluants par les plantes trois méthodes de traitement
sont envisageables : les phytoépurations in situ, ex situ et in vitro (Moussavou, 2010). La
phytoépuration in situ consiste a faire pousser les organes des macrophytes flottants dans les
milieux pollués ou sur le matériel contaminé (Ghosh et Singh, 2005). On procéde aprés a la
récolte de la plante ou a I’enlévement des organes en vue de leur confinement ou de 1’extraction
des polluants lorsqu’ils sont uniquement extraits et accumulés par les plantes. Quant a la
phytoépuration ex situ, elle est utilisée lorsque les racines des plantes ne peuvent pas atteindre
les polluants. Dans ces conditions, les matériaux contaminés sont d’abord extraits
mécaniquement du site et peuvent étre transférés dans une zone de traitement ou ils pourront
étre mis directement au contact des especes vegétales sélectionnées. Apres le traitement, les
substrats épurés sont ensuite replacés dans leur environnement d’origine (Moussavou, 2010).
Pour ce qui est de la phytoépuration in vitro, elle est utilisée essentiellement dans le cas des
polluants organiques non biodégradables pour leur transformation. Dans cette derniére
approche, ce sont uniqguement des organes, des composants de la plante (essentiellement des
enzymes) ou des cellules (microalgues) qui sont mis en exergue. Ces fractions végétales
peuvent étre utilisées directement sur le site pollué ou apres extraction des substrats contaminés
(Moussavou, 2010). La phytoremédiation ou phytoépuration in vitro est plus onéreuse que les
techniques précédentes car elle nécessite la préparation de fragments végétaux, de suspensions

cellulaires, voir la purification d’enzymes.

Les macrophytes ont principalement deux rbles majeurs tels que le role de la fixation des
microorganismes et celui d’absorption des minéraux. Ils fixent les colonies de bactéries sur la
base de leurs tiges et leurs rhizomes (tiges souterraines), ce qui améliore les performances des
organismes épurateurs. Par ailleurs, ils absorbent par leurs racines une partie (10 % environ)
des sels minéraux en azote et en phosphore issus de la décomposition de la matiére organique

présente dans les eaux usees.
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11.3.2. R6le des microorganismes

Dans le processus de phyto-dépollution, il convient de préciser que les microorganismes sont
capables de jouer un role en amont ou en aval sur la dégradation des polluants. En effet, ils
peuvent parfois dégrader certains co-produits toxiques pour les plantes qui pourraient limiter
I'implantation de la phyto-dépollution (Sémadi, 2010). Les microorganismes pourraient ainsi
diminuer la phytotoxicité des polluants pour les plantes, ce qui permet la mise en place d'un
processus de phyto-dépollution. Deux groupes de microorganismes jouent un réle important
dans I’épuration des eaux usees : les bactéries et les champignons. lls assurent 1’assimilation,
la transformation et le recyclage des €léments présents dans les eaux usées par divers
métabolismes (Kadlec et Wallace, 2009). Selon la nature de ces microorganismes et en fonction
du type de polluant, ces microorganismes peuvent étre fixés sur les racines et les tiges des
végétaux, libres dans la tranche d’eau ou fixées sur le substrat. 1ls interviennent directement
dans I’épuration des contaminants par différents processus tels que 1’absorption ou 1’adsorption,

le cométabolisme, la solubilisation et la volatilisation (biodégradation).
¢ Biodégradation, rhizodégradation ou minéralisation

La minéralisation correspond a la conversion d'une molécule organique en ses constituants
inorganiques. Lorsque la minéralisation de ces polluants organiques est faite grace a I’activité
des bactéries et des champignons, elle est appelée biodégradation. On parle de
rhizodégradation, lorsque cette biodégradation s’effectue par les microorganismes de la
rhizosphere sous 1I’influence de la sécrétion des racines. Pour cette biodégradation, il existe
deux types de microorganismes : ceux qui ne requiérent que du CO2 comme source de carbone
et obtiennent leurs énergies en oxydant des substances inorganiques appelées
chimioautotrophes. Ceux constitués des bactéries chimiohétérotrophes ont les molécules

organiques a la fois comme source d’énergie et source de carbone.

¢+ Absorption ou adsorption

Lorsque les molécules xénobiotiques se trouvent fixées sur les parois des cellules (mortes ou
vivantes) ou sur les biofilms bacteriens ou fongiques, on parle d’adsorption. Mais, lorsqu’elles
sont séquestrées ou minéralisées dans les microorganismes, on parle d’absorption (Gadd, 2010).

« Cométabolisme

C’est I’action de la modification accidentelle ou fortuite d'une molécule par une enzyme qui

agit normalement sur une autre molécule. Les réactions du cométabolisme ne profitent pas a
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I’organisme responsable. Il profite & d'autres organismes qui peuvent étre capables de

minéraliser les produits du cométabolisme (Denys, 2004).

++ Solubilisation ou dissolution
On parle du phénomeéne de la solubilisation ou de la dissolution, lorsque sous I’action de la
sécrétion des microorganismes ou de par leur role de catalyse, les molécules xénobiotiques
peuvent étre remises en solution ou inversement (Gadd, 2010). Leur retour en solution est fait
a travers les réactions d’oxydo-réduction par les processus de méthylation, de déméthylation

ou par la dégradation de complexes organo-métalliques.

+* Volatilisation
Certains microorganismes peuvent changer le degré d’oxydation ou ajouter un groupement

méthyl a certaines espéces métalliques ou métalloides, les rendant volatiles.

I1.4. Avantages et inconvenients des systemes de lagunage

11.4.1 Avantages
Le manque de capital et d’une main d’ceuvre qualifiée dans les pays en développement fait du
lagunage une écotechnologie propice dans le domaine de traitement des eaux usees (Tangou

Tabou, 2014). Le lagunage en général (a microphytes et/ou a macrophytes) présente les

avantages su ivants :

une grande simplicité de fonctionnement a travers un simple réglage du débit permet

aux eaux usées de s’écouler gravitairement dans un ou plusieurs bassins ;

- parfois des faibles codts d’investissement et de fonctionnement par rapport aux co(ts
requis pour ’entretien d’autres systémes d’épuration, notamment les systémes intensifs
qui ne nécessitent pas une source d’énergie électrique, simples matériels d’entretiens et
disponibles sur le marché (tracteur, brouette, pelle, rateau,...), pas de main d’ceuvre
qualifiée;

- obtention d'un bon degré de purification de la matiere organique ;

- élimination des germes pathogenes plus élevée que dans les autres méthodes de
traitement ;

- tres bonne intégration paysagére et bonne adaptabilité aux zones tropicales ;

- capacité a supporter relativement bien les fluctuations (pics) de charges et hydrauliques ;

- possibilité de traiter une large gamme d’eaux usées (urbaines, industrielles ou
agricoles);

- faible production des boues (évacuation tous les 10 ou 15 ans) ;

- biofiltre des odeurs (CHa, H2S, NHs,...) par le tapis végétal formé sur le plan d’eau ;
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- site de préservation de la biodiversité faunistique et floristique : coexistence de plusieurs

groupes d’étres vivants (micro et macro-invertébres, reptiles, amphibiens, oiseaux,...).

11.4.2 Inconvenients

Outre ces avantages, quelques inconvenients liés a cette écotechnologie peuvent étre évoques
Que sont :

- le risque de développement des moustiques en cas de mauvaise gestion des bassins
(Koné, 2002 ; Tangou Tabou, 2014) ;

- PPaccés plus ou moins difficile a des bassins lors d’une intervention ;

- I’émanation des odeurs nauséabondes dues a une surcharge organique conduisant a
I’anaérobiose (cas de mauvais fonctionnement, ou mauvais dimensionnement) ;

- PPaccumulation des boues mixtes fermentescibles d’ou la nécessité de curage et / ou
récolte (cas d’une densité excessive des macrophytes par exemple) ;

- la variation saisonniére de la qualité de 1’effluent ;

- le risque d’infiltration et percolation des eaux usées dans les nappes : I’étanchéité du
fond des bassins ne doit pas étre remise en question, il est conseillé de recourir a un film

en plastique (géomembrane).

Au regard de ces difficultés, plusieurs approches sont préconisées comme mesures préventives,
notamment : un bon dimensionnement des systéemes d’épuration, un meilleur prétraitement de
I’effluent, une bonne circulation des eaux usées dans les bassins (hydrodynamique), une
meilleure aération des bassins, 1’¢loignement de la station des zones résidentielles, ou encore la

culture des poissons larvivores a I’instar des Gambusies.

Les variantes du lagunage comprennent deux grandes catégories de procédé extensif utilisant
les plantes aquatiques ; il s’agit du lagunage a microphytes utilisant les algues microscopiques
encore appelées le lagunage naturel, et du lagunage a macrophytes dans lequel en plus des
algues se trouvent les plantes aquatiques supérieures. Le lagunage a macrophytes comprend
deux sous-groupes, a savoir : le groupe de ceux qui utilisent les plantes aquatiques fixés appelés
les héliophytes et celui de ceux qui utilisent les plantes aquatiques a support libre appelés les
hydrophytes. La jacinthe d’eau est le seul macrophytes qui peut €tre utilisé par les deux
catégories de lagunage a macrophytes. Mais il est plus utilisé dans le lagunage a macrophytes
a support libre encore appelé lagunage a macrophytes flottants que dans le lagunage a

macrophytes fixés
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1. Jacinthe d’eau : macrophytes flottants fréqguemment utilisés

dans la phytoépuration

Introduction

De nombreuses études réalisées dans 1’épuration des eaux usées domestiques dans le monde et
dans les Pays en Développement (PED) en particulier, il ressort que le lagunage a macrophytes
fréquemment utilisées sont : Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) (Valipour et al., 2011 ; Lissy
et Madhu, 2010 ; Mahmood et al., 2005), Pistia stratiotes L. (Lu et al., 2010 ; Dipu et al., 2011),
Lemna minnor L., Typha, Chrysopogon zizanioides (Lakshmana et al., 2008 ; Girijaetal., 2011)
et Phragmites Australis. D’apres Koné (2002), la jacinthe d’eau est le macrophyte flottant le
plus utilisé pour I’épuration des eaux usées domestiques (EUD). Les travaux de Mama (2010),
de Kpondjo (2011) et de Akowanou (2012) ont montré 1’accessibilité de la jacinthe d’eau dans
les écosystemes naturels du Bénin. Un choix et une hiérarchisation préalables des principaux
critéres d’évaluation ont permis, sur la base d’une analyse de satisfaction rigoureuse, d’opter
pour la jacinthe d’eau, comme étant la meilleure alternative, présentant un grand pouvoir de
fixation d’¢éléments polluants et ayant un potentiel élevé en protéines et agents antioxydants,

dans un contexte donné (Ladislas, 2011).

I11.1. Caractéristique de la jacinthe d’eau

La jacinthe d’eau est une plante monocotylédone herbacée vivace des riviéres, canaux et lacs
des régions tropicales et tempérées. Elle compte quatre espéces du genre Eichhornia (E. azurea,
E. crassipes, E. diversifolia et E. paniculata) (Verma et al., 2003). Parmi ces especes, celle la
plus répandue en Europe, en Afrique, en Asie et en Amérique du Nord est I’espéce E. crassipes
(Shanab et al., 2010). Du point de vue morphologique et de I’age de la plante, la jacinthe peut
avoir une variabilité considérable dans la forme et la couleur de ses feuilles, de ses fleurs et de
ses racines (Dagno et al., 2007). Ses feuilles sont du vert brillant, épaisses, cireuses, arrondies
et lustrées, et se tiennent bien au-dessus de la surface de l'eau sur des tiges. Elles sont
grossiérement oviformes circulaires, de 10 a 20 centimetres de diamétre, ourlées sur les bords,
qui sont ondulés (Dagno et al., 2007). Les nervures des feuilles sont denses, nombreuses, en
amande longitudinale. Les hampes florales sont droites, mesurent environ 50 centimétres de
long et portent chacune 8 a 15 fleurs voyantes rassemblées en épi. Les fleurs ont six pétales,
bleues violacées a rosatres, le pétale du sommet montrant une tache jaune. Elles sont également

lilas, similaires a celles des orchidées (EPA, 1988). Le fruit forme une capsule qui peut contenir
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jusqu'a 450 graines d’une taille de 1 mm de large par 4 mm de long qui peuvent rester viables
pendant 5 & 20 ans dans les sédiments (Gopal, 1987). E. crassipes dispose d'un rhizome bulbeux
et spongieux mesurant jusqu'a 6 centimetres de diameétre et 30 centimeétres de longueur. Les
racines sont noires violacees et plumeuses (Gopal, 1987). Elles peuvent mesurer jusqu'a 300
centimétres et sont constituées de plus de 50 % de la biomasse d'une population de jacinthes
d'eau. La racine de la jacinthe d’eau a une coloration généralement violette foncée, elle contient
des pigments solubles, notamment des anthocyanines qui vont la protéger de la prédation par
des animaux herbivores et du rayonnement solaire trop intense (Justoberthe, 2013). La jacinthe
d’eau a deux modes de reproduction : la reproduction sexuée ou par les semences et celle non

sexuée (asexuée) ou végétative (Gopal, 1987).

I11.2. Différentes utilisations de la jacinthe d’eau dans le traitement des

gaux usées

Considérée comme une herbe adventice, la jacinthe d’eau (Eichhornia crassipes) a attiré
I'attention dans le monde entier en raison de sa prolifération rapide et de sa croissance
congestionnée qui conduisent a de graves problemes sur la navigation fluviale, I'irrigation et
sur tout I’écosystéme aquatique concerné directement ou indirectement (Dagno et al., 2007).
D'autre part, vu sous un angle de ressources, elle semble étre une ressource précieuse avec
plusieurs propriétés uniques. Par conséquent, I'activité de recherche concernant sa valorisation
en particulier, son utilisation dans I’épuration des eaux usées, ou la phytoremédiation a connu

une forte explosion durant les derniéres décennies.

La jacinthe d’eau est utilisée dans plusieurs domaines tels que 1’assainissement (a travers le
traitement des eaux useées), I’agriculture, 1’élevage, I’artisanat, la médecine, 1I’énergie et
I’industrie. Certains auteurs comme Tripathi et al. (2014), Akinbilé et Yusoff (2012) et Saleh
et al. (2012) ont montré comment la jacinthe d’eau est utilisée dans le traitement des eaux usées,

pour traiter la matiére organique biodégradable ou non et pour enlever les polluants métalliques.

Au niveau de ’¢levage, de I’agriculture et de I’artisanat, elle a été utilisée dans 1’alimentation
animale par Gunnarssou et Peterson (2015) ; comme engrais organique par Vidya et Girish
(2014) et comme principal matériau pour la confection de meubles en Birmanie, Thailande, au
Vietnam et au Nigéria. La figure 7 résume les différents domaines de valorisation de la jacinthe
d’eau. Parmi les différentes applications de la jacinthe d’eau, celle sur laquelle, un accent sera

plus mis est le traitement des eaux usées.
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Les informations contenues dans la littérature rapportent que 1’utilisation de la jacinthe d’eau
dans le traitement des eaux usées est faite de différentes maniéres et avec différentes catégories
d’eaux usées. Elle a été utilisée dans le traitement des eaux synthétiques, des eaux usées
domestiques (Jianbo et al., 2007 ; Aina et al., 2012 ; Kumari et Tripathi, 2014 ; Rezania et al.,
2013 ; Rezania et al., 2014 ; Valipour et al., 2015), des eaux usées de porcherie (Valero et al.,
2007 ; Sooknah et Wilkie, 2004), d’effluents d’industrie agroalimentaire, d’effluents issus des

minerais et d’effluent d’industrie textile (Priya et Selvan, 2014).

Liao et Cheng (2004) ont rapporté la capacité de la jacinthe d'eau a absorber certains métaux
comme le cadmium (Cd), le plomb (Pb), le cuivre (Cu), le zinc (Zn) et le nickel (Ni) dans ses
tissus surtout a sa racine. Ainsi, la racine de la jacinthe renferme 3 a 15 fois ces éléments que
sa partie aérienne. Wolverton (1989) ; Brix (1993) et Johnston (1993) ont expliqué la réduction
de la turbidité par la jacinthe d’eau due aux poils de sa racine. Les différentes charges
¢lectriques de la racine participent a 1’attraction des charges opposées de particules colloidales
telles que les matiéres en suspension, ce qui les amene a s’adhérer aux racines ou elles sont
lentement digérées et assimilées par la plante et les micro-organismes. Brix (1993) a rapporté
I’utilisation avec succes de E. crassipes dans la réduction de la charge organique et inorganique
des eaux usées. Tripathy et Upadhyay (2003) de leur c6té, ont expérimenté 1’association de la
jacinthe et de la lentille d’eau dans le traitement des eaux usées de laiterie ou elles ont obtenu
un taux d’abattement de 79% pour 1’azote total et 69% pour le phosphore total quant a Chen et
al. (2010), ils ont démontré que 36% d'azote et de phosphore pourraient étre enlevés par la
jacinthe dans une eau usée de porcherie. Ismail et al. (2015) par contre ont étudié 1’effet de la
jacinthe et de la laitue sur 1’¢limination de l'azote ammoniacal, du nitrite, du nitrate et de
I'orthophosphate. Ils ont constaté que la jacinthe élimine plus 1’azote que 1’orthophosphate. Liao
et Cheng (2004) ont, a travers leurs travaux, montré que la jacinthe d’eau élimine plus le cuivre,
le zinc, le nickel, le plomb que le cadmium. Schneider et al. (1995) ont étudié la praticabilité
des racines et de la partie aérienne seéche de la jacinthe dans I’élimination des cations
métalliques Pb?*, Cu?*, Cd?*" et Zn?*. lls ont constaté que ces derniéres sont de meilleurs

biosorbents que le mycobactérie phlei et la 1évure candida parapsilosis

La jacinthe d’eau pourrait ramener le pH alcalin au neutre et cette réduction peut étre due a
I'absorption des aliments ou par le dégagement simultané des ions de H* avec la prise des ions
métalliques (Mahmood et al. 2005). Selon Reddy (1981), la présence de la jacinthe d’eau dans
les eaux usées épuise le dioxyde de carbone de l’eau pendant la période de l'activité
photosynthétique et provoque I’augmentation de dioxygene de 1'eau, créant ainsi des conditions
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aerobies. Dans une étude a échelle de laboratoire, Mahmood et al. (2005) ont montré la capacité
qu’a la jacinthe de ramener le pH des eaux résiduaires de textile de sa nature alcaline a la
neutralité. Avec une réduction de la DCO et de DBO de I’ordre de 40-70% et une réduction
maximale des solides totaux de 50,64%. Roy et al. (2010) ont au cours de leurs travaux constaté

une réduction du pH de 11,2 a 8,6.
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Figure 7 : Différentes applications de la jacinthe d’eau (Eichhornia crassipes) (Réalisée sur la
base de Shahabaldin et al., 2014)
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Conclusion partielle

Par rapport a la valorisation de la jacinthe d’eau dans le domaine de 1’assainissement, elle a été utilisée
dans le traitement des eaux synthétiques et des eaux usées. Elle a été utilisée dans le traitement de
presque toutes les catégories d‘eaux. La jacinthe d’eau a donné de bons résultats sur toutes les
catégories de polluants a savoir les polluants organiques et inorganiques. L’élimination des polluants
organiques est souvent évaluée a travers certains parameétres tels que la Demande Chimique en
Oxygéne (DCO) ; la Demande Biochimique en Oxygéne (DBO5) dans la catégorie des polluants
carbonés, I’ammonium (NH4"), I’azote Kjhédal total (NTK), le nitrite (NOy), le nitrate (NO3),
’orthophosphate (POs*) dans la catégorie des nutriments. Elle est aussi utilisée pour éliminer les

polluants inorganiques a savoir les métaux.

Outre les polluants organiques, il existe d’autres polluants dont les éléments traces métalliques.
Les éléments traces métalliques sont des polluants sur lesquels la jacinthe d’eau a d’effet. Ils

seront abordés par la suite, I’étude des éléments traces métalliques.

V. Etude des éléments traces métalliques

Le tableau de classification périodique contient 110 éléments naturels identifiés sur le globe
terrestre et qui sont classés de 1’hydrogéne au lawrencium. Du point de vue chimique, 71
éléments sont des métaux dont une soixantaine est considérée comme métaux lourds qui
correspondent actuellement au terme générique d’¢léments traces métalliques (ETM) (Sémadi,

2010).

L’Encyclopédie de la chimie (1964) définit les métaux lourds comme des métaux ayant une
densité supérieure a 4. Lapedes (1974) les définit comme des éléments chimiques ayant
approximativement une densité de 5 ou plus. Selon Burell (1974), ils sont constitués des
éléments délimités dans le tableau de classification périodique de Mendeleiev, par le titane
d’une part, I’arsenic et le bismuth d’autre part, regroupant les métaux dont la densité va de 4,5
pour le Titane a 22,5 pour I’osmium. Ce travail de découpage effectué sur le tableau de
Mendeleiev fait apparaitre un bloc de 36 cases occupées essentiellement par les métaux, a deux
exceptions pres, celle de 1’arsenic et de I’antimoine (Sémadi, 2010). Pour Migéon (2009), ils
sont les élements chimiques formant des precipités insolubles avec les sulfures et ayant une
masse volumique supérieure a 6 g.mL™ ou comprise entre 4,5 et 5,0 g.mL™ et ayant un numéro
atomique supérieur a 20. Selon le droit Européen a travers la directive 67/548/CEE, on entend
par métal lourd, tout composé d’antimoine, d’arsenic, de cadmium, de chrome (VI), de cuivre,

de plomb, de mercure, de nickel, de sélénium, de tellure, de thallium et d’étain, ainsi que des
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matériaux sous forme métallique, pour autant qu’ils soient classés comme substance
dangereuse. Boudéne (1993), quant & lui désigne tous les métaux ayant une connotation toxique
comme étant éléments traces métalliques. Dans la suite de ce document, ils seront désignés par

les éléments traces métalliques (ETM) dans le présent document.

IV.1. Origine et sources des eléments traces métalliques (ETM) dans les

gaux usées

Deux voies de pollution par les métaux lourds existent. La premiére voie est I’apport naturel. Il
constitue I’érosion naturelle des sols a cause de leur niveau géochimique et 1’érosion des sols
agricoles déja contaminés par les retombées atmosphériques (Aba, 2012). Quant a la seconde
voie, elle concerne les apports anthropiques qui proviennent des activités urbaines, industrielles

et de I'utilisation des fertilisants dans 1’agriculture (Thevenot et al., 2002). Le tableau | présente

les différentes activités dans lesquelles certains des ETM sont utilisés.

Tableau | : Quelques métaux et leur utilisation (Verloo, 2003)

Origine Activités Eléments traces métalliques (ETM)  Auteurs
Agricole Impuretés dans les | Chrome (Cr), Molybdéne (Mo), Sémadi, 2010
engrais Plomb (Pb), Uranium (U),
Vanadium (V), Zinc (Zn) et Cuivre
(Cu)
Pesticides Cuivre (Cu), Arsénite (As), Sémadi, 2010
Mercure (Hg), Plomb (Pb),
Manganese (Mn) et Zinc (Zn)
Compostage Cadmium (Cd), Cuivre (Cu), Nikel | Alloway et
(Ni), Plomb (Pb), Zinc (Zn) et Ayers, 1997
Arsénite (As)
Conservation du Arseénite (As), Cuivre (Cu) et Sémadi, 2010
bois Chrome (Cr)
Elevage intensif de | Cuivre (Cu), Arsénite (As) et Zinc | Sémadi, 2010
porcs et de volaille | (Zn)
Industrielle Engraissage Cadmium (Cd), Cuivre (Cu), Nikel | Rahmoune et
(Ni), Plomb (Pb), Zinc (Zn) et al., 2000
Arsénite (As)
Assainissement | Boues d’épuration | Cadmium (Cd), Nikel (Ni), Cuivre | Sémadi, 2010
(Cu), Plomb (Pb) et Zinc (Zn)
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IV.2. Effets généraux des metaux sur les vegétaux

1VV.2.1. Notions d’éléments essentiels et éléments contaminants

Parmi les éléments traces métalliques (ETM), certains sont essentiels a forte concentration,
d’autres a faible concentration, d’autres sont essentiels pour une famille de plante. La derniere
catégorie est celle de ceux qui ne sont essentiels ni a faible, ni a forte concentration et qui sont
qualifiés de toxique. Pour chaque élément nutritif essentiel, il existe un domaine de
concentration optimal pour la plante, limité par une valeur critique inférieure et une valeur
critique supérieure, respectivement caractéristiques de la carence et de la phytotoxicité (Sémadi,
2010). Dans le cas d’un élément non essentiel, une inhibition de croissance ne se produit qu’en

cas de dépassement de la concentration phytotoxique.

Outre les macro-éléments Azote (N), Phosphore (P), Potassium (K), Calcium (Ca), Magnésium
(Mg) et Soufre (S), un certain nombre d’oligo-éléments, Fer (Fe), Manganese (Mn), Zinc (Zn),
Cuivre (Cu), Bore (B) et Molybdéne (Mo) sont également essentiels pour un développement
normal des végétaux supérieurs (Peter et al., 2008). D’autres ¢léments tels que Silicium (Si),
Nikel (Ni), Cobalt (Co) et Vanadium (V) peuvent avoir un effet utile chez certaines plantes,
tandis que le Sodium (Na) est important chez les halophytes. Tous les autres éléments sont
indifférents, de telle sorte que leur présence dans la plante peut étre considérée comme une
contamination. Les principaux d’entre eux sont 1’ Arsénic (As), le Cadmium (Cd), le Plomb
(Pb), le Chrome (Cr), le Sélénium (Se), le Mercure (Hg), I’Etain (Sn), le Brome (Br) et le Fluor
(F) (Rai et al., 2002). En outre, un élément essentiel peut étre également contaminant en cas de
dépassement de sa concentration phytotoxique dans la plante (Willaert et VVerloo, 1990).

IV.2.2. Phytotoxicité et teneurs admissibles

Un métal est qualifi¢ d’hyperaccumulé par une plante, lorsque la masse de ce dernier est
supérieure a 1 g/kg (0,1 %) de la masse séche de la plante dans les différents tissus de la plante
(Baker et Brooks, 1989, cité par Moussavou, 2010). En outre, une plante est qualifiée d’hyper
accumulatrice lorsque cette derniere est capable d’accumuler dans sa partie aérienne une

concentration 100 fois plus élevée qu’une plante non accumulatrice (Miler et Kochian, 2008).

Cependant, le cadmium et le plomb (n’ayant pas de role biologique par rapport aux plantes)
peuvent étre qualifiés d’hyperaccumulés a partir d’une quantité de masse supérieure ou égale a

0,1 g/kg (0,01 %) de la masse seche de la plante. Le fer, le manganése et le zinc étant des
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oligoéléments des plantes, sont hyperaccumulés par une plante lorsque cette derniere contient
dans sa masse séche au moins 10 g/kg (1%) de ces éléments (Ladislas, 2011).

Les espéces hyper-accumulatrices de concentrations extrémement élevées en métaux lourds ont
une croissance relativement lente avec en général une faible biomasse (Zhu, 1999).
L’absorption foliaire ou racinaire des ETM par les végétaux, induit la synthése d’acides
organiques, de protéines et de phytochélatines, des dérivées du métabolisme du glutathion qui
peuvent stocker certains métaux en exces (Briat et Lebrun, 1999). Les phytochélatines sont une
classe de peptides sur lesquels se fixent les métaux lourds. Ce phénoméne d’absorption foliaire
ou racinaire est considéré comme un mécanisme de tolérance et de détoxification des végétaux
(Chardonnens et al., 1999 ; Kusaba et al., 1996 ; Schmdger et al., 2000). L’induction de la
synthése des phytochélatines est basée sur 1’activation de la phytochélatine synthétase et non
sous contréle transcriptionnel (Hamer, 1986 cité par Kusaba et al., 1996). La synthése de cette
forme de peptides est activée par la présence des ions Cd?*, Cu?*, Ag**, Hg?* et Pb?* et témoigne

de la présence d’un stress métallique (Schmoger et al., 2000, Fournier, 2015).

L’absorption et la translocation des métaux non essentiels, tels que Ni, Cr et Pb, affectent le
métabolisme a différents niveaux et deviennent trés souvent toxiques pour la plante avec la
perturbation du processus physiologique suite a une absorption exagérée par cette derniére
(With et al., 1981). Les teneurs dans la plante pour lesquelles une phytotoxicité est observée
sont liées a I’espéce et a la variété, mais aussi aux conditions externes de la croissance (Willaert
et Verloo, 1990).

1V.3. Mécanismes d’absorption des ETM par les plantes

La phytoremédiation qui n’est rien d’autre que 1’élimination des polluants organiques non
biodégradables et des polluants inorganiques par les plantes pourrait encore étre appelée
phytoépuration. Elle regroupe un grand nombre de mécanismes trés différents les uns des
autres, agissant sur des polluants organiques ou inorganiques. Chaque plante peut agir par
différents moyens, soit par ses racines et les microorganismes qui y sont associés, soit par ses
tissus et par son métabolisme. Les différentes techniques mises en ceuvre par la plante sont
basées sur les différents principes d’action tels que la phytoextraction, la phytostabilisation, la
phytovolatilisation ou la phytodégradation (Conesa et al., 2012). Ces processus ne sont pas
mutuellement exclusifs et peuvent s’opérer simultanément (Pilon-Smits, 2005) ; il convient de
bien distinguer leur fonctionnement propre. Ainsi, les composés organiques non biodégradables

sont géneralement dégradés par phytodégradation ou rhizodégradation, alors que les composés
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inorganiques sont plus souvent accumulés par phytoextraction ou par rhizofiltration, ou encore

complexés par phytostabilisation (Figure 8).
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Figure 8 : Processus mis en ceuvre par les plantes et contribuant a la phytoépuration (Vila,
2006)

IV.3.1. Phytoextraction

La phytoextraction encore appelée phytoaccumulation permet aux plantes de retirer les ETM et
les métalloides disponibles et de les accumuler dans leurs parties aériennes que 1’on peut
récolter par la suite (Figure 9). Il en résulte une absorption et une accumulation des polluants
dans les tissus aériens sans impliquer leur dégradation (Vila, 2006). Ce phénomene est
beaucoup observé chez les ETM et au niveau de la matiere organique difficilement

biodégradable comme les perchlorates (Susarla et al., 2002).

La phytoextraction est fonction de la capacité physiologique ou genétique des plantes. La plante
absorbe les ETM en les solubilisant, en les acidifiant dans la rhizosphére ou en sécrétant des
ligands capables de chélater les ions métalliques (Peer et al., 2005). Elles se font souvent aider
par les champignons mycorhiziens qui sont en symbiose avec les racines des plantes et aident

a I’absorption des métaux quand leurs concentrations deviennent faibles tout en les aidants a la
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phytotoxité (Pilon-Smits, 2005). Certains mycorhizes sont directement impliqués dans la
séquestration et I’absorption du zinc et du cadmium par des plantes exposées a des
concentrations toxiques, augmentant ainsi leur potentiel de phytoremédiation (Giasson et al.,
2005).

Une fois dans la plante, les contaminants peuvent rester dans les racines, mais pour faciliter
I’extraction, 1’idéal est qu’un maximum soit transloqué avec la seéve, dans les vaisseaux du
xyléme, vers les parties aériennes de la plante (Figure 10). Ceci a lieu quand il existe une
pression négative dans le xyléme, créée par la transpiration des feuilles qui s’accélere sous

I’effet de la chaleur, du vent, d’une faible humidité ambiante ou d’une lumiére forte.

Ensuite on procede de facon réguliére a une récolte de la biomasse pour retirer de facon
permanente les contaminants du site pour éviter leur relarguage dans 1’environnement (Fiche
phytotechnologie québéquoise, 2016). La biomasse récoltée est communément incinérée en
milieu contrdlé pour assurer une combustion optimale des gaz et permettre la récupération des

cendres toxiques.
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Figure 9 : Principe de la phytoextraction des éléments traces métalliques (Fiche
phytotechnologie québéquoise, 2016)
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Figure 10 : Transport des éléments minéraux de la séve brute a la seve élaborée dans le
xyleme et le phloéme (Meyer et al., 2008)

IVV.3.2. Phytovolatilisation

La phytovolatilisation consiste a I’extraction des polluants organiques et de certains composés
inorganiques par les plantes qui les transportent dans leur systeme vasculaire, puis les relarguent
dans I’atmosphére par transpiration (Figure 11). Ainsi, dans le cas des solvants chlorés (comme
le trichloroéthylene, TCE), les herbicides, les insecticides, les hydrocarbures et certains
métalloides comme le mercure, 1’arsenic et le sélénium, la phytovolatilisation est utilisée
(Vishnoi et Srivastava, 2008). Par contre, des composants, comme le sélénium, doivent étre
transformés dans la plante avant d’étre volatilisés (cette transformation diminue en méme temps
la toxicité des ETM pour la plante) (Pilon-Smits, 2005). Elle correspond a 1’évapotranspiration
des contaminants par voie racinaire ou aérienne des plantes aprés leur absorption et leur
éventuelle conversion sous une forme volatile (Chaney et al., 1997). Il n’est donc pas nécessaire
de recolter et de traiter les plantes utilisées. Par contre, le risque du transfert des polluants vers

I’atmosphere doit étre bien caractérisé avant d’entreprendre de la phytovolatilisation.
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Figure 11 : Principe de la phytovolatilisation des élements traces métalliques (Fiche
phytotechnologie québéquoise, 2016)

IV.3.3. Rhizofiltration ou phytostabilisation

Certaines plantes ont la capacité de sécréter des composes par voie racinaire afin de complexer
les polluants dans leur milieu au lieu de les absorber. A travers leurs exsudats racinaires, les
plantes induisent des changements avec des parametres physico-chimiques (pH, potentiel
rédox, etc.) dans la rhizosphére modifiant la forme chimique des contaminants et conduisant a
leur rétention sous des formes moins mobiles (Figure 12). Ces exsudats racinaires servent
également de source d’énergie pour ’activité des microorganismes (Kirk et al., 2005). La
fourniture de substrats organiques peut également étre favorable a la sorption des polluants au
niveau de la rhizosphere, contribuant ainsi a leur phytostabilisation (Gadd, 2010). Le fort
potentiel d’évapotranspiration de certains végétaux est mis en exergue dans les alentours
d’effluents contaminés pour freiner le ruissellement de I’eau ou sa diffusion dans le sol (Glass,
1999).

La rhizofiltration pourrait étre utilisée pour traiter les eaux usées municipales ou industrielles,
le ruissellement de surface ou 1’eau qui s’infiltre dans le sol en zone agricole, le lixiviat des
mines et des sites d’enfouissement, ou encore la contamination de 1’eau souterraine (Glass,
1999 ; Pilon-Smits, 2005). La rhizofiltration peut utiliser des plantes aquatiques ou des plantes
terrestres, et parfois une combinaison d’especes ayant des propriétés complémentaires (Peer et
al., 2005). La rhizofiltration repose souvent sur des systemes en réacteur (flow-through) qui

maximisent le contact entre 1’eau et les racines, et minimisent ainsi la durée du traitement
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(Pilon-Smits, 2005). La rhizofiltration peut prendre la forme d’un étang artificiel ou d’un

systeme hydroponique (Pilon-Smits, 2005).

Terreau
Remblai—=

Ordures

souterraine

Figure 12 : Dispositif de rhizofiltration pour accéder aux contaminants en profondeur a
Pointe-Saint Charles (Guidi et al., 2014)

IV.4. Influence des différents parametres sur la mobilité des métaux

IV.4.1. Influence du pH

La variation du pH influence beaucoup la mobilité des métaux (Alloway, 1995).
L’augmentation du pH favorise 1’adsorption des cations métalliques par échange ionique avec
les ions H, sur certains sites de surface et leur précipitation sous forme d’hydroxydes, de
carbonates et de sulfures des ions métalliques (Serpaud et al., 1994 ; Lesoin, 1997 ; Blanchard,
2000 ; Sheoran et Sheoran, 2006). La plupart des métaux en condition neutre et alcaline

présentent une mobilité respectivement basse et tres basse (Tableau I1).

De plus, un pH trop élevé (> 12) peut favoriser la dissolution des acides humiques et augmenter
la concentration dissoute en métal (Wu et al., 2002). Ainsi, a pH acide, la solubilité des métaux
est grande, elle diminue lorsque le pH augmente, puis passe par un minimum a pH neutre-
alcalin et augmente de nouveau lorsque le métal se trouve sous forme anionique (Blanchard,
2000).
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Tableau I1 : Mobilités relatives des métaux dans les sols en fonction du pH et du potentiel
rédox (Forstner, 1985)

Mobilité Potentiel rédox pH
relative Réducteur Oxydant Neutre-alcalin Acide
Tres basse Al, Cd, Cr, Cu, Pb Al, Cr, Fe, Mn Al, Cr, Cu, Ni
Basse Ni, Zn, Fe Pb Pb, Fe, Zn, Cd Fe (111)
Moyenne Mn Ni, Cu, Cd, Zn Mn Al, Pb, Cu, Cr
Haute - - - Zn, Cd, Ni, Mn

IV.4.2. Influence du potentiel rédox

Le potentiel rédox peut influencer la mobilité des métaux de trois manieres : par changement
du degré d’oxydation du métal, ou changement d’état d’oxydation d’¢éléments se liant avec le
métal ou par la formation ou la dissolution de phases porteuses des métaux (Guittonny-Phillip,
2014). La figure 13 montre les principaux ¢léments intervenant dans les processus d’oxydo-
réduction. Lorsque la valeur du potentiel rédox est supérieure a zéro, le milieu est oxydant avec
la formation d’especes oxydées (accepteurs d’électrons). Par contre, lorsqu’elle est inférieure a
zéro, le milieu est réducteur, il se forme des espéces réduites encore appelées donneurs
d’¢électrons. Dans les milieux tres réducteurs, on assiste a la formation de sulfures métalliques
qui peuvent conduire a I’immobilisation de certains métaux comme le manganése (Mn), le fer
(Fe) et au piégeage des éléments qui ont d’affinité avec le soufre et I’oxygene tels que le zinc
(Zn), I’arsénic (As), 1’étain (Sn), le plomb (Pb), le cadmium (Cd), le cuivre (Cu) (Blanchard,
2000).

+300mY oxygéne » COy, nitrate
I mitrate ——— » Azotegazenx
R N Oxyde de mangandse — »Manganase soluble
N Y Oxydedefer — 1, »  Fersoluble
""""""""""""" sulfates — " .7 splfures
____."_____1 r_ ________________________________________________________
-150mV CO, > méthane
" Matiére  Potentiel  Composés oxydés Composés réduits
organique redox

Figure 13 : Différentes réactions se produisant au cours des processus d’oxydo-réduction en
milieux humides (Barnaud et Fustec, 2007)
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IV.4.3. Influence de la quantité de ligands disponibles

Les carbonates, les chlorures, les hydroxydes ainsi que la matiére organique dissoute dans les
milieux aquatiques constituent des ligands capables de complexer les ions métalliques présents
(Alloway, 1995 ; Le Goff et Bonnomet, 2004). La quantité de ligands disponibles est fonction
de I’activité des microorganismes et des plantes qui relarguent dans la rhizosphére, une grande
quantité de composés solubles et insolubles pouvant se lier aux métaux modifiant ainsi leur
mobilité (Juste, 1988).

Dans cette partie, nous allons étudier la toxicité de certains métaux qui font I’objet de notre

étude expérimentale, ces métaux sont : le cadmium (Cd) et le cuivre (Cu).

V. Etude des difféerents méetaux consideres dans la présente étude

V.1l.Cadmium

Le cadmium est un élément chimique de symbole Cd et de numéro atomique 48 de masse
atomique 112,4 g/mol (Walid, 2011). Il est un métal de transition blanc argenté avec des teintes
bleues ayant des propriétés physiques proches de celle du zinc, du calcium et du mercure (Aba,
2012). 11 fond a 320,9°C et bout a 767°C (Aba, 2012). Lors de I’ébullition du cadmium, il se
dégage des vapeurs jaunes toxiques. Sa masse spécifique est de 8650 kg/m?®. A cause de sa
résistance a la corrosion atmosphérique, il est utilisé dans le revétement des métaux ferreux
(Aba, 2012). Il est divalent et se présente souvent sous la forme Cd?* dans I'environnement qui
est vraisemblablement la seule valence du cadmium dans les systémes aqueux (McLaughlin et
Singh, 1999). En termes d’abondance sur ’écorce terrestre, il occupe la 67°™ position, sa

concentration est, de ce fait, faible dans la plupart des milieux (Burgat et al., 1996).

V.1.1. Cadmium dans ’environnement

Le cadmium est distribué a la surface de la terre, soit associé au zinc, au plomb ou au cuivre,
soit par I’activité volcanique (Clinisearch, 1992). Selon Swaine, 1955 cité par Rahmoune
(1992), la lithosphére en contient 0,2 ppm en moyenne, principalement associé au Zn dans les
minerais dans un rapport Cd/Zn compris entre 1/100 et 1/1000 (Vallee et Ulmer, 1972). La
majeure partie du cadmium sert a la fabrication de piles avec une moindre quantité entrant dans
la fabrication de stabilisants du plastique, de placages, de revétement et de pigment. Un grand
nombre d’effets nocifs sur la santé ont été associés a une exposition aigué ou chronique au
cadmium. Il est utilisé dans 1’industrie nucléaire et dans la fabrication de semi-conducteurs

(Clinisearch, 1992). Son omniprésence dans 1’environnement en fait un élément dont les effets
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sur les étres vivants sont innombrables. Bien qu’il soit le plus souvent décri¢ comme un agent
polluant, il peut, a faibles doses, étre utilisé pour fractionner et stabiliser certaines protéines,

ferretine, insuline, B-galactoglobuline (Vallee et Ulmer, 1972).

Le cadmium contamine I’environnement de diverses maniéres telles que les sources
industrielle, agricole (& travers les retombées de poussieres atmosphériques et les engrais

minéraux) et du traitement des eaux usees (I’épandage de boues de stations d’épuration).

En terme d’exposition professionnelle, la valeur limite admise est de 50 pg/m® (Clinisearch,
1992), tandis que la Dose Hebdomadaire Tolérable (DHT) est de 7 ug/kg de poids corporel.
Cette teneur s’accroit entre 1 et 4 fois plus dans les régions urbaines et industrialisées (Maxson
et Vonkeman, 1992).

V.1.2. Bioaccumulation et effets du cadmium sur ’Homme

Le cadmium n’est pas essentiel au développement des organismes animaux ou végétaux, mais
est un élément bioaccumulable (Sémadi, 2010 ; Walid, 2011 ; Aba, 2012). Ses propriétés
physique et chimique, proches de celles du zinc et du calcium, lui permettent de traverser les
barriéres biologiques et de s’accumuler dans les tissus (Walid, 2011). L’absorption du cadmium

se fait par ingestion ou inhalation.

Le cadmium perturbe I’absorption du fer et du cuivre en entrant en compétition avec leurs
transporteurs. 1l se substitue au calcium et modifie la perméabilité membranaire cellulaire et
intracellulaire. A I’intérieur de la cellule, du fait de sa forte affinité pour les groupements thiols,
il inhibe les enzymes contenant du zinc et perturbe la fonction respiratoire, le cadmium inhibe

I’ARN polymérase et perturbe la synthése protéique au sein des étres vivants (Leyral, 1998).

V.1.3. Effets du cadmium sur I’environnement

Dans le cas du cadmium, les émissions dans 1’air se déposent finalement sur le sol ou dans
I’eau. Il peut se former des composés stables de chlorures solubles, pouvant étre facilement
absorbés par les plantes, qui a leur tour, sont consommeées par les autres étre vivants de la chaine
alimentaire, y compris I’Homme. A la fin de leur « vie », les organismes vivants sont chargés
en Cd et finissent a nouveau dans le sol, ’air ou I’eau (Maxson et Vonkeman, 1992). Le risque

de germination et la contamination des légumes est donc a prendre en compte.
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V.1.4. Effets du cadmium sur les plantes

L’accumulation du cadmium ne s’effectue pas sous la forme d’une répartition homogene et est
influencée par I’intensité du métabolisme, le stade de croissance et I’organe de stockage. Ainsi,
les feuilles en croissance et ayant une forte transpiration contiendront davantage de Cd que les
tiges, les organes de stockage, les fruits et les graines (Impens et Avril, 1992).

Lamoreaux et Chaney, 1977 avaient déja identifié que le cadmium a un effet sur le transfert de
I’eau dans la plante et réduit le diametre des vaisseaux. En 1985, les travaux de Stobart et al.,
ont montré comment I’ion Cd?* constitue un inhibiteur de la production de la chlorophylle en
affectant la synthése de 1’acide S-aminolevulinique et le complexe ternaire de la

protochlorophyllide réductase.

Le Cd s’accumule ainsi dans les tissus végétaux et provoque des retards de croissance, en
inhibant la photosynthése et en réduisant le transport des sels nutritifs (Piret et Kooken, 1979).
La réduction de photosynthése s’explique de plus par une diminution de I’ouverture des
stomates (Rahmoune, 1992). L’exces de Cd induit alors une chlorose et ses symptomes de
toxicité se manifestent par une coloration rouge de la nervure principale et apparition de taches
rougeatres et brunatres répandues a travers le limbe, typiquement indicatrices de cette

contamination excessive par le Cd (Parkpian et al., 1998).

V.2.Cuivre

Le Cuivre est I’un des métaux les plus employés & cause de ses propriétés physiques et
particulierement de sa conductibilité électrique et thermique. Il est utilisé dans la fabrication de
matériels électriques (fils, enroulements de moteurs, dynamos, transformateurs), dans la
plomberie, dans les équipements industriels, dans 1’automobile et en chaudronnerie (Verloo,
2003). Sa concentration dans 1’écorce terrestre est estimée d’environ 30 & 100 ppm (Bendada
et Boulakradeche, 2011).

V.2.1. Cuivre dans ’environnement

Comme le cadmium, le cuivre est aussi présent dans les rejets industriels et dans les produits
agroalimentaires (Jackson et al., 1990). Le Cu entre dans I’environnement comme résultat a de
nombreuses activités anthropiques actuelles associées a 1’utilisation du Cu. L’industrie miniére

et la transformation du Cu induisent la contamination des sols et des eaux (Sémadi, 2010).

Le transport par le vent des poussieres de sol, les éruptions volcaniques, les décompositions

vegétales, les feux de foréts et les aérosols marins constituent les principales sources naturelles
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d'exposition. Dans les eaux, le Cu provient pour la majeure partie de I'érosion des sols par les
cours d'eau a hauteur de 68 %, de la contamination par le Sulfate de Cuivre & 13 % ; et des rejets

d'eaux usées qui contiennent encore du Cuivre (Bendada et Boulakradeche, 2011).

V.2.2. Role du cuivre dans la plante

Le Cuivre est un élément essentiel (oligo-élément) pour les étres vivants et est impliqué dans
de nombreuses voies métaboliques notamment pour la formation d’hémoglobine et la
maturation des polynucléaires neutrophiles. 1l est un co-facteur spécifique de nombreuses
enzymes et métalloprotéines de structure. Cependant, le Cuivre en exces produit des radicaux
libres responsables de lésions cellulaires au niveau de I’ADN et d'organites tels que les

mitochondries ou les lysosomes (Pichard, 2003).
V.2.3. Phytotoxicité du cuivre apporté sur les feuilles

Comme tous les métaux lourds, le cuivre présent dans 1’atmosphére se dépose sur les parties
aériennes, particulierement les feuilles. Bien que le cuivre soit un élément essentiel pour les

plantes, son accumulation excessive peut leur étre nocif (Chen et Kao, 1999).

Le cuivre intervient dans la formation de réactions libres dans les chloroplastes isolés
(Sandmann et Boger, 1984), dans les racines intactes (De Vos et al., 1993), dans les feuilles
détachées (Luna et al., 1994) et dans les feuilles intactes (Wecks et Clijsters, 1996 cités par
Chen et Kao, 1999). Le radical libre induisant une péroxydation lipidique est considéré comme
étant un mécanisme important dans la sénescence des feuilles (Thompson et al., 1987). I
apparait que le cuivre, induisant la sénescence des feuilles, est associé a la péroxydation
lipidique et que son exces dans la plante provoque 1’augmentation du degré de péroxydation en
réduisant I’activité de la catalase et de la glutathion réductase (Chen et Kao, 1999), ce qui

constitue un stress.
Conclusion partielle

La littérature a présenté différentes appellations des métaux parmi lesquelles il y a les « éléments
traces métalliques » (ETM), appellation utilisée pour désigner les métaux lourds dans le présent
travail. Les ETM existent en quatre catégories. D’abord la catégorie de ceux qui sont essentiels a la
plante a faible et & forte concentration appelés respectivement les oligo-éléments et les macroéléments
et ceux qui sont nuisibles a n’importe qu’elle concentration. Ensuite, il y a la catégorie des ETM qui
sont essentiels pour un groupe de plantes tel que le sodium. Enfin, ceux qui n’ont aucun intérét pour

la plante appelés éléments toxiques. Les oligo-€léments, les macroéléments et ceux qui sont essentiels
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pour une catégorie de plante le sont dans un intervalle bien défini. Cet intervalle phythotoxique est
caractérise par une limite inférieure (qui caractérise la carence) et une limite supérieure (qui traduit
I’excés). En dehors de ces deux bornes, I’élément considéré est soit en carence, Soit devient toxique
pour la plante. Les sources de pollution de I’environnement par les ETM sont : les rejets industriels,
les boues des stations d’épuration, les activités agricoles, les activités des industries agroalimentaires,
papeteries et des activités anthropiques. Les plantes en général et les macrophytes en particulier sont
utilisés dans 1’élimination des polluants métalliques dont le cuivre et le cadmium. Les plantes utilisent
divers mécanismes pour absorber les métaux tels que la phytoextraction, la phytostabilisation, la
phytovolatilisation ou phytodégradation, la phytodégradation ou rhizodégradation, la phytoextraction
ou rhizofiltration et la phytostabilisation. Les métaux absorbés par ces mécanismes, une fois dans la
plante, restent soit au niveau des racines soit se retrouvent au niveau des tiges ou les feuilles par le

phénomene de la translocation.
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CHAPITRE |l. METABOLITES SECONDAIRES DES VEGETAUX

Introduction

Les réactions biochimiques du métabolisme donnent deux grandes catégories de molécules
appelées métabolites. Ces deux groupes de molécules sont : les métabolites primaires et les

métabolites secondaires (Trease, 2002).

l. Meétabolites primaires

Les métabolites primaires sont des molécules organiques qui se trouvent dans toutes les cellules
de I’organisme d’une plante pour y assurer sa survie. Les métabolites primaires sont caractérisés
par leur nécessité vitale a la survie de la cellule ou de I’organisme ; ils sont répartis en trois
sous-groupes que sont les glucides, les lipides et les amino-acides encore appelés acides aminés
(Koné, 2009). Chacune de ces familles de métabolite primaire a un role bien défini. Les glucides
représentent une source d’énergie surtout au niveau des parois cellulaires (cellulose). Quant aux
lipides, ils constituent aussi une source d’énergie et présentent dans les membranes cellulaires.
Les amino-acides représentent une source primaire de construction des protéines (Badiaga,
2012). Les acides nucléiques ont un réle de transport des groupes d’atomes entre différentes
réactions et des ARN et de ’ADN (Wimmer et al., 1978). Contrairement aux métabolites
primaires, les métabolites secondaires ne représentent pas une nécessité vitale pour la cellule
ou I’organisme. lls sont généralement synthétisés par la plante pour faire face aux diverses
agressions extérieures. De ce fait, ils représentent le principe actif de défense de la plante. Ils

sont en nombre élevé avec une variété structurale extraordinaire (Gbohaida, 2013).

1. Métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules ayant une répartition limitée dans I'organisme
de la plante. lls jouent différents rdles, dont celui de moyen de défense contre les agressions
externes. Cependant, ils ne sont pas toujours nécessaires a la survie de la plante. Ils ne
participent pas directement au développement des plantes mais plutdt interviennent dans les
relations avec les stress biotiques, abiotiques ou améliorent 1’efficacité de reproduction. Ces
métabolites secondaires sont répartis en trois grandes familles chimiques : les composés
phénoliques qui sont issus de 1’acide shikimique ou des dérivées d’acétate, les terpénoides et
stéroides et la famille des composés azotés, encore appelés alcaloides (Djerdane, 2008 ;
Badiaga, 2012).
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Les produits du métabolisme secondaire sont en trés grand nombre (plus de 200.000 structures
définies) et sont d’une variété structurale extraordinaire, mais sont produits en de trés faibles
quantités (Hartmann, 2007). Ces molécules marquent de maniere originale, une espéce, une
famille ou un genre de plantes et permettent parfois d’établir une taxonomie chimique. Les
composés phénoliques, les terpénoides, les stéroides et les alcaloides sont des exemples de
métabolites secondaires. Les metabolites secondaires sont encore connus sous 1’appellation

principes actifs.

I1.1. Terpénoides

Le nom terpénoide est attribué a cette catégorie de metabolites secondaires a cause de leur
origine d’isolement qu’est térébenthine qui provient du mot grec « terpentin ». Ils sont

constitues par la polymérisation des unités a cing atomes de carbones.

11.1.1. Définition

Les terpenes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine ouverte :
leur formule brute est (CsHx)n dont le x est variable en fonction du degré d’insaturation de la
molécule, et le n qui peut prendre des valeurs (1-8) sauf dans les polyterpénes ou la valeur de n
peut atteindre plus de 100 (le caoutchouc) (Allinger, 1975 ; Malecky, 2008). La molécule de
base est I’isopréne de formule brute CsHg, et de formule semi-développée

G

_C.__CH

C’F‘ 2
H

T

H.C

2

(Malecky, 2008)

Le terme terpénoide désigne un ensemble de substances présentant le squelette des terpénes
avec une ou plusieurs fonctions chimiques telles que les alcools, les aldéhydes, les cétones, les

acides, les lactones, etc.
11.1.2. Classification

Dans le régne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites secondaires
tout comme les composés phénoliques et les alcaloides. Ils sont classés suivant le nombre de
répétitions de I’unité de base isopréne (n) (Finar, 1994). On distingue les hémiterpenes (C5),
monoterpenes (C10), sesquiterpenes (C15), diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes
(C30), tetraterpenes (C40) et polyterpénes (Malecky, 2008).
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11.2. Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du XIX®™ siécle. Les alcaloides sont
des composés organiques naturels azotés plus ou moins basiques (Bruneton, 1999 ; Bahaz et
al., 2010). Selon leur structure moléculaire, ils sont subdivisés en plusieurs groupes dont : les
phénylalanines, les alcaloides isoquinoléique et quinoléique (Barka et al., 2009). Ils sont issus
de la décarboxylation de certains acides aminés, des stéroides et des terpénoides et sont actifs
dans la défense des plantes (Koné, 2009 ; Badiaga, 2012).

11.2.1. Définition

Il n’existe pas de définition simple et précise des alcaloides et il est parfois difficile de situer

les frontieres qui les séparent des autres métabolites azotés naturels (Badiaga, 2012).

Néanmoins Bruneton les définit comme étant des substances organiques azotées d’origine
végétale, a caractére alcalin et qui présentent une structure complexe (Bruneton, 2009). Leur

atome d’azote est inclus dans un systéme hétérocyclique (Waller, 1978 ; Roberts, 1998).

Ainsi, on divise les alcaloides en trois genres : les alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les
pseudo-alcaloides. Les alcaloides vrais sont des dérivées d’acides aminés et comportent un
systeme hétérocyclique. lls représentent le plus grand nombre d’alcaloides ; toxiques, ils
disposent d’une large gamme d’activités biologiques importantes. Les pseudo-alcaloides,
contrairement aux alcaloides vrais, ne sont pas des dérivées d’acides aminés mais présentent
les mémes caractéristiques que ces derniers. lls sont des dérivées d’isoprénoides et sont
qualifiés d’alcaloides terpéniques. Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote
n’est pas inclus dans un systéme hétérocyclique ; ils ont un caractere basique et sont élaborés
in vivo a partir d’acides aminés. Ce qui leur confére le nom des amines biologiques (Badiaga,
2012).

11.2.2. Classification des alcaloides

A cause de la diversité structurale et du grand nombre connu des alcaloides, leur classification
devient difficile. Mais en fonction du nombre de cycles, on peut distinguer trois classes a
savoir : les alcaloides a un cycle contenant 1’atome d’azote, les alcaloides a deux cycles

contenant I’atome d’azote et les hétérocycles aromatiques (Badiaga, 2012).
11.3. Composés phénoliques

Les composés phénoliques ont tous en commun la présence d’un ou plusieurs cycles

benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles, libres ou engagées dans une autre
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fonction : éther, ester, ou hétéroside (Bruneton, 1999). Les composés phénoliques sont des
dérivées du phénol (CeHsOH) avec une vaste classe de substances organiques cycliques trés
variées, d’origine secondaire (Maamri, 2008). Ils forment un tres vaste ensemble de substances

qu'il est difficile de définir simplement.

La structure des composés phénoliques naturels varie depuis les molécules simples, les acides
phénoliques simples vers les molécules les plus hautement polymérisées et les tanins condensés
(Gbohaida, 2013). Les composés phénoliques ont plus de 8000 structures phénoliques
identifiées (Urquiaga et Leighton, 2000). Selon le nombre d’unités phénoliques présents, on les
classe en composés phénoliques simples et polyphénols qui sont tous appelés, indifféremment,
composes phénoliques ou polyphénols. lls comprennent essentiellement les phénols simples,
les acides phénoliques, les stilbénes, les flavonoides, les tanins hydrolysables et condensés, les

coumarines, les lignanes, les lignines et les xanthones (Stalikas, 2007).

Les composés phénoliques peuvent constituer des signaux de reconnaissance entre les plantes
et lui permettre de résister aux diverses agressions vis-a-vis des organismes pathogenes (Harrar,
2012). lls participent de maniere tres efficace a la tolérance des végétaux (a des stress variés)
et jouent un role essentiel dans I'équilibre et 1’adaptation de la plante au sein de son milieu
naturel (Macheix et al., 2005). Ces composés résultent biogenétiquement du métabolisme
secondaire des plantes par deux voies synthétiques principales : la voie shikimate et la voie
acétate (Lugasi et al., 2003).

+ Classification

Les polyphénols sont répartis en deux familles chimiques qui se différencient par la nature et la
position des substituants fixés sur un squelette aromatique commun : les flavonoides et les non
flavonoides. Le terme flavonoide (ou bioflavonoide) est attribué aux composés a structure
phénylbenzopyrone (3 cycles) parmi lesquels on distingue les classes de polyphénols : les
flavones, les flavonols, les isoflavones, les flavanes, les flavanones, les chalcones, les flavanols
(flavane-3-ols et flavane-3,4-diols) et les anthocyanidines (partie aglycone des anthocyanes).
On peut y ajouter les aurones dont la structure differe légerement. Les non-flavonoides
regroupent les phénols simples, les acides phénoliques, les stilbénes, les lignanes, les saponines,
les phytostérols et les tanins. Nous allons développer par familles la classe de molécules ayant
fait I’objet de notre étude. Ainsi, nous parlerons des tannins et des flavonoides respectivement
pour la famille des non-flavonoides et celle des flavonoides. Le tableau Il présente le résumé

des propriétés des autres classes de cette famille.
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Tableau Il : Récapitulatif des caractéristiques des métabolites secondaires évalués

Phénols simples

C6

IIs sont des composés renfermant
une ou plusieurs  unités
phénoliques sans d’autre
fonction particuliere impliquant
le (s) noyau(x) benzénique (s)
(Koné, 2009)

Acides
hydroxybenzoiques

C6-C1

Ils sont des dérivés de I’acide
benzoique et qui existent souvent
sous forme d’esters

glycosides (Harrar, 2012)

ou de

(C6-C3)2

Lignanes

Présentés a I’ origine par Haworth
(1936) sont des diméres des
unités de phénylpropane (Ayad,
2008)

(9]
HO
OH
OH OH
H: I; f OH

(Bahaz, 2007)

Stilbénes

Les stilbénes sont des composés
phénoliques  contenant  au
minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une
double liaison, formant wun
systeme conjugué (Bahaz, 2007)

oH
HO I S O

OH

(Bahaz, 2007)

C6-C3

Acides
hydroxycin
amiques

IIs sont des dérivés de I’acide
cinnamique et existent souvent
sous forme combinée avec des
molécules organiques (Harrar,
2012)

HO
AD_\_{
oH

Coumarine
S

Les coumarines sont des
composés aromatiques dérivant
de I’acide O-hydroxy-Z-
cinnamique (Djerdane, 2008)

HO 0" 0 (Macheix

et al., 2005)

11.3.1. Tannins

Les tannins sont des composés phénoliques tres abondants chez les angiospermes, les

gymnospermes et les dicotylédones (Harrar, 2012). Ces composés ont la capacité de se

combiner et de précipiter les protéines. Ces combinaisons varient d’une protéine a une autre
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selon les degrés d’affinités (Harborne, 1997). Le terme tannin vient de la source de tannins
utilisée pour le tannage des peaux d’animaux en cuir (Bravo, 1998). Dans ce processus, les
molécules de tannins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux attaques fongiques
et bactériennes. Le poids moléculaire des tannins varie entre 500 et 2000 KDa (3000 pour les

structures les plus complexes) (Hagerman et Butler, 1981).

Selon la structure, on a deux types de tannins : les tannins hydrolysables abondants dans
angiospermes et les gymnospermes et les tannins condensés encore appelés proanthocyanidines
qui sont abondants chez les plantes dicotylédones. Sous I’action de la lumiére solaire et en
présence de 1’acide carbonique, le tanin se forme dans les feuilles et est ensuite dirigé vers la
partie inférieure de la plante ou il s’accumule. Il n’entre pas dans la formation de nouveaux

tissus mais joue le réle de protection, principalement contre la pourriture (Lutz, 1928).
11.3.1.1. Tannins hydrolysables

Les tannins hydrolysables sont formés de deux maniéres, soit par la combinaison de plusieurs
acides galliques qui sont liés a un carbohydrate qui est généralement du glucose appelé
gallotannins. Soit par accouplage des acides galliques voisins pour former les esters d’acide
hexahydroxydiphénique qui sont appelés ellagitannins (Harrar, 2012). IIs s’hydrolysent
facilement en milieu acide, basique et sous 1’action enzymatique et dans de 1’eau chaude (Koné,

2009).

Les gallotannins et les ellagitannins s’hydrolysent et peuvent étre dégradés en fragments
simples (acides phénols et sucres) (Harrar, 2012). L’acide gallique provient de la f-oxydation
des composés C6-C3, comme I’acide coumarique ou les acides oxygénés correspondants. Mais,

I’acide shikimique est considéré comme le meilleur précurseur (Seigler, 1998).
11.3.1.2. Tannins condensés

Les tanins condensés, appelés proanthocyanidines ou procyanidines, sont des polyphénols de
masse molaire moléculaire élevee. Ils résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3-ol et/ou de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les
liaisons C4-C8 (parfois C4-C6) des unités adjacentes, et se nomment ainsi proanthocyanidines
de type B (Koné, 2009). Lorsque la condensation se produit entre les unités adjacentes par la
liaison C4 - C8 et par une liaison d’éther additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines
sont dits de type A (Wollgast et Anklam, 2000 ; Dykes et Rooney, 2006).
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Les deux groupes majeurs des proanthocyanidines (Figure 14) sont les procyanidines et les
prodelphinidines. Les monomeres constitutifs des procyanidines sont la catéchine et
I’épicatéchine qui peuvent étre substituées par 1’acide gallique ou des sucres, généralement en
position 3 ou plus rarement en position 7 (Harrar, 2012). Ainsi, la gallocatéchine et
I’épigallocatéchine sont des monoméres des prodelphinidines mais on peut également

distinguer les monomeres de la quercétine et de la myricétine (Andersen et Markham, 2006).

En s’hydrolysant, les tannins condensés ne donnent pas de composés simples comme le glucose
ou les acides phénols comparativement aux tannins hydrolysables, mais plutét des

anthocyanidines (Andersen et Markham, 2006).

OH OH
OH OH

OH

E.=3 [-0H : (+)-catéchine

R =3 ¢-OH : {(+)-¢picatéchine

Procyanidine dimére B1
Figure 14 : Structure de la catéchine, de 1’épicatéchine et d’un tannin condensé
(proantocyanidol) (Gbohaida, 2013)

11.3.2. Flavonoides

Le nom flavonoide proviendrait de flavedo, qui signifie la couche externe des écorces d’orange
(Piquemal, 2008). Cependant d'autres auteurs tels que Male_Eev et Kunti_c, 2007 supposaient
que ce dernier a été plut6t prété au flavus qui veut dire jaune. Les flavonoides étaient longtemps
confondus a la vitamine P, mais cela a été clarifié par Nijveldt et al., 2001 que ces derniers sont
des flavonoides et non des vitamines. Ils sont des substances généralement colorées répandues
chez les végétaux qui sont dissoutes dans la vacuole a I'état d'hétérosides ou comme constituants
de plastes particuliers, les chromoplastes (Guignard, 1996). lls sont aussi considérés comme
des pigments non photosynthétiques responsables de la pigmentation des plantes. Depuis
I’avénement du bas taux de mortalité cardiovasculaire observé chez les habitants des régions

méditerranéennes avec comme cause la consommation de vin rouge a une prise importante de
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graisses saturées qui a connu la découverte du célébre "french paradox", pres de 4000
flavonoides ont été décrits (Ghedira, 2005).

Les plantes mettent en place un systéme de résistance pour combattre les effets de
I’environnement et conserver leur forme attribuée aux flavonoides. Les flavonoides pourraient
également permettre aux plantes de survivre sur les milieux riches en métaux toxiques. Ils
jouent un role important dans la protection contre les UV en absorbant les radiations UV et en
protégeant ainsi les tissus internes des tiges et des feuilles. Les flavonoides sont de puissants
piégeurs des espéces réactives de 1’oxygene (ROS) et préviennent ainsi la peroxydation des
lipides (Treutter, 2005).

11.3.2.1. Structure chimique et classification
La structure de base des flavonoides est le noyau du flavone (2-phenyl-benzo-y-pyrane), ils
peuvent étre divisés en plusieurs catégories selon I’hydroxylation du noyau du flavonoide et

aussi bien que du sucre lié (Harrar, 2012).

Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune, et de ce fait, possédent le méme
élément structural de base, a savoir I’enchainement phenyl-2 chromane (Krishna et al., 2001).
Ils sont des composés polyphénoliques constitués de deux noyaux benzéniques A et B reliés
par une chaine en C3 (de trois atomes de carbone). Ils possédent tous un squelette de base a
quinze atomes de carbone constitué de deux cycles en C6 (A et B) reliés par une chaine a trois
atomes de carbone (Figure 15) (Bamforth, 1999). Leur squelette hydrocarboné en C15
(séquence C6 -C3-C6) est a la base de plusieurs milliers de molécules que 1’on regroupe en cing
grandes classes selon leur degré d’oxydation (Bamforth, 1999) a savoir les flavonols, les
flavanones, les flavones, les anthocyanidines et les chalcones

Figure 15 : Structure chimique de base des flavonoides (Krishna et al., 2001)
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11.3.2.2. Localisation et distribution des flavonoides

Les flavonoides sont largement rencontrés dans le régne végétal et contiennent environ 2% de
la proportion du carbone photosynthétique global incorporé (Harrar, 2012). En effet, les
flavonoides sont omniprésents dans les organes aériens jeunes ou ils sont localisés dans les

tissus superficiels (Remsy et al., 1996).

Au niveau cellulaire, les flavonoides ont été observes sous forme dissoute d’hétérosides dans
le suc vacuolaire ou dans les chloroplastes et les membranes des végétaux (Harrar, 2012).
Lorsque les flavonoides sont présents dans la cuticule foliaire, il s’agit presque toujours de
génines libres dont la lipophilie est accrue par la méthylation partielle ou totale des groupes

hydroxyles (Bruneton, 1993).
11.3.2.3. Quelques propriétés des flavonoides

Les flavonoides protégent les plantes contre les radiations UV, elles sont également impliquées
dans les processus de défense de la plante contre les infections bactériennes et virales. Ils
agissent comme des pigments ou des co-pigments. Les flavonoides peuvent moduler la
distribution d’auxine, fonctionnent comme des signaux moléculaires de reconnaissance entre
les bactéries symbiotiques et les léegumineuses. Les flavonoides facilitent a la fixation de 1’azote
moléculaire (Harrar, 2012). Egalement, ils régularisent 1’élongation des tiges et interviennent

dans la maturité des fruits (Subramanian et al., 2007).

Conclusion partielle

Les plantes regorgent deux types de métabolites, les métabolites primaires et les métabolites
secondaires. Les premiers sont indispensables a la survie des plantes alors que les seconds
sont secrétés par la plante pour se défendre contre toutes sortes d’agressions. Les métabolites
sont constitués de trois grandes familles : la famille des stéroides et terpénes, celle des
alcaloides et la famille des composés phénoliques. Chacune de ces familles a un réle de
défense pour la plante lorsqu’elle est exposée aux agressions extérieures telles que les
agressions microbiologiques, la régulation des rayons ultraviolets émises par les rayons

solaire, etc.
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CHAPITRE |1l : MODELISATION ET OPTIMISATION PAR LA METHODOLOGIE DE

RECHERCHE EXPERIMENTALE

Introduction

La découverte de 1’outil informatique a favorisé le développement de plusieurs techniques
scientifiques dont la Méthodologie de la Recherche Expérimentale (M.R.E). La M.R.E encore
appelée plans d’expérience permet d’optimiser 1’organisation des essais afin de résumer les
connaissances disponibles sous forme d’équations. Elle met en exergue le lien qui existe entre
une grandeur d’intérét appelée réponse ou observation (y) et des variables appelée facteurs (x;)
(Chafik, 2014). Elle permet d’analyser le comportement des systemes complexes, difficiles a
étudier autrement (Martineau, 2005). L’objectif de cette méthodologie qui obéit a des régles
mathématiques strictes avec 1’adoption d’une démarche rigoureuse, est d’obtenir un maximum
d’informations avec un minimum d’expériences. Selon Chafik (2014), les principaux avantages

de la méthode des plans d’expériencesont entre autres :

e la diminution du nombre d’essais ;

e la possibilité d’étudier un grand nombre de facteurs sans multiplier exagérément le
nombre des essais ;

e la détection des interactions entre facteurs ;

e lamodélisation des réponses étudiées et

e une précision optimale des résultats.

I.  Généralités sur les plans d’expérience

Utilisée pour la premiére fois par le mathématicien britannique Sir Ronald Fisher vers les
années 1930, la méthode des plans d’expérience a servi a quantifier I’effet des facteurs contrdlés
par ’expérimentateur dans de nombreux domaines (Fisher, 1949). Ce fut par la suite le tour des
statisticiens tels que Yates en 1937, Cochran en 1957, Plackett et Burmann en 1946 d’enrichir
et de participer a la vulgarisation de cette méthode qu’est le plan d’expérience. En 1978, Box
et Hunter, se sont inspiré des travaux de Yates pour mettre en ceuvre le plan d’expérience
fractionnaires qui est un plan de criblage. Avec comme corollaire dans les années 1960,
I’introduction des modé¢les de surfaces de réponses associes a des plans de degré deux comme

les plans composites.
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Dans la quéte de qualité industrielle, Taguchi et Masuyama ont élaboré des tables qui
permettent de construire des plans d’expérience adaptés a la majorité des problémes dans les
industries au Japon (Taguchi, 1986 ; Taguchi et Konishi, 1987). Dés 1985, Taguchi a eu le
mérite d’utiliser les plans d’expérience dans le domaine de la recherche fondamentale. A travers
ses travaux, les plans d’expérience furent répandus aux Etats Unis. De nos jours, cet outil
apparait comme une technique efficace de référence, pour tout industriel soucieux d’améliorer

la qualit¢ de ses produits, et pour tout chercheur soucieux d’améliorer les résultats de ses

recherches (Chafik, 2014).

Il existe deux catégories de plans d’expérience : les plans d’optimisation et les plans de criblage.
On distingue plusieurs méthodes d’optimisation, notamment la méthode du simplexe, le plan
fractionnaire complet, le plan factoriel complet, le plan composite complet, les plans de
Doehlert, les plans de Box-Behnken, les plans hybrides, etc (Zran, 2015). Comme plan de
criblage, on peut citer entre autres le plan de Hardamard avec certains de ses plans
d’optimisation tels que le plan factoriel complet, le plan factoriel fractionnaire et les plans de

Doehlert.

La modélisation qui fait partie de I’un des attributs de la méthodologie des plans d’expériences
facilite la mise sous forme d’équations des connaissances disponibles et permet d’analyser le
comportement de systémes complexes difficiles a étudier (Martineau et Saugier, 2006). Elle
met en relation deux mondes complémentaires a savoir le monde de la théorie et celui réel ou
expérimental (Joshua et Dupin, 1984). Il existe plusieurs types de modeéles selon le domaine.
L’attention sera ici portée sur les modéles mathématiques, qui mettent en relations les entrées
et les sorties du processus étudié par des équations. Les modéles mathématiques sont qualifiés
de statique, de dynamique a temps continu ou de dynamique a temps discret lorsque les
équations qui les constituent sont des équations algébriques, avec respectivement des équations
différentielles ou des équations différentielles récurrentes (Martineau et Saugier, 2006). lls sont
classés selon leur mode de conception ou selon leur mode d’utilisation. Trois types de modéles
existent selon le mode de conception et deux types selon le mode d’utilisation respectivement
les modéles de connaissance, les modeéles boite grise, les modeles boite noire, les modéles de

simulation et ceux de prédiction (Zran, 2015).
I.1. Clarifications conceptuelles

Les plans d’expérience ont un vocabulaire et une terminologie qu’il est nécessaire de définir.
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I.1.1. Réponse

La réponse encore appelée grandeur d’intérét constitue la grandeur a laquelle I’expérimentateur
s’intéresse (Goupy, 2006). Elle obéit a des regles mathématiques. Elle est une grandeur toujours
numérique ayant a la fois une seule réponse observée. Parfois, I’on peut avoir des techniques
de planification multi-réponses (Anizon et al., 2003). La valeur d’une réponse ne peut étre
modifiée que de maniere indirecte en faisant varier les facteurs (Boudissa, 2010). Pour calculer
la pente de la droite réponse, il suffit d’avoir deux mesures de la réponse puisqu’une droite est

parfaitement définie si on connait deux de ses points (Feinberg, 1996).

1.1.2. Facteurs

Les facteurs sont les variables contrdlables sur lesquelles I’expérimentateur peut agir et qui sont
susceptibles d’influencer la réponse (Tinson, 2010). La différence fondamentale entre la notion
classique de variable et celle de facteur tient donc au fait que tout facteur doit pouvoir étre
modifié sans difficulté (Zran, 2015). Un facteur peut étre qualitatif ou quantitatif, continu ou
discontinu, contrélable ou incontrélable (Walter, 2010). Selon Massart et al. (1988), les facteurs
contr6lés sont des facteurs pour lesquels on peut imposer des valeurs qui sont les niveaux de

variation.

Les facteurs incontrélables sont des variables perturbatrices difficiles a maitriser. 1ls constituent
la source d’une erreur expérimentale aléatoire qui est notée « e », et sont a la base du fait qu’on
n’observe pas toujours la méme valeur d’une réponse lorsqu’on réalise deux essais parfaitement
identiques (Zran, 2015). La M.R.E permet d’atténuer leurs effets ou de carrément s’en

affranchir.

Les facteurs quantitatifs ou continus sont ceux naturellement exprimés a ’aide de valeurs
numériques (pression, température, durée, etc) et pour lesquels 1’on peut définir un domaine
expérimental d’intérét. Quant aux facteurs qualitatifs ou discrets, ils ne sont pas exprimés a

I’aide de valeurs numériques (couleur, type de matériau, sexe, etc.).
Lorsqu’un facteur varie on dit qu’il change de niveau. La connaissance de 1’ensemble de tous
les niveaux utilisés par chaque facteur est nécessaire pour la réalisation des expériences.

1.1.3. Domaine expérimental

Le facteur étudié varie entre une borne inférieure (le niveau bas) et une borne supérieure (le
niveau haut). Cette plage de variation autorisée pour le facteur est appelée domaine

expérimental et est définie par le spécialiste du phénomene €tudié ou I’expérimentateur. Afin
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d’avoir une représentation commune pour tous les facteurs, par convention, le niveau bas est
noté par -1 et le niveau haut par +1 (Boudissa, 2010). Ces variables sont dites codées, normées

ou centrées réduites.

1.1.4. Matrice d’expérience

La matrice d’expériences ou plan d’expérience représente la forme codée ou normée de
I’ensemble des expérience a réaliser. Elle comprend N lignes correspondant a N expériences a

réaliser, et k colonnes correspondant a k facteurs a faire varier (Boudissa, 2010).
1.1.5. Plan d’expérimentation

La matrice d’expérimentation ou plan d’expérimentation correspond au décodage de la matrice
d’expériences. Elle prend en compte la valeur réelle de chacun des facteurs et constitue la

matrice directement réalisable par I’expérimentateur (Boudissa, 2010).
1.2. Criblage de facteurs

Le criblage (ou screening en anglais) est une technique qui permet d’identifier rapidement les
facteurs qui influenceraient sur une réponse donnée et ceux qui le sont réellement (Boudissa,
2010). En d’autres termes, dans un lot de facteurs qui sont sensés influencer un phénomene,

ceux dont on ne peut s’en passer.

1.2.1. Etude quantitative de facteurs
L’étude quantitative de facteurs des plans d’expériences, contrairement a la stratégie classique
qui consiste a faire varier un facteur a la fois tout en gardant les autres constants avec un nombre
¢élevé d’essai, permet d’avoir les informations désirées avec un minimum d’essais (Karam,
2004). Elle prend en compte 1’é¢tude des interactions entre les facteurs qui sont complétement

ignorées par la stratégie classique.

1.2.2. Etude quantitative des réponses

Encore appelée 1’optimisation, 1’étude quantitative des réponses utilise une relation empirique
qui permet, en tout point du domaine expérimental, de déterminer la valeur de la réponse sans
étre obligé de faire recours aux essais (Boudissa, 2010). Elle permet a I’expérimentateur
d’accéder aux conditions expérimentales correspondant a un optimum (maximum ou minimum)
de la réponse étudiée. L’optimisation permet également d’affirmer, avec un risque d'erreur
raisonnable, qu’il n’existe pas d’autres conditions qui conduisent a une meilleure valeur de la

réponse dans le domaine exploré (Yao et al., 2001).
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Dans un mélange, la somme des facteurs qui représente les proportions des divers constituants
d’une formule est toujours égale a I’unité. De plus, 1’indépendance qui existe entre les facteurs

dans les surfaces de réponses n’existe plus au niveau d’un mélange.

I1. Notion de plan d’expérience

Les plans d’expérience sont essentiellement constitués d’une stratégie de planification
d’expériences pour obtenir des conclusions adéquates de maniére efficace et économique
(Karam, 2004). IIs permettent d’organiser au mieux les essais qui accompagnent une recherche
scientifique ou des études industrielles. Avec les plans d’expérience, on obtient le maximum de
renseignements avec le minimum d'expériences. Pour cela, il faut suivre des regles
mathématiques et adopter une démarche rigoureuse (Box et al., 2005). La méthodologie des
plans d’expérience se base sur le fait qu’une expérience convenablement organisée, conduit
fréguemment a une analyse et a une interprétation statistique relativement simple des résultats
(Karam, 2004).

La mise en ceuvre des plans d’expérience nécessite deux grandes étapes telles que 1’étape de la
planification des expériences et celle de 1’analyse des données. L’expérimentateur impose aux
différents facteurs qui influencent le phénoméne a étudier, des variations qu’il estime
pertinentes et mesure les variations induites des réponses. Il est basé sur des outils statistiques
permettant de mettre en évidence les relations entre les parametres et leurs effets sur le
phénomeéne étudié. L’expérimentateur établit ainsi une relation de cause a effet entre certains
parameétres et les réponses qui caractérisent les résultats du phénomeéne (Zran, 2015). Les plans
d’expérience sont ainsi qualifiés de « boite noire », dans laquelle, on entre des éléments appelés

facteurs et ’on a une ou plusieurs observation (s) appelée (s) réponse (s) “Y” (figure 1).

L’analyse des données (ou I’étape d’identification) des effets principaux et les effets des
interactions influence la/les réponse(s) observée(s). Pour cela, certains outils d’aide a
I’interprétation sont utilisés tels que 1’approche de lenth et la loi Normal Plot et Half Plot
(Boudissa, 2010). Ces outils utilisant les différentes propriétés des distributions de la loi

normale conduisent aux limites de signification des effets calculés.

Causes Effets

~l

\.~. — — o — o
......... :.—..— Phenomene — — — P
——_——’ — — o — P

Figure 16 : Schéma de la boite noire
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11.1.Méthodologie des plans d’expérience

Toutes les catégories de plan d’expérience utilisent la méme méthodologie qui est en cinq
étapes, avec la quatrieme étape qui comprend quatre sous étapes. Ces cing étapes sont les

suivantes :
¢ Etape de la définition de I’objectif

L’étape de la définition de I’objectif du phénomene a étudier constitue la premiére étape de la
méthodologie des plans d’expérience. Elle est 1’étape d’identification de la stratégie a adopter
pour apporter des informations permettant de répondre a 1’objectif fixé. Cing classes d’objectifs
existent : la recherche exploratoire, le criblage des facteurs, I’é¢tude quantitative des facteurs,

I’étude quantitative des réponses et 1’étude du mélange des facteurs.
++ Choix des réponses

L’¢étape du choix des réponses qui constitue la deuxieme étape de la méthodologie des plans
d’expérience est 1’étape d’identification des différentes observations que 1’expérimentateur
souhaite évaluer. L’expérimentateur les choisit en tenant compte de ses connaissances du

phénomene et en s’inspirant de la littérature.
¢ Choix des facteurs et de domaine expérimental d’intérét.

Elle constitue la troisieme étape de la méthodologie des plans d’expériences. Elle est 1’étape
d’identification des différents facteurs que I’expérimentateur a désigné comme ceux ayant

d’effet sur le phénomene avec leur domaine de validité.
+«» Etablissement de la stratégie expérimentale

Cette quatrieme étape est constituée des quatre sous étapes de la construction de la matrice
d’expérience, de la construction du plan d’expérimentation, de la réalisation de

I’expérimentation et du calcul des estimations des informations recherchées.
¢ Interprétation des résultats

L’étape de I’interprétation des résultats est la derniere étape de la méthodologie. Elle constitue
I’étape de la valorisation des résultats issus des différents essais afin d’aboutir au modele qui

régit le phénomene étudié dans le domaine d’étude.
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11.2. Etude de quelques plans d’expériences

11.2.1. Plans de degré 1 : Plan Factoriel Complet

Les plans d’expériences factoriels complets sont des matrices qui sont constituées de toutes les
combinaisons possibles des modalités prises par chaque facteur (Karam, 2004). Les plans
factoriels complets (PFC) sont des plans de degré 1 dans lesquels les facteurs ne peuvent
prendre que 2 niveaux distincts correspondants a (-1) et (+1) en variables codées. Ce sont des
plans & N = 2K nombre d’essais & réaliser ou k représente le nombre de facteur. Dans le cas oU
la modalité varie d’un facteur a un autre au sein du nombre de facteur k, le nombre d’essai N
est égal au produit de la combinaison des sous nombres d’essai. Ainsi, N = s1¥! $*? ...

(Karam, 2004), avec :
- ki le nombre de facteur ayant s; modalités,
- k2 = le nombre de facteur ayant s, modalités et
v ki = le nombre de facteur ayant s; modalités ....

Prenons un exemple ou le nombre de facteur k = 4 (X1, Xz, X3z, Xa).

X1 est un facteur a 3 modalités (s1 = 3) k1 =2 (1 facteur a 2 modalités)

X2 est un facteur a 2 modalités (s2 = 2) k> = 3 (3 facteurs a 3 modalités)
)

X3 est un facteur a 3 modalités (s3 = 3) N=2!x 3°

X4 est un facteur a 3 modalités (s4 = 3) N = 54 combinaisons

Les plans factoriels complets sont constitués d’une étape dans 1’étude quantitative de réponses
et sont caractérisés par un nombre de facteurs réduit au maximum avec des possibilités de
prendre en compte les diverses interactions (Yao et al., 2001). La justification de cette méthode
statistique réside dans sa facilit¢é de mise en ceuvre. Les plans factoriels complets utilisent
certaines méthodes statistiques qui facilitent leur mise en ceuvre avec 1’élaboration de modeles

mathématiques prévisionnels qui conduisent a I’optimale d’expérimentation (Feinberg, 1996).

Les matrices factorielles complétes utilisent 1’algorithme de Yates dans la construction de leur

matrice d’expérience et se remplit de la maniére suivante :

¢ le démarrage de remplissage de chaque colonne par (-1) ;
e l’alternance des (-1) et (1) pour toutes les 21! lignes de la j*™ colonne avec 1’ajout d’une ou

de plusieurs colonne(s) pour le report des résultats expérimentaux (Yi) (Boudissa, 2010).
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% Modele polynomiale et estimation des effets

Les matrices d’expérience permettent de calculer les effets moyens et principaux des facteurs,
leurs interactions 2 a 2, 3 a 3, etc. jusqu’a I’interaction générale entre les k facteurs. Le modéle
polynomial du premier degré suivant est utilisé avec la méthode de régression linéaire multiple
dite des moindres carrés (Zran, 2015) (Eq.1) :

Y = bo+ XbiX; + X byXiX; + X b XXXy + o+ o Eqg. 1

Y représente la réponse mesurée

Xi est le niveau du facteur attribué au facteur i

Xi Xj représente le niveau de I’interaction entre les facteurs i et j

Xi Xj Xk représente le niveau de I’interaction entre les facteurs i, j et k

bo, bi, bjj, bijk sont les coefficients du modéle calculés en utilisant les résultats des expériences
La réponse peut aussi se mettre sous la forme matricielle : Y = X. b avec

Y : la matrice colonne des réponses ;

X : la matrice du modéle ou des effets ;

b : la matrice colonne des effets qui sont a calculer. Ainsi, la matrice des effets et ou interaction
est le produit de la transposé de la matrice du modéle ou des effets par la matrice colonne des réponses
(b= X"1Y).

Il est & rappeler que les matrices factorielles, tout comme les matrices factorielles fractionnaires,
conduisent a des modeles de premier degré et que la matrice de Hardamard constitue également
un cas particulier des modeles du premier degré. Cependant, lorsque I’hypothése de linéarité
n’est plus respectée, un modele de premier degré n’est plus approprié pour étudier un

phénomene, d’ou I’intérét des modeles de second degré (Feinberg, 1996).
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11.2.2. Plans du second degré : Plans composites

Les plans composites sont des plans du degré 2 donnant des modeles de second degré. Le plan
d’expérience le plus utilisé dans cette catégorie est le plan central composite (PCC) qui est
généralement appelé plan composite (Zran, 2015). Il facilite la prévision des qualités optimales
de la réponse calculée en tout point du domaine d’étude (Box et Hunter, 1978 ; Britel et al.,

2006). Sa matrice d’expérience dénommée matrice composite est constituée de trois parties :

e un plan factoriel a deux niveaux ;
e des points axiaux situés sur les axes de chacun des facteurs, qui sont encore appelés
matrice étoile ;

e un ou plusieurs points expérimentaux au centre du domaine.

Pour ce type de plan, chaque facteur est a (5) niveaux : -r, -1, 0, +1 et +r. Contrairement aux
plans factoriels complets, le domaine expérimental est ici délimité par le rayon r qui peut
prendre des nombres fractionnaires. Alors, la construction d’une matrice d’expériences se fait
en remplacant les variables codées par leurs valeurs réelles. Dans le cas du plan composite
complet, elle s’obtient en combinant une série de trois essais issus des trois différentes parties

(tableau I).

Les matrices composites permettent d’estimer les coefficients d’'un modele mathématique
polyndmial du second degré (Eq.2). Ces coefficients sont en réalité les effets des différents

facteurs.

Y= bo+ Xb;X; + XbyX;X; + X a;X? Eq. 2
Avec :

bo le coefficient de 1’effet moyen ;

bi le coefficient des effets principaux ;

bjj le coefficient des effets d’interaction d’ordre 2 ;

ajj le coefficient des effets dits quadratiques ;

Xi les variables codées des facteurs.

Le calcul de ces différents coefficients s’effectue de deux maniéres soit a partir de la méthode
de régression linéaire afin de permettre 1’estimation de tous ceux-ci, Soit a partir de certains

logiciels spécifiques aux plans d’expérience.
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Tableau IV : Principe de construction du plan composite (Zran, 2015)

Nombre de Nombre d’essais Nombre d’essais  Rayon des points Nombre d’essais
facteurs factoriels en étoile en étoile au centre
2 4 4 1,414 3ou5
3 8 6 1,682 3o0ub
3 8 12 1,414 3ou7?
4 16 8 2,000 2ou7
4 16 16 1,682 3o0u9
5 32 10 2,378 40u 10
5 16 10 2,000 20u6
6 64 12 2,828 3oul5
6 32 12 2,378 3 ou9

11.3. Traitement des données et outils d’aide a I’interprétation

Le traitement des données ou le calcul des coefficients peut se faire soit a partir de logiciels,
possédant des bibliothéques de plans classiques et capables de construire les plans sur mesures,
ou avec un tableur qui nécessite de la programmation et du temps (Goupy, 1992 ; Morineau et
Chatelin, 2005). Mais, I’utilisation du logiciel est plus adaptée pour effectuer non seulement le
calcul des coefficients, mais aussi pour avoir certains outils statistiques tels que le coefficient
de détermination. Les écarts-types des réponses et des coefficients, p-value, qui permettent
d’évaluer la qualité du modéle mathématique et ’interprétation des résultats (Zran, 2015).
Certains logiciels existent, facilitent I’exécution des plans d’expérience et permettent
d’effectuer les analyses de variance, de tracer des courbes d’isoréponses, la construction des
surfaces de réponses et la détermination des zones d’intérét. A ce titre, ils constituent des outils
indispensables pour I’interprétation des résultats du plan (Goupy, 2006). Nous pouvons citer
entre autres : JMP, Statistica, Minitab, Statgraphics, Unscrambler, Pirouette, Modde, MATLAB
et NEMRODW, etc. (Yao et al., 2001 ; Britel et al., 2006 ; Goupy, 2006 ; Fanou, 2007, Walter
et al., 2010, Zran, 2015). Celui qui est uniquement dédié¢ a la construction et a I’analyse des

plans d’expérience est NEMRODW.

Les outils d’aide a I’interprétation sont utilisés pour identifier les effets principaux et les effets

des interactions qui impactent la (les) réponse (s) observée (s). Ces outils utilisent les différentes
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propriétés de distribution de la loi normale pour déduire la significativité des effets calculés.
Au niveau de ces outils, I’erreur expérimentale est considérée comme une variable aléatoire qui
est distribuée selon une loi normale (Boudissa, 2010). Deux approches sont mises en ceuvre par

ces outils a savoir : I’approche de Lenth et I’approche de la Normal Plot et Half Plot.
11.3.1. Approche de Lenth

Lenth a mis au point une méthode qui permet d’estimer le pseudo écart-type des estimations
des coefficients calculés (Lenth, 1989). Soit bj le coefficient calculé, bj = Bj + ¢j avec Bj la
valeur théoriquement vraie du coefficient j, ej I’erreur expérimentale. Lenth a supposé qu’aucun
facteur n’est actif car les Bj sont nuls. Si fj est nul, bj = ¢j, avec les bj qui sont distribués selon

une loi normale autour de zéro comme ’erreur e;.

Lenth a utilisé I’approche précédente pour démontrer le lien qui existe entre la médiane des

valeurs absolues des coefficients (bj) et 1’écart-type :

So = 1,5 » médiane|b;| ol So représente le pseudo écart-type noté PSE et |b;| la

valeur absolue des bj.

Pour ¢éliminer les effets qui ne respectent pas 1’hypothése de normalité, Lenth choisit de ne
considerer que les effets ayant une probabilite inférieure a 0,5%. Avec les effets restants (b; <
2,5 Sg) , il calcule la nouvelle médiane et le nouveau pseudo écart-type et ainsi de suite
jusqu’a ce qu’il n’y ait plus de coefficient a éliminer. Le PSE correspond a la valeur de So

trouvée a la derniere itération. Les limites de significativité sont calculées a I’aide de la relation :
Limites = +t, 4 * PSE Avec

- o le seuil de significativité qui est généralement de 5% et

- d le nombre d’effets restants/3.

Par ailleurs, le traitement fait avec le logiciel NEMRODW, la valeur t de Student avec le
nombre d sont générés. La valeur de d générée par ce dernier est en entier ; or arrondir d a un

entier permet d’accéder aux limites avec une bonne approximation (Boudissa, 2010).
11.3.2. Approche de Normal Plot et Half Plot

Comme dans 1’approche de Lenth, tous les effets sont considérés comme distribués selon une
loi normale autour de zéro bj = ej, alors les graphes Normal Plot et Half Plot permettent de

tester la répartition des valeurs de ces effets.

La construction du Normal Plot se fait de la maniére suivante :
58



Synthése bibliographique

On ordonne les valeurs des effets dans I’ordre croissant en affectant a chaque effet son rang j (j

=1,2,.....k). La valeur des effets constitue I’abscisse du graphe ;

On calcule la fréquence correspondant au rang j a I’aide de la relation :

j—0,5
P=—-
k

On obtient I’ordonnée du graphe en déterminant 1’inverse de la fonction de répartition de la loi

, , . _ P+1
normale centrée réduite F~1 = —

Les effets respectant la normalité se retrouvent alignés sur une droite. Les points qui s’écartent

de la droite correspondent aux effets probablement actifs.

Pour la construction du Half Plot, on adopte la méme démarche mais le classement se fait avec
la valeur absolue des valeurs des effets. Les deux graphes conduisent a la méme conclusion

d’identification des effets probablement actifs.

Deux sortes de modélisation existent : la modélisation statistique et celle physique. La
modé¢lisation statistique qui utilise les plans d’expérience est déja présentée. Le résumé de
quelques modeles empiriques dits physiques se fera a travers I’étude de quelques modéles

cinétiques.

1. Etat de I’art de quelques modé¢les cinétiques de croissance des

plantes

La modélisation des processus épuratoires dans les bassins de lagunage est un sujet toujours
d’actualité. La plupart des modeles identifiés dans un contexte donné ne peuvent pas prendre
en compte de fagon exhaustive 1’ensemble de paramétres physico-chimiques, écologiques,
biologiques et microbiologiques qui influencent les réactions mises en jeu (Koné, 2002).
L’abondance et la complexité des processus mis en jeu dans le lagunage rendent ainsi difficile
I’¢laboration d’un modele de prédiction de I’abattement des charges polluantes. Les modéles
existants de par la littérature (Vincent et al., 1962 ; Marais, 1966 ; McGarry et Pescod, 1970 ;
Mara, 1976 ; Arceivala, 1981 ; Eckenfelder, 1982 ; Polprasert et al., 1983 ; Mara, 1987, 1997 ;
Mara et Pearson, 1998) ont été établis par ces auteurs sur des bases principalement empiriques
et sont peu satisfaisants du point de vue de la compréhension des processus épuratoires dans le
lagunage ainsi que des dysfonctionnements qui s’y produisent (Koné, 2002; Harerimana, 2011,
Tangou, 2014).
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En effet, le modeéle (Eq. 3) établi par Vincent et al., 1962 et testé par Guene et Toure (1991) sur
les bassins des laitues d’eau de I’Institut International de I’Ingénierie de I’Eau et de
I’Environnement (EIER) au Burkina Faso, semblait satisfaire la prédiction du rendement des
bassins. Cette satisfaction de rendement a été mise en cause par les travaux de Roduit (1993)
qui ont montré comment Vincent et al., 1962 sous-estimait les rendements épuratoires lorsque
la charge organique augmente. Dans ce méme ordre d’idées, le modéle établi par Eckenfelder
en 1982 (Eqg. 4) qui estimait le rendement des bassins a été expérimenté avec succes a Niamey
par Laouali et al., 1996. Six ans apres les expérimentations de Laouali, Koné (2002) a eu du

mal a I’appliquer a ses données.

Beaucoup d’autres modéles mathématiques ont été¢ développés basés sur la cinétique de
Michaelis-Menten pour décrire la croissance des plantes essayant de corriger les insuffisances
constatées. La croissance de la plante est considérée comme étant une fonction de premier ordre
de la densité de tapis végétal (D = D, .e*!) (Tabou, 2014). De part cette équation, certains
auteurs tels que Boniardi et al. (1994), Vatta et al. (1995), Takashi et al. (2000b) ont eu a
corréler le taux de croissance (W) a la température (T), l'intensité lumineuse (I), certains
composes inhibiteurs, 1'age de la biomasse, les concentrations de substances nutritives N et P,
ainsi gqu'a la DCO (Eq. 5).

e 1 i
e S (Vincent etal.,1962) Eg. 3
Se_ ____  (Eckenfelder en 1982) Eq. 4

G 1+ Kt (Ce/ci ).t

Avec :

Ce et Ci: les concentrations de I’influent et de I’effluent en mg.L™,
K : la constante cinétique du premier ordre en j?,

T : la température en °C et

t : le temps de séjour en jour.

L= Hmax Xf(l)xf(T)X( N-NHj )X( P—PO; )X( Deo ) Eq. 5

N-NH}+ Ksn P-PO3 +Ksp DCO+ Kspco

(Vatta et al., 1995)
Avec :

W et umax : représentent respectivement le taux de croissance et le taux de croissance maximum de la

biomasse végétale ;
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(1) et f(T) : sont deux fonctions qui prennent en compte les effets respectifs de I’intensité lumineuse et

de la température ;

Ksn , Ksp et Kspco : représentant respectivement des constantes cinétiques de saturation relatives a

’azote, au phosphore et a la demande chimique en oxygeéne.

Conclusion partielle

En conclusion de ce chapitre 1, deux types de modélisation existent : la modélisation
physique et la modélisation statistique. La modélisation physique contribue a 1’amélioration
des modeéles existants tout en utilisant les lois physiques, alors que la modélisation statistique
utilise les modéles empiriques bases sur des observations expérimentales. Les plans
d’expérience appartiennent a la catégorie de la modélisation statistique. Contrairement a la
méthodologie expérimentale classique qui consiste a faire varier un facteur tout en fixant les
autres et qui ne prend pas en compte 1’étude des interactions et qui génere un nombre d’essais
grand, la méthodologie de recherche expérimentale encore appelée plan d’expérience prend
en compte 1’é¢tude des interactions et génére un nombre d’essais limité. La méthodologie de
recherche expérimentale permet d’économiser du temps en faisant un minimum d’essais tout
en ayant le maximum d’informations sur un phénoméne. La méthodologie de recherche

expérimentale étudie les interactions et permet d’avoir une vue globale du domaine d’étude.
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CHAPITRE | : DESCRIPTION DE L’ESPECE ETUDIE ET

EXPERIMENTATIONS

|. Description morphologique de I’espéce étudiée : Eichhornia crassipes

I.1. Caractéres morphologiques

La jacinthe d’eau (ou Buchon de agua en Espagnol ou Wasserhyazinthe en Allemand et Water
Hacinth (Water-hyacinth) en Anglais) est une plante monocotylédone herbacée vivace des
rivieres, canaux et lacs des régions tropicales et tempérées (Julve, 2015) (Figure 17). Le tableau
V, ci-dessous, présente la description botanique de E. crassipes selon la classification de
Cronquist (1981).

Tableau V : Classification de Eichhornia crassipes (Classification de Cronquist, 1981)

Classification botanique
Régne Plantae
Sous-regne Tracheobionta
Division | Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Sous-classe | Lilitadae
Ordre Liliales
Famille | Pontedereaceae
Genre Eichhornia
Espéce | Crassipes

) ) Eichhornia crassipes Figure 17 : Photo de la jacinthe

Nom binominal (Mart.) Solms d’eau (Eichhornia crassipes)

1.2. Echantillonnage

L’échantillonnage des eaux usées et des macrophytes utilises a été effectué dans la ville de
Yamoussoukro, capitale politique de la Cote d’Ivoire, située a environ 240 km d’Abidjan. Les
eaux usées ont été prélevées a la grande ferme de I’Institut National Polytechnique Félix
Houphouét Boigny et les macrophytes au lac n°8 situé entre N’Zuessy et le quartier Habitat. Le
lieu de prélévement des eaux usées est le site d’élevage expérimental des porcs de 1’Institut
National Polytechnique Félix Houphotet Boigny (INP-HB). Ainsi, les eaux usees sont un
mélange des eaux des abreuvoirs et des excrétats des porcs.
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Deux échantillonnages ont été effectués pour 1’essai sur les facteurs qui influencent la
phytoépuration et celui de I’absorption des métaux par E. crassipes. L’échantillonnage des eaux

usées est fait pour I’étude des facteurs qui influencent la phytoépuration en aotit 2015 et en avril

2016. Pour I’essai de 1’absorption métallique, le prélévement des eaux usées est fait en
novembre 2015 et en mars 2016. Pour étudier les facteurs qui influencent 1’absorption des
métaux par E. crassipes, des plants de la jacinthe ont été collectés au niveau du lac et sont
immédiatement introduits a notre arrivée sur le site d’expérimentation, dans des grands bacs

contenant 20 litres d’eau de robinet.

Les coordonnées géographiques des sites de prélévement de 1’eau usée, des macrophytes et de
I’expérimentation ont été référencées grace au GPS de marque SUMMIT HC GARMIN
(Tableau VI).

Tableau VI : Coordonnées géographiques des différents sites de prélevement et des
expérimentations

Points Longitude Latitude
Lac (macrophytes) 6°49’ 01,0 5°16° 27,1
Porcherie (Eaux usees) 6° 53° 05,5 5°13”18,8”
Essais 6° 53 19,0 5°13” 31,17

1.2.1. Choix des métaux lourds étudiés

Avec la problématique de la présence des polluants métalliques dans les eaux usées, méme
parfois dans les eaux usées domestiques, il a été judicieux d’envisager leur traitement. Ces
polluants métalliques sont de deux sortes. Il y a la catégorie des éléments essentiels dont la
plante a besoin pour son métabolisme. Ils deviennent extrémement toxiques a la plante a
concentration élevée (Williams et al., 2000). Parmi ces éléments essentiels, il existe les
macroéléments et les microéléments. Le cuivre fait partir des éléments essentiels a faible
concentration et a le méme comportement que le nickel (Ni) en présence de la matiére organique
(Aina et al., 2012). En milieu aquatique, le cuivre entre en compétition avec le fer pour se
retrouver dans les organismes (Fortin, 1999). La deuxiéme catégorie de polluants inorganiques
est constituée des métaux toxiques a tout étre vivant, méme a faible concentration (Ogamba et

al., 2015). Le cadmium fait partir de cette catégorie et constitue ainsi, un élément toxique pour

77



Matériel et méthodes

le biote. Afin d’étudier leur effet séparée et combinée en présence de la matic¢re organique d’un

élément de chaque catégorie, le cuivre et le cadmium ont été choisis.

1.2.2. Choix des différentes gammes de concentration métalliques

Les différentes gammes de concentration utilisees pour les métaux sont : 2 mg/L, 5 mg/L, 10
mg/L et 15 mg/l. Ces gammes de concentration ont été choisies en tenant compte non seulement
des travaux antérieurs a travers la littérature (Fawzy et al., 2011 ; Hafidzatul and Puziah, 2010;
Zhan et al., 2010 ; Zanaty et al., 2012), mais aussi des valeurs couramment retrouvées dans les

gaux usées.

1.2.3. Choix du temps de séjour

Pour les essais sur 1’étude de I’effet du temps de séjour, de la densité de la plante et de la charge
organique initiale en DCO sur la phytoépuration utilisant la jacinthe d’eau, le temps de séjour
est de 5 a 15 jours. Quant aux essais de 1’absorption métallique du cuivre et du cadmium, le
temps de séjour est de 20 jours. Ces temps de séjour ont été choisis en se référant non seulement
aux ¢études indiquant le temps de séjour nécessaire pour 1’épuration de la pollution organique
des eaux usées (Koné, 2002 ; Effebi, 2009 ; Aina et al., 2012) mais aussi celles abordant
I’élimination des métaux lourds par la jacinthe d’eau (Gakwavu et al., 2006 ; Jayaweera et al.,
2007; Virendra et al., 2008).

I1. Protocoles d’expérimentations

11.1. Expérience 1 : évaluation de I’effet de certains facteurs sur la
phytoéuration

Pour cette étude, le plan factoriel complet a été utilisé afin d’étudier 1’effet des trois facteurs
que sont le temps de séjour, la densité de plante et la charge organique initiale exprimée en
DCO. Le tableau VII présente le domaine d’étude et les deux niveaux de variations attribués a
chaque facteur : un niveau inférieur ou bas noté niveau (-), et un niveau supérieur ou haut noté
niveau (+).

Le dispositif expérimental du type mésocosme a été mis en place sous les galeries
expérimentales du site nord de I’'INPHB de Yamoussoukro. Il est constitué de vingt-quatre
petits bacs de dimensions respectivement longueur, largeur et hauteur 0,34 x 0,24 x 0,19 m a
raison de trois repétitions par objet et est dispose de fagon aléatoire. Le plan factoriel complet
mis en ceuvre a consisté en une combinaison de tous les deux niveaux de chacun des trois

facteurs, et a donc comporté 2° objets en triplicatas, correspondant ainsi a un total de 24.
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Tableau VII : Domaine expérimental

Variables Facteurs Niveau -1 Niveau +1
Us Temps de séjour (Jours) 5 15
Uz Densité de plantes (Pieds/m?) 30 60
Us Charge initiale en DCO (mgO2/L) 192 944

% Mode opératoire

Le mode opératoire général des essais consiste a mettre 10 litres d’eau usée de la porcherie a
des concentrations connues en DCO, dans les petits bacs dont les dimensions ont été indiquées
précédemment. Apres un temps de séjour indiqué (Tableau V1), les concentrations résiduaires
en DCO, ammonium (NH4") et orthophosphate (PO4>) sont évaluées respectivement selon les
normes NFT 90-101, NFT 90-015 et NFT 90-023. Leur taux d’abattement est calculé selon la
formule (Eq.6) :

Conc.initiale—Conc.finale

Taux d'abattement = * 100 Eq. 6

Conc.initiale

Avec :

Conc.initiate : la concentration initiale de chaque parametre
Conc.finale : la concentration finale, a la fin du traitement

Ces taux d’abattement représentent les trois réponses (Y1, Y2 et Y3) du phénomeéne. Les
différents coefficients a; ainsi que les écarts-types et les réponses calculées (Y caic.) sont générés
a I’aide du logiciel NEMROD-W, version 9901. Pour arréter les coefficients des facteurs qui
ont d’influences sur le phénomene étudié, le test de significativité est utilisé. Ainsi, un
coefficient est statistiquement significatif si sa valeur absolue est supérieure ou égale a deux
fois I’écart-type (20) (test de significativité). La matrice d’expérience obtenue a partir de la
combinaison des trois facteurs est donnée par le tableau VIII. Le plan d’expérience est obtenu
en remplagant dans la matrice d’expérience, les valeurs -1 et +1 des variables codées par les
valeurs réelles des facteurs correspondants. Chaque ligne de la matrice expérimentale (matrice

de Yates) indique les conditions expérimentales de 1’expérience a effectuer (Tableau IX).
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Tableau VIII : Matrice d’expérience

H

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

- : la plus petite valeur que peut prendre le facteur dans le domaine d’étude

+ : la plus grande valeur que peut prendre le facteur dans le domaine d’étude

Tableau IX : Plan expérimental

i

1 5 2 192
2 15 2 192
3 5 5 192
4 15 5 192
5 5 2 944
6 15 2 944
7 5 5 944
8 15 5 944

11.2. Expérience 2 : Démarche expérimentale pour I’étude de
I’élimination métallique

Les conditions optimales issues des essais sur 1’étude de 1’effet du temps de séjour, de la densité

de plante et de la charge initiale en DCO ont été utilisées pour la suite des travaux. La démarche

méthodologique utilisée au cours de cette phase expérimentale se résume en deux étapes. La

premiere étape est celle de la préparation des milieux de croissance des macrophytes en mettant

dans chaque bac de I’eau usée conformément aux conditions optimales obtenues en matiére de

la DCO. La deuxieme étape est 1’étape de la pollution des eaux usées des bacs par différentes
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concentrations métalliques. Quant a la deuxiéme étape, elle consiste a I’introduction des

macrophytes prélevés suivant les conditions optimales des essais précédents.

Tous les réactifs utilisés sont de type analytique. Des concentrations de 100 mg/L de la solution
de cuivre et de cadmium ont été préparées séparément avec le sulfate de cuivre pentahydraté
(CuSOa4. 5H20) et de sulfate de cadmium octahydraté (3CdSOa. 8H,0).

Les conditions optimales de ’expérience précédente (944 mgO2/L en DCO et 60 Pieds/m? en
densité surfacique de plantes) ont été utilisées. Ainsi, 10 litres d’eau usée de porcherie a 944
mgO2/L en DCO sont mises dans chacun des bacs décrits précedemment. Afin d’obtenir les
différentes solutions filles (2 ; 5 ; 10 et 15 mg/L), une certaine quantité de la solution mére de
chaque catégorie de solution métallique (100 mg/L) a été diluée dans I’cau usée. Cette opération
est faite quelle que soit la nature de la solution métallique (monométallique et bimétallique).
Selon les dimensions de chaque bac et la densité surfacique des conditions optimales des essais
précédents, 60 pieds / m? de la jacinthe d’eau ont été introduites dans chacune de ces solutions

filles pendant 20 jours. Chaque essai est répété trois fois.

11.3. Etude de D’effet des polluants organiques sur les métabolites

secondaires

11.3.1. Caractérisation des végétaux

La figure 18, ci-dessous présente les différentes étapes qui ont conduit a la caractérisation des

veégétaux
Poudre matiere
. Macération a froid dans
seche 2,59
- Ethanol 70% / Eau 30%
Extrait 9 pendant 24 heures
. N Filtration
[ Evaporation
sous vide )

Solution aqueuse

Screening Dosage composés

phytochimique phénoliques

Figure 18 : Les différentes étapes de 1’extraction des métabolites secondaires étudiés
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11.3.2. Préparation des extraits des composés phénoliques

Pour I’analyse quantitative des polyphénols, I’extraction liquide-solide a été réalisée par
macération ; le solvant utilisé est le mélange hydro alcoolique dans la proportion 70 et 30
(EtOH/Eau : 70/30) avec un ratio de 2,5%. 2,5 g du matériel végétal sec ont été pesés puis
mélangés avec un volume de 100 mL du solvant. Le mélange est maintenu sous agitation
magnétique pendant 24 heures a température ambiante. La solution obtenue est ensuite filtrée
sur papier filtre (Wattman N°1 de diametre 0,16 mm) sous vide. Le filtrat a été ensuite recupére.

La figure 19 présente 1’aspect des différents extraits apres leur filtration.

Figure 19 : Photo montrant I’aspect des extraits apres filtration

Ce chapitre présente la plante étudiée qui est la jacinthe d’eau de son nom scientifique

Eichhornia crassipes. La jacinthe d’eau est plante aquatique supérieure flottante. Pour I’étude
de I’effet du temps de séjour, de la densité de plante et de la charge initiale organique en
demande chimique en oxygeéne sur la phytoépuration utilisant la jacinthe d’eau, le plan
factoriel complet a été utilisé. Concernant 1’étude de I’élimination métallique, le cuivre, le
cadmium en leur solution monométallique et bimétallique ont été mise en exergue pendant
20 jours. L’extration hydroéthanolique par macération a permis de réaliser I’effet des
polluants organiques sur les métabolites secondaires de la jacinthe d’eau utilisée dans

I’¢élimination de ces polluants.
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CHAPITRE Il : MATERIEL ET METHODES ANALYTIQUES

I. Principe de fonctionnement du spectrophotometre (UV-visible)

La spectrophotométrie est une méthode analytique quantitative qui consiste a mesurer
I’absorbance ou la densité optique d’une substance chimique donnée en solution. Plus cette
substance est concentrée plus elle absorbe la lumiere dans les limites de proportionnalités
énoncées par la loi de Beer-Lambert. La densité optique des solutions est déterminée par un
spectrophotometre préalablement étalonné sur la longueur d'onde d'absorption maximale de
I’espéce chimique a étudier. Lorsqu’une lumiére d’intensité Io passe a travers une solution, une
partie de celle-ci est absorbée par le(s) soluté(s). Il en résulte que 1’intensité | de la lumiere
transmise devient inférieure a lo. L’absorbance de la solution est définie comme indiqué dans
les équations 7 et 8 (Di Benedetto et Breuil, 2007) :

I
A=Logq ( Eq.7
A= —-LogT Eq.8
Avec T la transmittance : T = IL

L’absorbance est d’autant plus grande que I’intensité transmise est faible, cette relation reste

linéaire dans un intervalle donné de concentration de la solution.
I1. Méthodes d’analyse des parametres évalués

I11.1. Matieres organiques

En se basant sur la décomposition des matieres organiques en milieu ouvert ou fermé (présence
ou absence d’oxygene), la présence des matiéres organiques est contrflée en faisant recours
généralement aux parametres suivants : la Demande Chimique en Oxygene (DCO); la Demande
Biochimique en oxygéne aprés 5 jours d’incubation (DBOs); le Carbone Organique Total
(COT); le Carbone Organique Dissout (COD).

La DCO équivaut a la quantité d’oxygéne nécessaire pour oxyder les matiéres organiques
biodégradables et non biodégradables tandis que la demande biochimique en oxygéne pendant
5 jours d’incurbation a 25°C (DBOs) est relative a la partie accessible par les bactéries et ne
prend en compte que les matiéres organiques biodégradables. A partir des valeurs de la DCO

et de la DBOs, on peut evaluer le taux de biodégradabilité d’un effluent. Pour une eau usée
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- Dco . . ) .
biodégradable, ce rapport (m) est généralement compris entre 2 et 3. Lorsqu’il est supérieur
5

a 3, Deffluent est qualifié¢ de difficilement biodégradable (Degrémont, 2005). Le carbone
organique total (COT) permet de mesurer la fraction carbonée des matieres organiques. Une
grande partie de la DCO se retrouve sous forme de COT. Enfin, le carbone organique dissout
(COD) exprime la totalit¢ des fractions solubles des mati¢res organiques qu’elles soient

biodégradables ou inertes.
Ainsi, dans le cadre des présents travaux, il a été évalué :

e la DCO pour connaitre I’importance de la pollution carbonée dans le milieu étudié,
e 1a DBOs pour voir la part biodégradable de cette pollution carbonée dans ces eaux usées
et, pour identifier le procédé de traitement a utiliser. La DCO et la DBOs s’expriment

en mgO..L™?

La DCO a été mesurée selon la méthode volumétrique par oxydation des matieres organiques
au dichromate de potassium a chaud en milieu acide et en présence de sulfate d’argent comme
catalyseur, conformément a la norme AFNOR T-90-101. La DBOs a été évaluée selon la

méthode manométrique avec des manometres Oxytop WTW, selon la norme NF 90-103.

11.2. Matiéres azotées et phosphorées

< Dosage des ions phosphate (PO4*)

Selon la méthode définie par la norme NFT90-923, les ions orthophosphates forment un
complexe avec le paramolybdate d’ammonium ((NH4)sM07024, 4H20) et tartrate d’antimoine
et de potassium (K(SbO)CsH40s). Ce complexe est réduit par 1’acide ascorbique en complexe
coloré en bleu qui présente deux valeurs maximales d’absorption, I’une vers 700 nm et 1’autre
vers 880 nm. La lecture de ’intensité de coloration est effectu¢e a I’aide du spectrophotometre
UV/VIS de marque JASCO V —530 a 770 nm, muni de capsules de 10 mL et couplé a un micro-
ordinateur fonctionnant avec le logiciel SPECTRA MANAGER. Les résultats obtenus sont
rapportés a une courbe d’étalonnage réalisée avec une solution standard de
dihydrogénophosphate de potassium (KH2POs). Les poly-phosphates et le phosphore organique
ne sont pas dosés par cette méthode.

Les valeurs obtenues avant et aprés le traitement des eaux usées permettent de calculer le taux
d’abattement des ions phosphates suivant I’équation 3. Ces valeurs, constituent I’une des trois

réponses du phénomene étudié.
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Pour cette étude, I’ammonium (NH4") et les orthophosphates (POs%) ont été évalués selon la
méthode colorimétrique basée sur 1’utilisation du spectrophotomeétre UV-visible utilisant le

réactif de Nessler selon la norme NFT 90-015.

11.3. Calcul des effets relatifs des facteurs sur les réponses

La contribution relative des facteurs sur le phénomene étudié a été calculée a 'aide de 1’éq.9.
Encore appelée diagramme de Paréto, elle facilite la mise en évidence de I’apport de chacun

des facteurs sur le phénomeéne étudié.

2
P, = (Z";?) +100 (i # 0) Eq.9

Avec :
Pi représente la contribution de chacun des facteurs ;

ai qui représente le carré de la valeur du coefficient dont on veut évaluer la contribution

et

Y ai? qui représente la somme du carré des coefficients.
1. Evaluation de I’absorption métallique

I111.1. Dosage des métaux dans les échantillons d’eau

L’expérimentation a duré 20 jours et des prélevements ont été effectués respectivement apres
3;6;9;12; 15 et 20 jours de traitement. Une partie de ces échantillon a été conservée a 4°C
apres acidification avec de ’acide nitrique (HNO3z) a 50% selon le protocole (1 mL de HNOs a
50% dans 125 mL d’échantillon) pour le dosage de cuivre et/ou de cadmium par spectrométrie
d’absorption atomique (SAA) a flamme air-acétylene, type Varian AA20 selon la norme Afnor
NFT 90-112 (522). La seconde partie a servi a évaluer la DCO, du NH4" et du PO4*> selon la

méthodologie décrite plus haut pour I’évaluation de ces différents paramétres.

111.2. Dosage métallique dans les échantillons issus de la plante

Les échantillons de plantes ont été rincés a I’aide d’eau de robinet puis a ’eau déminéralisée
pour éliminer tout résidu de terre fixé a la surface des plantes. L’ensemble de ces échantillons
de plantes a été pesé avant et apres les expérimentations pour chaque type de concentration.
Ensuite, les pieds de la jacinthe d’eau ont été séparés en leurs différentes parties : racines, tige
et feuilles et mises dans du papier aluminium et laissées a 1’étuve a 50°C pendant 48 heures afin

d’éviter I’évaporation métallique a température élevée. Apres ces 48 heures a 50°C, elles ont
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été séchées a nouveau a 1’étuve a 105 °C pendant 24 heures. 250 mg de la poudre de la biomasse
végétale séchée et broyée ont été minéralisés a 600 °C durant 5 heures dans un four a mouffle
afin d’obtenir des cendres blanches. 6 mL d’eau régale constituée d’acide chlorhydrique et
d’acide nitrique (HCI 20% — HNOs3, ratio 5 : 1) ont servi a faire une digestion a chaud a 100°C
pendant une heure des résidus de cendres issus de la minéralisation au four (Kularatne et de
Freitas, 2013). Cette operation de digestion de la matiére minérale a conduit a une solubilisation
quasi-compléte de la matiére végétale. Le résidu solide obtenu apres digestion acide des
échantillons de plante peut étre considéré négligeable devant la masse de matiére séche
minéralisée (250 mg). La solution de minéralisation obtenue a ensuite été refroidie a
température ambiante, filtrée (filtres en microfibres de verre — 0,45 um) et diluée dans une fiole
de 25 mL avec de I’eau déminéralisée. Les solutions obtenues sont conservées a 4°C et sont
dosées a la SAA.

Certains oligoéléments (magnésium, fer, cuivre, manganese et zinc), macroéléments (soufre,
calcium, potassium, sodium et phosphore), éléments toxiques (cadmium et plomb) et la teneur
en eau ont été aussi évalués sur Eichhornia crassipes récoltés au Bénin et en Cote-d’Ivoire. Le
tableau X présente la norme et la méthodologie utilisées pour évaluer chacun de ces parametres.
La matiére seche (MS) qui est constituée de la partie d’un produit végétal qui reste une fois que
I’eau en a été totalement extraite, a été déterminée par séchage a 1’étuve ventilée de
I’échantillon. Dans un creuset en porcelaine préalablement séché et taré (tare t), une masse (m)
d’échantillon est pesée. La masse pesée de 1’échantillon est ensuite mise a I’étuve a 105°C
jusqu’a obtenir une masse constante d’échantillon. Apres 1’obtention de la masse constante, elle
a été refroidie dans un dessiccateur puis I’ensemble a été pesé (Mo). La teneur en matiere seche
a été calculée suivant la formule : %MS = 100 x (Mo — t) /m. La teneur en eau revient a la
différence entre 100 et la teneur de la matiére séche : %TE = 100 - %ME.

Tableau X : Méthodes normalisées d’évaluations des macroéléments, des oligoéléments et des
éléments toxiques évalués

Paramétres Normes Meéthodologies

Calcium (Ca) NF T90-016(338) Titrimétrique

Cadmium (Cd)

Cuivre (Cu)
Fer (Fe) NFT 90-112 (522) Spectrométrie

- Atomique dans la
Manganese (Mn) flamme (SAA)
Plomb (Pb)
Magnésium (Mg) NF T90-005(294)
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Potassium (K) NF T90-020(351)
V. Calculs des facteurs montrant la capacité absorbante des métaux
par la plante

La capacité d’une plante a accumuler des polluants a partir de son environnement est évaluée
grace a la teneur métallique totale (équation 10). Le taux relatif de croissance (RGR) a été
évalué suivant la formule de Coombs et al. (1985) (équation 11). La localisation de la quantité
métallique absorbée par la plante est faite par calcul de certains facteurs spécifiques tels que le
Facteur de BioConcentration (FBC), le Facteur de Translocation (FT) et le Taux de I’Efficacité

de la translocation (TE).

Le facteur de bioconcentration traduit la capacité d’une espéce végétale a accumuler dans ses
tissus (généralement les racines) un polluant a partir de son environnement (le sol ou dans I’eau)
et est calculé suivant I’équation 13 (Zayed et al., 1998). Le facteur de translocation traduit la
capacité d’une espece végétale a transférer un polluant de ses racines vers ses parties aériennes
(tige, feuilles, fleurs...). Il est calculé en utilisant 1’équation 12 (Luo et al., 2005). Le taux
d'efficacité de la translocation (%) permet d’exprimer la capacité d’une plante a transférer un
métal des racines aux feuilles a différentes concentrations et est évalué selon 1’équation 14 (Das
etal., 2014).

(amp)("9/) -rmryy (M)
MS (g)

TMiorate O Jg) = «V (mL) Eq. 10

Avec :

TMuotate : la teneur métallique totale

TMP : la teneur métallique de plante (racine, tige et feuille) ayant subi les différents traitements,
TMPt : la teneur métallique de la plante témoin (racine, tige et feuille),

V : le volume,

MS : la masse de la matiére séche.

8\ _ MFfinale (9)
RGR (kg-l) " MFinitiate (kg) X TS (Jours) Eq.ll

Ou:
MFinaie : représente la matiere fraiche a la fin des essais ;
MFiniiate - représente la matiére fraiche au début des essais ;

TS : représente le temps de séjour.
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. - m
TMpartie aérienne (tige et feuille) ( g/kg)

FT =
TMRacine (mg/kg)

Eq 12

Avec :
TMeartie agrienne = représente la teneur métalligue totale accumulée dans la partie aérienne de la plante ;
TMgacine : représente la teneur métallique totale accumulée par la racine de la plante.

TMRacine (mg/kg)

FBC =
Cinitiale (mg/ L)

Eq.13

Ou:
TMgacine : représente la teneur métallique totale accumulée par la racine de la plante,

Cinitiale : représente la concentration métallique initiale de la solution.

TMfeuilles( mg/kg)
m

%TE =

« 100 Eq.14

TMRacine * /g g)

Avec :

TMreuities : représente la teneur métallique accumulée par les feuilles de la plante,
TMRgacine : représente la teneur métallique accumulée par la racine de la plante.

Poudre matiére séche 2,5 g

V. Screening phyto-chimique

Le screening phytochimique est une technique d’identification du potentiel chimique des
plantes a travers la recherche des grandes familles de composés chimiques par des réactions de
coloration et de précipitation en tube (Tableau XI). Les groupes phyto-chimiques recherchés

sont entre autres : les polyphénols (flavonoides, anthocyanes, tanins...) et les alcaloides.

Tableau XI : Screening phytochimique

Parametres Méthodologie Références
Stérols
Réaction de Lieberman et Burchard Wagner, 1983
Terpenes
Tanins galliques Réaction a la Stiany
Ethel, 1922

Tanins catéchiques Réaction a la Stiany acido-alcoolique

Réaction a la cyanidine sans ajout de

Leucoanthocyanes -
copeaux de magnesium

Wagner, 1983

Anthocyanes Réaction acido-basique selon la coloration | Ethel, 1922
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Co,m po_ses Test au trichlorure de fer 111 Wagner, 1983
phénoliques

H 1 W
Alcaloides Test de Mayer et de Dragendorff 1;ggon, 998 ; Wagner,
Flavonoides Réaction a la cyanidine Wagner, 1983

V.1. Dosage des composés phénoliques

La méthode colorimétrique basée sur I’utilisation du spectrophotométre UV-visible a été
utilisée pour la quantification a partir de la matiére végétale. L’acide gallique, la Kercétine et
la Catéchine constituent les différentes solutions étalons utilisées pour le tracé des courbes
d’étalonnage des composés phénoliques totaux, des flavonoides totaux et des tannins

condensés.

V.1.1.Dosage des polyphénoliques totaux (PPT)

Le dosage des polyphénols totaux dans les différents extraits est réaliseé par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu de Singleton et al., (1999). Il utilise principalement le réactif
de « Folin-Ciocalteu » qui est un melange de complexes des acides phosphotungstique

(H3PW12040) et phosphomolybdique (Hs3PMo012040) de couleur jaune.

®,

% Principe

Il est basé sur ’oxydation en milieu basique des fonctions oxydables des polyphénoliques par
le réactif de Folin-Ciocalteu avec la formation d’un nouveau complexe molybdéne-tungstene
(Mo0gO23-Wg023). Ces complexes molybdenes-tungsténes (oxydes métalliques WgO23/M0gO23)
de couleur bleue formés, présentent un maximum d’absorption a 765 nm avec la formation d’un
ion phénolate dont I’intensité est proportionnelle a la quantité des composés phénoliques
présents dans 1’échantillon. Le dosage des PPT est effectu¢ par la comparaison de la différence

optique (D.O) observée a celle obtenue par un étalon d’acide gallique de concentration connue

(Wong et al., 2006).

% Mode opératoire

Pour le dosage des composés phénoliques totaux, 0,4 mL d’extrait est mélangé dans un tube a
essai avec 2 mL du reactif de Folin-Ciocalteu (1/10). Aprés 4min de temps de réaction au repos,
il est ajouté 1,6 mL d’une solution de Na,COz (20 ou 7,5%). Le mélange obtenu est incubé a la
température ambiante et a I’obscurité pendant environ 2 heures. La lecture de 1’absorbance est

faite au spectrophotomeétre a 765 nm contre un blanc réalisé dans les mémes conditions sauf le

remplacement de 1’extrait par le solvant d’extraction (Agbangnan et al., 2012).
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La figure 20 présente la droite d’étalonnage préalablement tracée avec 1’acide gallique dans les
mémes conditions que les échantillons a analyser. Les résultats obtenus sont exprimés en

milligramme équivalent d’acide gallique par gramme de matiere seéche (mg EGa/g Ms).

11 y = 10,014x
R2 = 0,9954

o
oo

o o
~» o

Absorbance (nm)

o
(N)

0 T T T T T T T T T

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
[Acide gallique] (mg/mL)

Figure 20 : Courbe d’étalonnage des polyphénols totaux
V.1.2.Dosage des flavonoides totaux (FVT)

La méthodologie utilisee est la méthode colorimétrique de trichlorure d’Aluminium
(Agbangnan et al., 2012). Elle utilise les réactifs comme les solutions incolores de nitrite de
sodium (NaNOz, 5%), de chlorure d’aluminium (AlClz, 10%) et d’hydroxyde de sodium
(NaOH, 1 N).

% Principe

Le principe est basé sur 1’oxydation du groupement hydroxyle (OH) libre, en position 5 des
flavonoides par le chlorure d’aluminium avec la formation d’un complexe jaunatre par chélation
des métaux (fer et aluminium) qui absorbe a 510 nm. Ceci traduit le fait que le métal (Al) perd

deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygeéne de la molécule phénolique agissant comme

donneur d’électrons (Ribéreau-Gayon et al., 1972).

% Mode opératoire

Dans un tube a essai de 10 mL ont été introduits successivement 500ulL de 1’extrait, 2,5 mL
d’eau distillée et 300 pL d’une solution de NaNOz2 (5%). Apres 6 minutes de réactions, 300 pL.
de AIClI3 (10%) sont ajoutés puis apres 5 minutes, 1 mL de NaOH (1 N) et 400 pL d’eau distillée

ont été ajoutés successivement au mélange. L.’absorbance du mélange obtenu a été directement

mesurée au spectrophotometre UV-visible a 510 nm contre un blanc.

La concentration des flavonoides contenus dans les différents extraits est calculée en se référant

a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la kercétine comme solution étalon (figure 21).
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Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent de kercétine par gramme de matiére
séche (mg EK/g Ms).

0,35 H
03 - y = 0,645x + 0,0228
= : R2=0,9953
£ 0,25 A
8
é 0,2
2 0,15 ~
<
0,1 -
0,05 -
0 T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[Kercétine] (mg/mL)

Figure 21 : Courbe d’étalonnage des flavonoides totaux

V.1.3. Dosage des tanins condensés

Le dosage est fait selon la méthode a la vanilline utilisant la vanilline et I’acide chlorhydrique

concentre.
% Principe
Le principe de ce dosage est base sur la fixation en milieu acide du groupement aldéhydique de

la vanilline sur le carbone 6 du cycle A de la catéchine pour former un complexe chromophore

rouge qui absorbe a 500 nm (Agbangnan et al., 2012).

% Mode opératoire

Dans un tube a essai 50 pL de I’extrait, 3 mL de Vanilline/MeOH (4%) et 1,5 mL d’acide
chlorhydrique fumant sont introduits. Apreés 15 minutes, 1’absorbance du mélange obtenu est
mesurée au spectrophotometre UV-visible & 500 nm contre un blanc. La courbe d’étalonnage
(figure 22) est élaborée avec la solution étalon de la catéchine préparée a des concentrations
différentes. Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent catéchine par gramme de

matiere seche (mg EC/g Ms).
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0,6

y =0,6003x - 0,0423
R2=10,995
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Figure 22 : Courbe d’étalonnage des tanins condenses

VI. Analyse statistique des donnees

Les différentes variations observées par base de données ont été appréciées a 1’aide de diverses
méthodes statistiques. Pour 1I’étude de I’influence du temps de séjour, de la densité de plante et
de la charge organique initiale en DCO sur la phytoépuration, le Boxplot a servi a évaluer la
distribution de chacune des réponses. Ensuite, les modéles obtenus ont été validés de deux
maniéres, a savoir : la validation statistique et celle expérimentale. Pour ce qui concerne 1’étude
de I’absorption métallique par la jacinthe d’eau (Eichhornia crassipes), le Boxplot a été utilisé
d’une part, suivi d’une étude d’analyse de variance (ANOVA) a un facteur, a deux et parfois a
trois facteurs. La régression linéaire a été aussi mise a profit d’autre part pour évaluer la
contribution de la plante dans les différents traitements. Au niveau de 1’étude de I’effet des
polluants organiques sur les métabolites secondaires de Eichhornia crassipes, le Boxplot et
I’analyse de variance (ANOVA) a trois facteurs ont permis d’évaluer la dispersion et la

distribution des facteurs sur les métabolites secondaires.

V1.1. Validation des modeles

La méthode de validation expérimentale consiste a s’intéresser au coefficient de corrélation et
/ ou a la variation qui existe entre la réponse expérimentale et la réponse théorique (Feinberg,
1996). Si le coefficient de corrélation (R) tend vers -1 ou 1, il y a donc une bonne corrélation
entre ces deux réponses. Si le coefficient de détermination (R?) tend vers 1, le modéle peut étre
validé. La validation statistique a consisté a apprécier 1’écart entre les réponses mesurées et

celles calculées a 1’aide du modele (Yexp. et Ycalc.).
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V1.2. Boxplots

Le Boxplot, encore appelé boite a moustaches, est une représentation graphique qui permet de
dessiner le profil d’une série statistique favorisant la visualisation de sa distribution. La boite
donne un résumé numérique simple et pratique d’une distribution par les mesures de cinq
valeurs : minimum, premier quartile Q1 (25%), médiane Q2 (50%), troisieme quartile Qs (75%)
et maximum. Le Boxplot est délimité par le premier et le troisieme quartile et contient de ce
fait 50% de 1’échantillon étudié. Les moustaches inférieure et supérieure représentent
respectivement le minimum et le maximum. Le Boxplot a I’avantage de favoriser la détection
d’une asymétrie de la distribution, d’une inégalité dans les variances, la présence des points
aberrants, des points a I’extérieur des moustaches qui sont définis comme des observations en
dehors de D’intervalle appelé écart interquartile 1. Ce dernier est encadré par Qi1 et Qs de la
maniére suivante : 1 = {Q1 (25%) — 1,5, Q3 (75%) + 1,5} [Q3 — Q1]. Les points a I’extérieur des
moustaches sont définis comme des observations suspectes. Il permet d’analyser les relations
entre les variables qualitatives et quantitatives. Les graphiques ont été réalisés a 1’aide du

logiciel XLSTAT version d’essai d’une part et du logiciel R d’autre part.

VI1.3. ANOVA

L’analyse de la variance (Analysis Of Variance) en anglais, en abrégé ANOVA, est un test
statistique permettant de vérifier que plusieurs échantillons sont issus d’une méme population.
Ce test s’applique lorsque 1’on mesure une ou plusieurs variables explicatives catégorielles
(appelées alors facteurs de variabilité, leurs différentes modalités étant parfois appelées :
niveaux) qui ont de 1’influence sur la distribution d’une variable continue a expliquer. On parle
d’analyse a un facteur lorsque I’analyse porte sur un modele décrit par un seul facteur de

variabilité, d’analyse a deux facteurs ou d’analyse multifactorielle sinon.

L’analyse de la variance met en exergue le comportement d'une variable quantitative a
expliquer en fonction d’une ou de plusieurs variables nominales catégorielles. Lorsque 1’0n
souhaite étudier le comportement de plusieurs variables a expliquer en méme temps, on utilisera
une analyse de la variance multiple (MANOVA). Si un modéle contient des variables
explicatives catégorielles et continues et que lI'on souhaite étudier les lois liant les variables
explicatives continues avec la variable a expliquer en fonction de chaque modalité des variables
catégorielles, on utilisera alors une analyse de la covariance (ANCOVA). L’analyse de variance
permet simplement de répondre a la question de savoir si tous les échantillons suivent une méme

loi normale qui n’est rien d’autre qu’une hypothése normée hypothése nulle (Ho). Dans le cas
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ou I'on rejette I'nypothese nulle, cette analyse ne permet pas de savoir quels sont les échantillons
qui s’écartent de cette loi. Ainsi, pour identifier les échantillons qui induisent la différence, on
utilise les différents tests post-hoc (ou tests de comparaisons multiples, MCP pour Multiple
Comparison Test). Ces tests obligent en général a augmenter les risques de I'analyse qui ne sont
rien d’autres que des risques statistiques. Les tests post-hoc utilisés sont : les tests LSD de
Ficher et les tests HSD de Tukey.

V1.4. Régression linéaire

La régression linéaire a permis 1’évaluation graphique et 1’obtention des différents modeles.
Ces modéles ont permis d’apprécier dans le temps la contribution de la plante. Le logiciel R
version Rx64 3.3.2 a été utilisé. Les différentes fonctions de R utilisées dans ce cadre sont : la
fonction linear model (Im ()), la fonction general least « squared » (gls ()) et la fonction linear
model extension (Ime ()). Chacune de ces différentes fonctions permet d’obtenir des modeles
linaires de différentes catégories. La fonction Im () conduit a un modeéle linéaire simple alors
que les autres fonctions gls () et Ime () permettent d’avoir des modéles aux effets mixtes avec
la prise en compte de la dépendance des mesures. Comme c’est le cas dans la présente étude ou
chacun des parameétres mesurés dans le temps dépend de sa mesure précédente. Les modeles
aux effets mixtes tiennent compte de la dépendance des mesures et améliorent la variabilité du
modele issu des fonctions linéaires simples comme Im (). La variabilité est évaluée au niveau
des fonctions linéaires par le coefficient de détermination R? alors qu’au niveau des modéles
aux effets mixtes, elle est évaluée par le coefficient AIC. AIC qui désigne le Critere
d'Information d'Akaike, (en anglais Akaike Information Criterion) est une mesure de la qualité
d'un modeéle statistique proposée par Hirotugu Akaike en 1973. De deux modeles mixtes, celui
qui explique au mieux le phénomeéne est celui qui a le critére d'information d'Akaike le plus
faible (Cameron et Trivedi, 2005).

Mais, il est quand méme difficile de déterminer le pourcentage de variabilité de la base de
données expliquée lorsque les fonctions aux effets mixtes sont utilisées. Toutefois ces fonctions
améliorent le modéle de prédiction avec une variabilité explicative automatiqguement supérieure
a celle du coefficient de détermination R? qui est obtenu lorsque 1’on utilise la fonction Im ()
dans R.
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Des méthodes analytiques normalisées et des appareils spécifiques ont été utilisés pour
mesurer les parametres physico-chimiques, les parametres globaux de pollution et
métalliques. Certains traitements statistiques sont faits sur la base de données. Ainsi, le box
flot, les regressions linéaires et les analyses de variantes a trois facteurs (ANOVA a trois
facteurs) sont réalisés. Le logiciel R a été utilisé pour ces différents types de traitement

statistique
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Résultats et Discussion

CHAPITRE | : PHYTOEPURATION ET INFLUENCE DE CERTAINS FACTEURS

SUR L’UTILISATION DE LA JACINTHE D’EAU

Les trois facteurs choisis pour 1’étude sur le plan factoriel complet sont : le temps de séjour, la
densité de la plante et la charge initiale organique en DCO. Ce chapitre présente les résultats
relatifs a I’estimation et aux statistiques des coefficients, a la contribution des facteurs sur les
réponses. 1l montre également la validation du plan d’expérience utilisé, 1’optimisation du
phénomene et 1’optimisation multi-réponses de la phytoépuration a partir de la méthodologie

des plans d’expérience.

I. Estimations et statistiques des coefficients

®,

¢ Analyse globale des résultats d’essais

Le graphique de Boxplot nous a permis d’étudier la distribution des réponses
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Figure 23 : Distribution des réponses relatives aux taux d’élimination de la DCO, de 1’azote
ammoniacal et de I’orthophosphate

L’analyse de la Figure 23 fait ressortir que seules les valeurs liées au taux d’¢limination de
I’azote ammoniacal (% NH4") présentent une distribution relativement symétrique autour de la
moyenne dans le domaine expérimental. En effet, leur médiane est presque confondue a leur
moyenne. Les valeurs des réponses relatives aux taux d’élimination de la DCO (% DCO) et a
celui des orthophosphates (% PO.%), présentent des distributions asymétriques par rapport a

leurs moyennes respectives.
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Pour le taux d’élimination de la DCO (% DCO), une séparation de la médiane (trait noir de la
figure 23) et de la moyenne (croix en rouge de la figure 23) est notée. Cette séparation montre
que pres de la moitié des essais présentent un taux d’élimination en DCO inférieure au taux
d’¢limination de la DCO médiane. Concernant les orthophosphates, environ 70 % des

experiences présentent plutdt un taux d’élimination supérieure a la valeur médiane.

I.1. Analyse des facteurs

Les résultats des expériences du plan factoriel complet (PFC), représentés par la figure 24
montrent les combinaisons statistiques des variables indépendantes x1(temps de séjour), X2
(densité de plante) et x3 (charge initiale en DCO).

m Réponse en DCO Réponse en NH4+ m Réponse en PO43-
100

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Taux d'abattement (%)

1 2 3 4 5 6 7 8
Numeéro des essais

Figure 24 : Taux d’abattement représentant les réponses des huit essais

La figure 24 présente une grande variation des réponses étudiées (Tableau VII, annexe). La
variation des réponses est notée de 58,59% a 81,71% pour le taux d’abattement en DCO ; de
22,53% a 95,81 pour le taux d’abattement en NH4" et de 0,54% a 95,35% pour celui en PO,
Cette variation des trois réponses montre qu’un ou plusieurs facteur (s) a (ont) de I’influence
sur les réponses dans le domaine d’étude et la pertinence du domaine d’étude. L’écart-type sur
la variation de chaque catégorie de réponse indique une valeur de 8,60 pour Y1, de 32,74 pour
Y. et de 37,99 pour Ys. Ces valeurs de 1’écart-type plus ou moins élevées viennent confirmer
I’influence des facteurs sur les réponses (Yobou et et al., 2016). Les forts taux d’élimination
des orthosphates observés seraient dls a I’effet synergique entre la jacinthe d’eau et les
microorganismes. En outre, les plantes et les microorganismes utilisent tous le phosphore (P)
comme nutriment essentiel. La réduction du phosphore peut étre due a I'absorption de ce dernier

et de sa filtration a travers les racines (Shah et al., 2014).
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Les performances épuratoires obtenues dans la présente étude corroborent celles obtenues par
Jianbo et al. (2008) et Aina et al. (2012) au cours de leurs travaux sur la jacinthe d’eau. Ces
performances dans 1’ensemble, sont restées dans la gamme des performances généralement
obtenues dans les autres systémes naturels d’épuration exploitant la jacinthe d’eau (Ghaly et
al., 2005 ; Loan et al., 2014, Akinbilé et al., 2015, Rezania et al., 2015). Cependant, elles sont
relativement plus faibles, respectivement pour la DCO, le NH4" et le PO4* que celles obtenues
par Shahabaldin et al. (2014) avec les mémes macrophytes flottants (98,52% pour la DCO ;
95,08% pour le NH4* et 69,81% pour le POs*).

1.2. ldentification des facteurs significatifs sur les réponses et
élaboration des modeéles
L’exécution des différentes réponses de la figure 24 a 1’aide du logiciel NEMROD-W a permis
de générer les coefficients consignés dans le tableau XII.

Tableau XII : Récapitulatif des coefficients moyens, principaux et coefficients d’interaction,
statistiquement significatifs a zéro des différents essais.

Taux d’élimination de Taux d’élimination de Taux d’élimination de
DCO (Y1) NHs* (Y2) PO4* (Y3)
Coefficients | Valeurs | Coefficients | Valeurs Coefficients | Valeurs
bo 72,92 b’o 61,90 b*’0 42,46
b1 -6,15 b’1 29,89 b1 3,62
b2 0,92 b’2 -0,86 b2 8,55
bs 3,99 b’s 5,69 b’’3 -32,60
b1 1,58 b’12 -1,25 b’’12 0,09
b1z 2,43 b’13 -3,02 b’’13 -8,17
b2s 1,23 b’23 0,19 b’’23 -6,39
20 0,99 20 1,15 20 5,04

L’effet moyen est estimé par bo. L’influence d’un facteur sur le phénomene est appelée effet
principal du facteur. Il est estimé par le coefficient b; et les effets d’interactions par bjj. Ces
coefficients varient entre -6,15 et 72,92 pour la reponse en DCO (Y1) ; entre -0,86 et 61,90 pour
la réponse en NH4* (Y2) et entre -32,60 et 42,46 pour la réponse en POs% (Y3).

Le test de significativité des coefficients stipule qu’un coefficient est statistiquement significatif
lorsqu’en valeur absolue, il est supérieur ou égale au double de I’erreur expérimentale

(Feinberg, 1996). Sur cette base, il ressort qu’en dehors de la densite de la plante, tous les autres
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coefficients et interactions sont statistiquement significatifs pour la réponse Y1 qui est le taux
d’élimination de la DCO. En ce qui concerne Y2 (taux d’élimination en NH4"), tous les autres
facteurs et leurs interactions ont des effets significatifs a part la densité de plante, et son
interaction avec la charge organique initiale (exprimée en DCO). Enfin, seule la densité de
plante, la charge organique initiale (exprimée en DCO), les interactions entre le temps de sejour
et la charge initiale en DCO, d’une part, et de la densité de plante et la charge initiale en DCO,
d’autre part, sont statistiquement significatifs pourYs (Taux d’abattement de PO4>).

En vue d’une optimisation globale pour déterminer les conditions optimales d’élimination de
la DCO, du NH4* et du PO4*, il est important de s’assurer de la validité des modéles obtenus
sur la base du test de significativité des coefficients.

Les modeles statistiques illustrés par 1’équation (1) deviennent, les équations 15, 16 et 17,
respectivement, pour le taux d’élimination de la DCO, du NH4" et du PO4* :

Y, = 72,92 — 6,15X, + 0,92X, + 3,99%; + 1,58X,X, + 2,43X,X; + 1,23X,X5 Eq.15
Y, = 61,90 + 29,89X, — 0,86X, + 5,69X; — 1,25X,X, — 3,02X,X; Eq.16
Y3 = 4‘2,4‘6 + 3,62X1 + 8,55X2 - 32,60X3 - 8,17X1X3 - 6,4OX2X3 qu7

Avec X; désignant les variables en valeurs codées.

I1. Contribution relative des facteurs sur les reponses

La contribution des facteurs et de leur interaction sur les modeles obtenus est illustrée par la

figure 25.
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Figure 25 : Contribution des facteurs et des interactions sur les taux d’abattement en DCO, en
NH4* et en POs*
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L’analyse de la figure 25, réveéle les facteurs et les interactions : le temps de séjour (X1), la
charge organique initiale exprimée en DCO (X3) et I’interaction entre ces deux facteurs (X1X3)
et la densité de plante contribuent plus aux différents modeles. Concernant le taux d’élimination
de la DCO (réponse Y1), la valeur de la contribution est respectivement de 58,66%, 24,66% et
9,16% pour le temps de séjour, la charge organique initiale en DCO et leur interaction. Ces
mémes facteurs et leur interaction contribuent a hauteur de 95,33% ; de 3,45% et de 0,97% pour
ce qui est de la réponse Y2 (I’élimination de NH4"). Par contre, la Charge organique initiale
exprimée en DCO (X3), la densite de plante (X2) et I’interaction entre le temps de séjour et la
charge organique initiale exprimée en DCO (X1X3) contribuent plus a 1’élimination de POs>

(réponse Y3).
Eu égard a ces constats, il a été question pour la suite, d’évaluer I’influence :

- du temps de s¢jour et de la charge organique initiale exprimée en DCO sur I’élimination
de la DCO et de ’azote ammoniacal (NH4") ;

- de la densité de la plante et de la charge organique initiale en DCO sur 1’élimination de
PO ;

- de l’interaction entre le temps de séjour et la charge initiale en DCO sur les trois réponses.

11.1. Analyse de I’influence des facteurs principaux significatifs sur le

taux d’abattement des réponses étudiées

Les effets principaux les plus importants dans 1’élimination de la charge organique initiale
(exprimée en DCO) et de I’azote ammoniacale (NH4") sont dus au temps de séjour ayant son
coefficient noté a; et a la charge organique initiale exprimée en DCO de coefficient noté az
(équations 22 et 23). lls sont de : a1 = -6,51 ; a3 = 3,99 et a1 = 29,90 ; az = 5,69 respectivement
pour le taux d’élimination de la DCO et de I’azote ammoniacal (NH4"). La réponse du taux
d’¢limination de la DCO (Y1) décroit en moyenne de 13,02% soit 2 x 6,51 (2 x a1) avec une
croissance de la réponse du taux d’élimination de 1’azote ammoniacale (Y2) en moyenne de
59,79% soit 2 x 29,90 (2 x a1) lorsque le temps de séjour passe de 5 a 15 jours. Les essais étant
effectués en batch et en une période ou il y a le soleil qui a favorisé 1’apparition des algues,
celles-ci (les algues) seraient a la base de la diminution du taux d’élimination de la matiére
organique (DCO). Shah et al. (2014) ont font le méme constat au cours de leurs travaux.
Contrairement au coefficient a; pour as, les réponses du taux d’élimination de la DCO (Y1) et
de celui de I’azote ammoniacal (Y2) augmentent d’environ 7,97% soit 2 X 3,99 (2 x as) et

11,38% soit 2 x 5,69 (2 x a3) quand la concentration initiale en DCO augmente de 192 a 944
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mg O/L. Concernant I’élimination de PO+> (Y3), les effets principaux les plus importants
sont la densité de plante et la charge initiale en DCO. La valeur de chacun de ces coefficients
dans le modéle est a; = 32,60 et as = 8,54. Le taux d’élimination en POs> (Y3) diminue de
65,20%, soit 2 x 32,60 (2 x az) et augmente de 17,10%, soit 2 x 8,54 (2 x az) quand la charge
organique initiale en DCO passe respectivement de 192 & 944 mg O,/L, et de 30 & 60 plantes/m?.
Cela pourrait s’expliquer par le fait que 1’élimination des phosphates est maximale lorsque la

matiere organique (DCO) est faible.

11.2. Analyse de ’interaction entre le temps de séjour et la charge initiale

en DCO
L’étude des effets d’interaction permet une meilleure interprétation des interactions entre les
différents facteurs choisis. L’étude de la contribution des facteurs ayant montré que I’interaction

entre le temps de sejour et la charge initiale en DCO est la seule a contribuer sur les différents

modeles ; cette étude s’est donc limitée a I’effet de cette interaction sur les trois réponses

Charge initiale
I (+1)

en DCO
80,63% 944 mgO,/L 73,18%
5 Jrs Temps de séjour
(-1) 15 Jrs
(+1)
77,52% 192 mgO,/L 60,35%
-1

Figure 26 : Interaction a1z entre le temps de séjour et la charge initiale en DCO sur le taux
d’abattement en DCO
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Charge initiale
en DCO I (+1)

40,71% 944 mgO,/L 4&16% |

Temps de séjour
5 Jrs
15Jrs P>
-1
(-1) (+1)
| 23.30% ]7 192 mgO,/L —l 89,12% I

(-1)

Figure 27 : Interaction a3 entre le temps de sejour et la charge initiale en DCO sur le taux
d’abattement en NH4"

Charge initiale en
DCO I (+1)
944 mgO,/L
14,41% i >13%
Temps de
séjour
5Jrs
15Jdrs > !
(D (+1)
63,27% 192 mgO,/L 86,84%
(-1)

Figure 28 : Interaction a3 entre le temps de sejour et la charge initiale en DCO sur le taux
d’abattement en PO4>

Les effets d’interaction entre les différents facteurs sont illustrés par les figures 26, 27 et 28.
Quand le temps de séjour est au niveau bas (5 jours), la charge initiale organique en DCO a une

forte influence sur les réponses qui passent, respectivement de 80,63 a 77,51%, de 40,71 a
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23,30% et de 14,41 a 63,27%. Lorsque le temps de séjour est elevé (15 jours), la charge initiale
organique en DCO n’a presque plus d’effet sur les réponses en DCO et en NH4" mais continue
toujours d’avoir un effet sur celle en POs*. Le coefficient de variation (CV) des réponses est
de 2,79 %, de 38,46% et de 88,95 %, pour les taux d’abattement en DCO, en NH4* et en PO43.
La phytoépuration étant un phénomene biologique, la différence entre les valeurs n’est
significative que si le CV est supérieur ou égal a 15% (Feinberg, 1996). L’effet de la charge
initiale organique en DCO n’est donc pas constant et reste étroitement lié au temps de séjour
pour le taux d’élimination en DCO. Par contre, pour les taux d’élimination en NH4* et PO4%,

I’effet de la charge initiale organique en DCO est constant et est indépendant du temps de séjour.

Quand la charge initiale organique en DCO est de 192 mgO2/L, le temps de séjour influence
significativement le taux d’abattement de la DCO, du NH4" et des PO,>. Ces taux passent
respectivement de 77,52 a 60,35 % ; de 23,30 a 89,12 % et de 63,27 & 86,94 %, avec un CV de
17,61% ; 82,80 % et 22,30%. L’augmentation de la charge initiale organique en DCO entraine
une augmentation des taux d’abattement en DCO et en NH4" mais une diminution de celui en
PO+ lorsque le temps de séjour est au niveau élevé (15 jours). L’effet du temps de séjour n’est
pas constant, mais dépend de la charge initiale en DCO. Les variations des taux d’abattement
en DCO, en NHs" et en PO4> obtenues pourraient s’expliquer par 1’assimilation par les
microorganismes de la rhizosphére (Rezania et al., 2015). En effet, les bactéries aérobies
naturellement présentes dans le systéme racinaire des plantes consomment les matiéres
organiques. Elles les transforment en matiére minérale assimilable par les plantes. En retour, la
plante fournit de I’oxygene aux bactéries par leurs racines. Ce résultat est confirmé par la
croissance des macrophytes qui a montré des performances élevées pour éliminer la DCO,
principalement en raison du systeme racinaire bien développé. De méme, il a été observé qu'une
grande partie de la dégradation de la DCO dans les eaux usées est attribuée aux

microorganismes qui pourraient établir une relation symbiotique avec les plantes.

M. Validation des modeéles et optimisation du phénomeéne

Les différents modeles obtenus étant des modeles empiriques, ils ne constitueraient qu’une
approximation de la réalité. Les différentes étapes de leur validation (validation statistique et
celle théorique et expérimentale) seraient nécessaires pour une bonne appréciation de la qualite

descriptive et expérimentale de ces derniers dans le domaine d’étude.
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I11.1. Validation statistique des modeles

Les R? et RZ%juse représentent les coefficients de détermination. En présence de plusieurs

variables explicatives, le coefficient qui est le mieux indiqué serait le R?%juste.

Tableau XIII : Qualité descriptive des modeles

Coefficients %DCO % NH4* % PO
R? 99,6% 100% 99,5%
Rzajus’[e 97,3% 99,8% 96,5%

L’analyse de la variance (ANOVA) du modele de régression montre que les modeles sont
significatifs au seuil de 5 %. Ceci est justifié par le fait que la valeur des coefficients de
détermination et de détermination ajusté R? et RZ%juste respectivement (tableau XII1) soit élevées
et proches de 100 % (Karam, 2004).

V. Optimisation multi-réponses

Les analyses effectuées dans les paragraphes précédents n’ont pas permis de tirer des
conclusions précises sur les conditions maximisant les trois réponses étudiées. Aussi est-il
apparu important de rechercher ses conditions globales d’optimisation via une méthode de
résolutions mathématiques des modeles validés. Pour ce faire, le logiciel STATGRAPHICS
Centurion XIV a été utilisé et a permis d’avoir les différentes conditions optimales de la
résolution des trois réponses (optimisation ternaire), d’une part, et d’autre part, de leur
résolution deux a deux (optimisation binaire).
Avec une désirabilité de 0, les conditions optimales issues de la résolution du systéme
d’équation ternaire sont de : 15 jours pour le temps de séjour X1, 60 Pieds / m? pour la densité
de plante et de 192 mgO2/L de la charge initiale en DCO pour des taux d’élimination maximum
de 62,12 % ; 86,25 % et 99,35 % respectivement pour les réponses en DCO, en NH4* et en
POs*
Y, = 72,92 — 6,15X; + 0,92X, + 3,98X; + 1,57X,X, + 2,43X; X3 + 1,23X,X5 (15)
Y, = 61,90 + 29,89X; — 0,86X, + 5,69X; — 1,25X,X, — 3,02X,X; (16)
Y; = 42,46 + 3,62X; + 8,55X, — 32,60X5 — 8,17X,X3 — 6,40X,X; (17)
La résolution du systeme constitué des deux équations Y1 et Y2, avec la désirabilité de

0,86. Le taux d’abattement maximum de la DCO est de 76,42% et celui du NH4 est de 93,12%
a condition de travailler avec un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante de 60 Pieds
/m? et une charge initiale DCO de 944 mgO./L
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{Yl = 72,92 — 6,15X; + 0,92X, + 3,98X; + 1,57X,X, + 2,43X, X5 + 1,23X,X5 (15)
Y, = 61,90 + 29,89X; — 0,86X, + 5,69X; — 1,25X,X, — 3,02X,X; (16)

La résolution du systeme constitué des deux équations Y1 et Y3, a la désirabilité de 0,76.
Le taux d’abattement maximum de la DCO est de 75,13 % pour la DCO et de 80,63 % pour
PO+ et nécessite un temps de séjour de 5 jours, une densité de plante de 60 Pieds /m? et une
charge initiale de 192
mgO./L
{Yl = 72,92 — 6,15X; + 0,92X, + 3,98X; + 1,57X,X, + 2,43X, X5 + 1,23X,X5 (15)

Y; = 42,46 + 3,62X; + 8,55X, — 32,60X; — 8,17X,X3 — 6,40X,X5 (17)

Enfin, la résolution du systéme constitue des deux équations Y et Y3 indique une désirabilité
de 0,93 et a permis de montrer que pour obtenir un taux d’abattement maximum de 86,25 % de
la NH4" et 99,25 % de PO4*, il faudrait un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante

de 60 Pieds /m? et une charge initiale de 192 mgOa/L.

{Yz = 61,90 + 29,89X; — 0,86X, + 5,69X5 — 1,25X,X, — 3,02X,X; (16)
Y3 = 4‘2,4‘6 + 3,62X1 + 8,55X2 - 32,6OX3 - 8,17X1X3 - 6,4‘0X2X3 (17)

Le tableau X1V présente la synthése des conditions optimales.

Tableau XIV : Résultats de 1’optimisation multicritéres

N° Scénario Modeéle Conditions optimales
Durée = 15 jours
{ Min 1 dvec Densité de plantes = 60 Pieds/m?
i+Y,+Y; DCO initiale = 192 mgO2/L.
Scénario 1 —-1<X; <41, -1<X, <+1let Taux d’abattement dans les cas ci-dessous :
-1<X3<+1 DCO =62,12% ;
NH,*= 86,25%
PO,*=99,35
1 Durée = 15 jours
{Min vy, avec Densité de plantes = 60 Pieds /m?
Scénario 2 1< Xl < -2|-1- <X < +]et DCO initiale = 944 mgO-/L
_1 2 Xl 2 +1' =42 = Taux d’abattement dans les cas ci-dessous :
=43 = DCO = 76,42 % et NH,*,= 93,12 %
Durée =5 jours
{ Min avec Densite de plantes = 60 Pieds /m?
Scénario 3 Y, +Y; DCO initiale = 192 mgO2/L _
—-1<X; <+, -1<X, <+1let Taux d’abattement dans les cas ci-dessous :
-1<X3;<+1 DCO=75,13%
PO,* = 80,63 %
Durée = 15 jours
{Min T avee Densité de plantes = 60 Pieds /m?
Scénario 4 1< XZ < _3|_1_ <X < +]et DCO initiale = 192 mgO-/L .
_1 2 Xl 2 +1’ =42 = Taux d’abattement dans les cas ci-dessous :
=43 = NH," = 86,25 %
PO, =99,25 %
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Par ailleurs, la valeur des différentes conditions optimales obtenues présenterait 1’ordre
d’élimination des polluants sur une station d’épuration. En effet, sur une station d’épuration a
macrophytes flottants, la catégorie de polluant éliminée en premier serait le polluant carboné
suivi des nutriments (pollution azotée et phosphorée respectivement) (Aina et al., 2012). Aussi,
pour une bonne élimination des nutriments en ’occurrence le paramétre orthophosphate,
faudrait-il un temps de séjour relativement long avec une charge en DCO relativement faible
(Métahri, 2012 et Casella, 2002).

En tenant compte de I’ordre d’¢élimination des polluants étudiés sur une station d’épuration, il
serait préférable de réaliser la mise en série de deux bassins a jacinthe d’cau. Les

caractéristiques de ces deux bassins sont :

- un temps de séjour de 15 jours, une densité de la plante de 60 Pieds /m? et une charge
initiale de 944 mgO2/L pour le premier bassin et,
- un temps de séjour de 15 jours, une densité de la plante de 60 Pieds /m? et une charge

initiale de 192 mgO>/L, pour le second bassin.

Conclusion partielle

Cette ¢tude a examiné l'efficacité de la phytoépuration sur les taux d’élimination de la DCO,
de NH4" et de PO+*. Le plan factoriel a montré que le temps de séjour, la charge initiale en
DCO et leur interaction sont les parameétres qui ont le plus influencé la phytoépuration. A
I’issue de I’optimisation ternaire et binaire, il a été montré que pour un meilleur taux
d’abattement des trois réponses, il faudra la mise en série du procédé ayant les
caractéristiques suivantes : un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante de 60 Pieds
/m? et une charge initiale de 944 mgO./L pour le premier bassin ; et pour le second bassin,
un temps de séjour de 15 jours, d’une densité de plante de 60 Pieds /m? et d’une charge initiale
de 192 mgO./L.
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CHAPITRE Il : ELIMINATION DE LA CHARGE METALLIQUE PAR EICHHORNIA

CRASSIPES

Ce chapitre présente la réaction de E. crassipes face aux polluants métalliques (cuivre et
cadmium) dans une eau usée de la porcherie polluée en solution monomeétallique et bimétallique
du cuivre et du cadmium. Il met en exergue le lieu de localisation des métaux absorbés par la
plante. Il rend compte des différents modéles a travers lesquels chacun des polluants métalliques

étudiés est eliminé et montre la part d’élimination métallique due a la plante.

I. Elimination de cations métalliques (Cu?*, Cd?*)

Les figures 29, 30, 31 et 32 présentent la cinétique d’élimination du cuivre et du cadmium dans

leur solution mono et bimétallique en présence ou non de la plante.

I.1. Elimination du cuivre et du cadmium a 2 mg/L

2,5 —A—Témoin —@—Cd(2)

—&— Témoin --—-@-- Cu(2) o
2 o] 2
@ 35
S 15 A g L
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2 2051 « g 05
s~ Te--e. 3
5 04— " e 5 0
§ 02 46 810121416182022 = 0 2 4 6 8 10121416 18 20 22
O Temps de sejour (Jours) Temps de séjour (Jours)
3 2,5
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Concentration résiduelle
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Figure 29 : Cinétique de cations métalliques (Cu?*, Cd?*) 8 2 mg/L :

(a) monométallique de cuivre, (b) monométallique de cadmium, (c) et (d) bimétallique de
Cuivre et Cadmium

La figure 29 présente la cinétique d’élimination du cuivre et du cadmium en leur solution mono
et bimétallique a 2 mg/L. Une diminution des concentrations résiduelles est constatée dans le
temps. Cette diminution est nettement plus forte en solution monométallique (Figures 29a et

29b) qu’en solution bimétallique (Figures 29c et 29d) et en présence de la plante qu’en son
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absence. En solution bimétallique, 1’¢limination du cadmium (Figure 29d) par la plante est
faible comparativement a celle sans la plante. Cela pourrait étre da au fait qu’en présence du
cuivre et du cadmium a faible concentration, la plante absorbe plus le microélément qui lui est
essentiel que le cadmium qui lui est toxique. Les concentrations résiduelles du cuivre obtenues
0,10 et 0,14 mg/L respectivement en sa solution monomeétallique et bimétallique et en présence
des plantes sont faibles par rapport a celles obtenues par Saddique et al. (2013) qui est de 0,32
mg/L. Cette différence de résultats obtenue pourrait étre due a 1’activité microbienne plus
intense dans notre cas que dans celui de Saddique et al. (2013) qui ont utilisé une eau
synthétique. Mais, ces résultats sont comparables a celles obtenues par Swain et al. (2014). Ce
qui confirmerait I’hypothése d’activité microbienne plus intense dans notre cas. De plus, la
concentration résiduelle métallique au 20°™ jour de traitement respecte les différentes normes
de rejet des métaux étudiés quelle que soit la nature de la solution. Pour le cuivre, les valeurs
en concentrations résiduelles de 0,10 et 0,14 mg/L sont obtenues pour les solutions
monométallique et bimétallique, inférieures a 0,2 mg/L représentant la valeur limite exigée par
la norme OMS. Le méme constat du respect de la norme OMS de rejet est fait au niveau du
cadmium avec comme concentration résiduelle inférieure a la limite de détection de I’appareil
de mesure, en solution monométallique et 0,05 mg/L pour celle bimétallique qui sont

respectivement inférieure et egale a la valeur de la norme qui est de 0,05 mg/L.

1.2. Elimination du cuivre et du cadmium a 5 mg/L
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Figure 30 : Cinétique de cations métalliques (Cu?*, Cd?*) a5 mg/L :

(a) monometallique de cuivre, (b) monométallique de cadmium, (c) et (d) bimétallique de
Cuivre et Cadmium

La figure 30 qui présente 1I’évolution de la concentration métallique du cuivre et du cadmium a
5 mg/L. Elle indigue une diminution dans le temps des différentes concentrations residuelles de
ces métaux, quelle que soit la nature de la solution métallique (monométallique ou
bimétallique). De plus, la concentration résiduelle en cadmium au 20°™ jour (0,25 mg/L, figure
30a et 0,65 mg/L, figure 30c) est plus faible que celle du cuivre (0,75 mg/L, figure 30b et 0,85
mg/L, figure 30d) en solution monométallique et bimétallique. La concentration finale en
cadmium est encore plus faible en solution monometallique (Figure 30b) qu’en sa solution
bimétallique (Figure 30d). Ce qui montre que la toxicité du cuivre a forte concentration serait
beaucoup plus élevée que celle du cadmium pour la plante (Mateos-Naranjo et al., 2015 ; Wu
et al., 2015). Ces concentrations résiduelles sont faibles par rapport a celles obtenues par

Saddique et al. (2013) mais ne respectent plus la norme de rejet.

1.3.  Elimination du cuivre et du cadmium a 10 mg/L
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Figure 31 : Cinétique de cations métalliques (Cu?*, Cd?*) & 10 mg/L :

(a) monometallique de cuivre, (b) monométallique de cadmium, (c) et (d) bimétallique de
Cuivre et Cadmium
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Le méme constat de diminution de la concentration initiale métallique dans le temps en solution
monométallique et bimétallique de cuivre et de cadmium est fait au niveau de la figure 31. La
concentration résiduelle au 20°™ jour d’exposition en solution monométallique (Figure 31a) est
de 0,97 mg/L pour le cuivre et de 1,56 mg/L pour le cadmium (Figure 31b) et sont plus faibles
que celles en solution bimétallique (Figure 31c) (1,19 mg/L pour le cuivre et 1,50 mg/L pour le
cadmium) (Figure 31d), quelle que soit la nature métallique (cuivre ou cadmium). Ce qui
pourrait justifier I’interférence de la présence du cuivre sur le cadmium et réciproquement. La
présence du cadmium aurait moins d’effet que celle du cuivre car la concentration résiduelle du
cuivre de 1,19 mg/L (Figure 31c) est plus faible que celle du cadmium de 1,50 mg/L (Figure
31d), tous deux en solution bimétalliqgue. De plus, ’effet des microorganismes dans
I’élimination du cadmium devient de plus en plus faible. Ce que témoigne le constat de la
concentration résiduelle du cadmium en solution bimétallique et en présence de la plante (1,50

mg/L) qui est beaucoup plus faible que celle en absence de la plante (5,81 mg/L) (Figure 31d).

I.4. Elimination du cuivre et du cadmium a 15 mg/L
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Figure 32 : Cinétique de cations métalliques (Cu?*, Cd?*) & 15 mg/L :

(a) monometallique de cuivre, (b) monométallique de cadmium, (c) et (d) bimétallique de
Cuivre et Cadmium

Une diminution de la concentration initiale métallique avec 1’augmentation du temps

d’exposition est observée en solution monométallique et bimétallique de cuivre (Figures 32a et
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32c) et de cadmium (Figures 32b et 32d). Les concentrations résiduelles au 20°™ jour
d’exposition en solution monométallique 2,03 mg/L pour le cuivre (Figure 32a) et 2,30 mg/L
pour le cadmium (Figure 32b) sont plus faibles que celle bimétallique 2,03 mg/L pour le cuivre
(Figure 32c) et 4,73 mg/L pour le cadmium (Figure 32d). Ce qui pourrait se justifier par
I’interférence de la présence du cuivre sur le cadmium. La présence du cadmium aurait moins
d’effet que celle du cuivre car la concentration résiduelle du cuivre 2,03 mg/L (Figure 32c) est
plus faible que celle du cadmium 4,73 mg/L (Figure 32d) tous deux en solution bimétallique.
De plus, I’effet des microorganismes dans 1’¢limination du cadmium devient de plus en plus
faible. Cet effet devient davantage faible en solution bimétallique et surtout en absence de la
plante qui s’est fait ressentir au niveau des concentrations résiduelles élevées (présence de

plante : 4,73 mg/L et en absence de plante : 11,57 mg/L) (Figure 32d).

I1. Mise en évidence de I’apport de Eichhornia crassipes dans I’élimination
du cuivre et du cadmium

Dans le pragraphe précedent, il a ét¢ montré que 1’¢limination de la charge métallique est due
concomitamment a 1’action microbienne et a celle de E. crassipes. Afin de faire la part des
choses, il a été entrepris une étude de la contribution. Pour ce faire, la différence de valeur est
faite entre la concentration résiduelle de I’essai sans la plante et celle avec la présence de plante.

Les valeurs des différences sont tracées en fonction du temps et qui fait 1’objet de cette partie.

11.1. Apport au cours du temps de Eichhornia crassipes a I’élimination
du cuivre et du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L
Les figures 33 et 34 évaluent la contribution de E. crassipes a différentes concentrations

métalliques au cours du temps et la valeur maximale de cette contribution en fonction de la

concentration métallique.
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Figure 33 : Apport de Eichhornia crassipes a 1’élimination en solution monométallique du
cuivre et du cadmium et en leur solution bimétallique

(a) : solution monométallique du cuivre,
(b) : solution monométallique du cadmium,
(c) et (d) : solution bimétallique de Cuivre et Cadmium
Les courbes de contribution présentent trois grandes parties (figure 33). Une premiére phase de

contribution rapide suivie de la phase ou il y a le maximum de contribution et la troisiéme phase
qui est celle dont la contribution de la plante diminue. Chacune de ces phases varie selon la
concentration métallique et la nature du métal. Le point maximal de contribution de la plante
varie selon le meétal, la concentration initiale métallique et la nature de la solution métallique
(monométallique et bimétallique). Cependant, au 6°™ jour, les solutions monométalliques de
cuivre a 10, 15 mg/L et de cadmium a 5 mg/L atteignent leur maximum. Quant aux solutions
monomeétalliques, bimétalliques de cuivre a 5 mg/L, les solutions monométalliques de cuivre a
15 mg/L, de cadmium a 2, 5 et 10 mg/L et celles bimétalliques de cadmium a 10, 15 mg/L, elles
atteignent leur maximum au 9™ jour. En solution monométallique et bimétallique, le cuivre &
2 mg/L et le cadmium & 10 et & 15 mg/L atteignent leur maximum de contribution au 12°™ jour
de traitement. Les 9°™ et 12°™ jours ont connus la majorité des maxima de contribution, le
tracé des différentes contributions en ces deux jours avec celle du 20°™ jour qui constitue le

dernier jour du traitement est réalisé (figure 33).

Le tracé des courbes en ces trois temps de sejour identifiés a permis d’étudier I’effet de la
concentration résiduelle métallique en fonction des différentes concentrations initiales

métalliques.
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11.2. Maximum de contribution de Eichhornia crassipes a I’élimination du
cuivre et du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L

Les figures 34a, 34b et 34c présentent la contribution de E. crassipes a 1’élimination du cuivre,

du cadmium en leur solution mono et bimétallique au 9™, 126™ et au 20°™ jour.
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Figure 34 : Contribution de Eichhornia crassipes a I’¢limination du cuivre, du cadmium en
leur solution mono et bimétallique au 9 eme jour, au 12 éme jour et au 20 éme jour.

(a) : contribution au 9°™ jour

(b) : contribution au 12°™ jour

(c) : contribution au 20°™ jour
Une augmentation de la contribution de E. crassipes avec 1’augmentation de la concentration
initiale métallique est obtenue au 9°™, 12°M et au 20°™ jour quelle que soit la nature de la
solution métallique (monométallique ou bimétallique). Aussi, quelle que soit la nature du métal
(cuivre ou cadmium), la contribution de la plante en solution monomeétallique du cuivre est
beaucoup plus élevée que celle en solution bimétallique. Alors qu’en solution monométallique
de cadmium, la contribution de la plante est moins importante que celle de la solution
bimétallique. De 2 a 5 mg/L, la contribution de la plante pour le cadmium en solution
bimétallique est relativement plus faible que les autres contributions. Par contre, elle devient
nettement plus élevée que les autres a partir de 10 mg/L. Cela pourrait se justifier par la
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préférence du cuivre par rapport au cadmium, par la plante a faible concentration. A forte
concentration métallique, le cuivre devient relativement plus toxique que le cadmium avec une

mobilité beaucoup plus lente que celle du cadmium.

Afin d’apprécier la réelle contribution de E. crassipes, nous allons nous référer aux différentes
concentrations residuelles et voir celles qui respectent la norme de rejet de chacun de ces
métaux. A 2 mg/L les concentrations résiduelles sont inférieures (0,2 mg/L pour le cuivre et

0,05 pour le cadmium) a la norme de rejet pour chaque catégorie métalliqgue (OMS).

I, Accumulation métallique par Eichhornia crassipes

Les figures 35 et 36 présentent les concentrations du cuivre et du cadmium au niveau des
différentes parties de E. crassipes (racines, partie aérienne et feuilles) apres leur exposition a

différentes concentrations en solution monométallique et bimétallique de chacun des métaux.
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Figure 35 : Taux de Cuivre absorbé par la racine, la partie aérienne et les feuilles dans
Eichhornia crassipes a différentes concentrations en solution monométallique du cuivre et en
solution bimétallique avec le cadmium

L’analyse de la figure 35 révéle que le cuivre est plus accumulé dans les racines que dans les
autres parties de la plante. L’accumulation au niveau de la racine croit avec I’augmentation de
la concentration métallique initiale de cuivre. Le constat est le méme pour le cuivre en solution
monométallique qu’en solution bimétallique. Mais ’augmentation de la concentration
métallique reste beaucoup plus prononcée en solution monométallique qu’en solution
bimétallique. Par conséquent, a 2, 5, 10 et 15 mg/L, les teneurs accumulées par les racines sont

respectivement de : 1009,17 ; 1523,07 ; 3209,95 et 5865,83 mg/kg de matiere seche en solution
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monomeétallique du cuivre et de : 286,55 ; 937,90 ; 2206,39 et de 3554,44 mg/kg en solution
bimétallique. L’accumulation du cuivre a la racine par E. crassipes obtenue confirme les
résultats des travaux de certains auteurs tels que Mishra et al. (2008) ; Zhan et al. (2010) et
Swain et al. (2014). En tant que cofacteur pour les enzymes impliquées dans la respiration et la
photosynthése, le Cu est un nutriment vital pour les plantes. Il joue également des réles
importants dans la croissance et le développement des plantes. Cependant, & des concentrations
excessives du cuivre, il devient hautement toxique pour la plante (Mateos-Naranjo et al., 2015 ;
Wu et al., 2015). Rosenzweig (2002) a montré comment les plantes et d’autres organismes
régulent I’absorption de cuivre intracellulaire en réduisant les concentrations intracellulaires de
cuivre libre par métallochaperones qui sont des protéines solubles de Cu. En se référant a la
valeur indiquée par Baker et Brooks (1989) (1000 mg/kg de matiére séche), E. crassipes

pourrait étre considéré comme hyper-accumulateur de cuivre.
X2 Accumulation de cadmium par Eichhornia crassipes
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Figure 36 : Taux de Cadmium absorbé par la racine, la partie aérienne et les feuilles dans
Eichhornia crassipes a différentes concentrations en solution monométallique du cadmium et
en solution bimétallique avec le cuivre

La teneur de cadmium accumulée dans les racines, la partie aérienne et les feuilles de E.
crassipes soumis a différentes concentrations initiales en cadmium pendant 20 jours est illustrée
par la figure 36. De fagon générale, une augmentation de la teneur en cadmium accumulée dans
la partie aérienne et les racines avec l'augmentation de la concentration initiale en cadmium
dans la solution monométallique de cadmium qu’en solution bimétallique est constatée. Les
teneurs les plus élevées accumulées par E. crassipes au niveau de sa partie aérienne et de ses
racines sont respectivement de : 918,53 et 3412,64 mg/kg. Lu et al. (2004) avaient fait le méme
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constat de I’accumulation du cadmium dans les racines et la partie aérienne de E. crassipes. Par
ailleurs, Fritioff et Greger (2007) ont montré comment 1’accumulation du cadmium dans les

racines et la partie aérienne est corrélée avec I’augmentation de la concentration.

Quelle que soit la nature de la solution initiale (monométallique ou bimétallique),
I’accumulation du cadmium dans les tissus de E. crassipes va des feuilles aux racines en passant
par la partie aérienne (feuilles < partie aérienne < racines). Cette accumulation est beaucoup
plus prononcée en solution bimétallique qu’en solution monométallique du cadmium, ce qui
signifierait que la présence du cuivre favoriserait 1’accumulation du cadmium. Ces résultats

sont en accord avec ceux obtenus par Hasan et al. (2007) et Hafidzatul et al. (2010).

L’une des raisons d’une grande accumulation du cadmium au niveau de la racine de E. crassipes
peut étre due a la disponibilité de la surface des tissus racinaires qui offre une mobilité a ces
derniers afin de favoriser davantage leur absorption (Hafidzatul et al., 2010). Quelles que soient
la concentration et la nature de la solution initiale, la racine accumule plus le cadmium que la
partie aérienne et les feuilles. Ce qui impliquerait le transport du cadmium a travers la
membrane plasmique des cellules de la racine de par les tissus du xyléme par la translocation
qui induit sa séquestration aux niveaux cellulaires (Lombi et al., 2002). En entrant dans la
racine, le Cd se déplace par apoplaste jusqu’a atteindre I’endoderme. Les plantes possedent
plusieurs barriéres qui freinent I'absorption de Cd dans le cytoplasme. A ce niveau tissulaire,
les principaux obstacles sont 1’endoderme et les parois cellulaires du cylindre central qui
limitent I'absorption des métaux lourds dans les cellules stellaires et dans les racines latérales
(Das et al., 2015). Au niveau cellulaire, la barriere majeure est le plasmalemma qui restreint le
Cd dans le protoplaste (Seregin et Ivanov, 2001). Dans la présente étude, les teneurs de Cd
accumulées par E. crassipes sont de : 2628,93 + 830,84 et 3412,64 + 976,96 mg/kg de matiére
seche respectivement en solution monométallique et bimétallique (concentration initiale en
cadmium a 15 mg/L). Ces résultats permettent de dire que E. crassipes a un potentiel
d'hyperaccumulation (Cd > 100 mg/kg) (Baker et al., 1994 et Zhan et al., 2010).

1.1 Facteur de bioaccumulation (FBC), facteur de la translocation (FT)

et le taux de croissance relatif (RGR)

I11.1.1. Facteur de bioaccumulation du cuivre et du cadmium

Les figures 37 et 38 présentent les facteurs de bioaccumulation des différentes concentrations
en solution monométallique et bimétallique de cuivre et de cadmium dans les différentes parties

de la plante.
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Figure 37 : Facteur de bioaccumulation des différentes concentrations en solution
monomeétallique et bimétallique du cuivre au niveau des différentes parties de la plante
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Figure 38 : Facteur de bioaccumulation des différentes concentrations en solution
monométallique et bimétallique du cadmium au niveau des différentes parties de la plante

Les figures 37 et 38 indiquent que le facteur de bioaccumulation (FBC) est plus important dans

la racine, la tige et au niveau des feuilles quelle que soit la concentration métallique (2, 5, 10 et

15 mg/L), la nature métallique (Cuivre ou Cadmium) et la nature de la solution initiale

(monométallique ou bimétallique). De plus, le FBC de la solution monométallique est plus

élevé au niveau des différentes parties de la plante dans les solutions monomeétalliques que celle

bimétallique et est fonction la nature du métal (cuivre et cadmium). Cette différence

d’accumulation métallique obtenue entre les solutions monométallique et bimétallique serait

due a I’effet de compétition qui existerait entre les deux métaux en solution.
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Par ailleurs, au niveau de la racine, une augmentation du FBC a été notée avec I’augmentation
de la concentration métallique en solution monometallique : 431,36 ; 251,11 ; 287,76 et 336,93,
respectivement pour les concentrations métalliques de 2, 5, 10 et 15 mg/L pour le cuivre. Une
croissance du FBC est également constatée avec I’augmentation de la concentration métallique
en solution bimétallique : 114,10 ; 156,62 ; 221,84 et de 235,73 pour 2, 5, 10 et 15 mg/L
respectivement. Par contre, quelle que soit la nature métallique en cadmium, le FBC décroit
avec I’augmentation de la concentration métallique initiale. Ainsi, les valeurs de FBC sont de :
252,37 ; 266,64 ; 210,58 et 161,22 pour la solution monomeétallique et de : 191,64 ; 165,76 ;
162,01 et 229,39 pour celle bimétallique de cadmium respectivement pour 2, 5, 10 et 15 mg/L.
Ce constat de 1’augmentation et de la diminution du facteur de bioaccumulation avec
I’augmentation de la concentration initiale métallique pour le cuivre et le cadmium est en accord

avec les résultats obtenus par Swain et al. (2014).

En effet, le facteur de bioconcentration est un paramétre qui permet d’évaluer le potentiel des
plantes a accumuler les métaux et est évalue sur la base de la matiere séche. Dans la présente
étude, les valeurs de BCF de E. crassipes pour le cuivre sont sensiblement plus élevées que
celles du cadmium et indiquent que I’accumulation du cuivre est meilleure qu’a celle du
cadmium, avec une diminution progressive de I’accumulation du Cd lorsque la concentration
initiale augmente. L’augmentation des valeurs de FBC avec 1’évolution de la concentration
initiale en solution du Cu, serait due a I’accessibilit¢ du Cu pour les plantes. Ainsi, la
concentration initiale métallique en solution serait le facteur principal qui influence
I’accumulation métallique des plantes (Rai et Chandra, 1992 ; Swain et al., 2014).
Généralement, I’augmentation de la concentration métallique initiale favorise 1’accumulation
métallique dans les plantes avec comme conséquence 1’accroissement ou la décroissance du

facteur de bioconcentration selon la nature métallique (Wang et Lewis, 1997).

Les valeurs maximales de FBC en cuivre et en cadmium étant de 431,36 et de 266,64. E.
crassipes est qualifiée de bon accumulateur du cuivre et d’accumulateur modéré du cadmium
en tenant compte de la valeur limite qu’a fixée Zayed et al. (1998) repris par Zhu et al. (1999)

(supérieure a 1000, I’espece accumulatrice serait qualifiée d’hyper-accumulatrice).
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I11.1.1. Facteur de translocation du cuivre et du cadmium
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Figure 39 : Facteur de translocation du cuivre et du cadmium en solution monométallique et
bimétallique en fonction des différentes concentrations initiales métalliques

Le facteur de translocation (FT) indique la maniére dont un métal est distribuée de la racine
vers la partie aérienne d’une plante. Il a été évalué afin d’apprécier davantage la facon dont les
métaux etudiés sont localisés entre la racine et la partie aérienne. La figure 39 montre une
décroissance de FT avec ’augmentation de la concentration initiale métallique en solution
monométallique. Cette décroissance du facteur de translocation indique que I’accumulation du
cuivre est faite plus au niveau de la racine qu’a la partie aérienne de la plante et confirmerait
I’hyper accumulation observée précédemment. Elle indiquerait la rhizofiltration comme le
mécanisme prédominant mis en ceuvre par E. crassipes pour lI'accumulation du cuivre (Mishra
et al., 2008). De facon générale, I’accumulation métallique des plantes se produit dans la racine
et serait due a la mobilité lente du transporteur métallique de la racine vers la partie aérienne
(Qian et al., 1999 ; Chandra et Kulshreshtha, 2004).

En solution bimétallique, le FT est resté croissant avec I’augmentation de la concentration
initiale métallique (Figure 39). Cela pourrait s’expliquer par la présence du cadmium qui
favoriserait plus le transport du cuivre de la racine vers la partie aérienne de E. crassipes. Au
niveau du cadmium, que ce soit en solution mono ou bimétallique, on assiste a une croissance
du facteur de translocation avec 1’augmentation de la concentration métallique initiale. On
pourrait donc dire qu’au fur et a mesure que la concentration initiale augmente, 1’accumulation
du Cd diminue au niveau de la racine au profit de la partie aérienne. Le transport du cadmium

de la racine vers la partie aérienne confirmerait le fait que ce dernier se serait comporté comme
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le calcium en jouant le role de transporteur de certains messages au niveau du métabolisme de
la plante (Leyral, 1998 ; Walid, 2011). A concentration égale, le facteur de translocation du
cuivre est plus élevé que celui du cadmium a faible concentration métallique initiale avec 1’effet
contraire a forte concentration métallique initiale. Pour le transport métallique de la racine vers
la partie aérienne, les plantes font plus recours au phénomene de la photosynthese (Kamal et
al., 2004).

111.1.2. Taux de croissance relatif
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Figure 40 : Effet du cuivre, du cadmium en solution monométallique et bimétallique sur le
taux de croissance relatif a différentes concentration initiale métallique

Une diminution de la croissance relative (RGR) quelle que soit le métal (cuivre ou cadmium)
et la nature de leur solution (monométallique ou bimétallique) (figure 40) avec 1’augmentation
de la concentration métallique initiale a été observée. Le RGR varie de : 72,07 ; 86,10 ; 48,19
a 40,63 pour le cuivre (monométallique de cuivre), de : 68,17 ; 89,36 ; 73,20 a 64,05 pour le
cadmium (solution monométallique de cadmium) et de : 58,52 ; 34,89 ; 35,52 a 16,90
(bimétallique de cuivre et de cadmium) avec les concentrations initiales métalliques de 2, 5, 10
et 15 mg/L. Ainsi, a concentration égale le taux de croissance relatif est plus élevé pour le
cadmium que pour le cuivre et est plus grand en solution bimétallique. Ce RGR élevé au niveau
du cadmium serait dd a la stimulation de la croissance des plantes par le cadmium a certaines
concentrations données bien qu’il ne soit pas un élément essentiel aux plantes (Dou, 1988).
Cette diminution de taux de croissance relatif observée dans nos travaux pour le E. crassipes
est en accord avec les résultats des travaux de Xiaomei et al. (2004). Le faible taux de croissance
obtenu au niveau de la solution bimétallique serait di a I’inhibition de ce dernier par le cadmium
en présence du cuivre (Hafidzatul et al., 2010).
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Evolution de la DCO, de NH4" et de PO+ en présence de cuivre

cadmium au cours du temps

Elimination de la DCO en présence du cuivre et du cadmium

Les figures 41, 42 et 43 présentent 1’évolution de la Demande Chimique en Oxygene (DCO) au

cours du temps, en présence de solutions monomeétallique et bimétallique du cuivre et du
cadmiuma: 2, 5, 10 et 15 mg/L
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Figure 41 : Evolution au cours du temps de la DCO en solution monomeétallique du cuivre a 2,
5, 10 et 15 mg/L
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Figure 43 : Evolution de la concentration résiduelle de la DCO en solution bimétallique du
cuivre et du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L

Les figures 41, 42 et 43 montrent une DCO plus élevée au niveau des essais témoins que celle
des essais qui ont eu lieu en présence de la plante et cela quelle que soient les conditions
opératoires. Cela prouve que la plante joue un réle important dans 1’élimination de la DCO. La
présence de la plante créerait certaines conditions favorables telles que 1’aération du milieu par
leur racine aprés la photosynthese qui permet aux microorganismes de la rhizosphére de
minéraliser la DCO organique. Les produits issus de la minéralisation sont absorbés par la

plantes pour sa survie.

Plus précisement, la DCO du milieu croit avec I’augmentation de la concentration initiale
métallique du milieu. A faible concentration métallique, la DCO est plus faible que celle
obtenue dans les mémes conditions mais sans la présence métallique. Le constat contraire est
fait avec la présence métallique a forte concentration. Ce qui pourrait s’expliquer par le
phénoméne d’interférence qui aurait lieu a forte concentration métallique avec la matiere
organique carbonée. Cependant, il convient de noter que contrairement aux polluants
métalliques (Cd et Cu), les DCO finales obtenus au bout de 20 jours respectent la norme
ivoirienne et celle de la FAO de rejet de la DCO (500 mg/L pour la norme ivoirienne et 300
mg/L pour celle de la FAO).

A faible concentration de la solution monometallique du cuivre et en présence de la plante, le
taux d’abattement de la demande chimique en oxygéne (% DCO) devient comparable a ceux
notés dans la littérature a partir du 6™ jour de traitement. Le méme constat est fait lorsque la

concentration monomeétallique du cuivre devient plus élevée (Tableau | en annexe) a partir du
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9™ jour de traitement. Par contre, en solution monométallique du cadmium, quelle que soit la
concentration métallique initiale, le taux d’abattement de la DCO est comparable a ceux de la
littérature déja a partir du 6°™ jour de traitement (Tableau 1l annexe). En solution bimétallique,
au fur et a mesure que la concentration métallique initiale et le temps de séjour augmentent, le

taux d’abattement devient comparable a ceux de la littérature.

Ainsi, en solution bimétallique & 2 mg/L, le maxima d’élimination est au 6°™ jour, & 5, 10 mg/L
il se trouve au 9°™ jour et au 12°™ jour & 15 mg/L (Tableau III, annexe). En solution
monométallique du cuivre et du cadmium ou en leur solution bimétallique, le taux d’abattement
de la DCO au 20°™ jour reste supérieur ou du méme ordre de grandeur que ceux obtenus par
certains auteurs (Jianbo et al., 2007 ; Ajayi et Ogunboyo, 2012 ; Idder et al., 2011 ; Kouamé
Kouamé et al., 2016).

Iv.2. Elimination de NH4" au cours du temps en présence du cuivre et du
cadmium par Eichhornia crassipes
Les figures 44, 45 et 46 présentent 1’évolution de la concentration de 1’azote ammoniacal (N-

NH4") en présence de la solution monométallique et bimétallique du cuivre et du cadmium a :
2,5, 10 et 15 mg/L
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Figure 44 : Evolution de la concentration au cours du temps de I’azote ammoniacale en
solution monométallique du cuivre a 2, 5, 10 et 15 mg/L
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Figure 45 : Evolution de la concentration au cours du temps de 1’azote ammoniacale en
solution monomeétallique du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L
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Figure 46 : Evolution de la concentration au cours du temps de 1’azote ammoniacal en
solution bimétallique du cuivre et du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L

Une diminution au cours du temps de la concentration en azote ammoniacal a été contastée

quelle que soit la nature métallique (cuivre ou cadmium), la catégorie de la solution métallique

(monométallique ou bimétallique) en présence ou non de la plante (figures 44, 45 et 46). Cette

diminution est plus remarquable en présence de la plante quelle que soit la concentration initiale
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métallique (2, 5, 10 et 15 mg/L). La plante assimile plus 1’azote ammoniacal que les

microorganismes (Brisso et Chazarenc, 2009).

En solution monomeétallique du cuivre et en présence de la plante, la diminution est beaucoup
plus prononcée a faible. L’augmentation de la teneur en azote ammoniacal plus élevée que celle
initiale au 3°™ jour s’expliquerait par le phénoméne d’adaptation de la plante qui aurait
provoqué la réduction de 1’azote 1i¢ aux nitrates du milieu en azote ammoniacal. La variation
de la concentration en azote ammoniacale devient trés faible voire constante aux 12°™ et 15°™
jours a 2 et 5 mg/L en solution monométallique du cuivre. Plus la concentration métallique est
¢levée moins la plante aurait besoin de 1’azote ammoniacale. En présence du cadmium, la
concentration résiduelle de 1’azote ammoniacal devient faible et invariant au 15°™ jour du
traitement, quelle que soit la concentration métallique (2, 5, 10 et 15 mg/L) et en présence de
la plante. Signalons qu’en solution bimétallique et avec la présence de la plante, la teneur
résiduelle en azote ammoniacal du 20°™ jour (0,66 ; 1,13 ; 0,33 et 2,55 mgN/L) est plus faible
que celle en solution monométallique de cuivre (1,00 ; 1,53 ; 2,14 et 2,74 mgN/L) et de
cadmium (1,39 ; 1,38 ; 1,81 et 1,57 mgN/L). En solution bimétallique, la plante aurait plus
besoin de 1’azote ammoniacal qu’en solution monométallique du cuivre et du cadmium. A 2 et
5 mg/L de polluant métallique (cuivre et cadmium), la teneur en azote ne diminution plus au

12°™ jour. Avec le méme constat fait & 10 et 15 mg/L mais pour cette fois si au 15°™ jour.

En solution monométallique de cuivre et de cadmium, le taux d’élimination de I’azote
ammoniacal est supérieur & ceux obtenus par Loan et al. (2014) & partir déja du 6°™ jour du
traitement quelle que soit la concentration (Annexe tableaux 1V, V et VI). Tous les taux
d’élimination de 1’azote ammoniacal au 20°™ jour sont restés plus élevés que ceux obtenus par
certains auteurs tels que Jianbo et al. (2008), Idder et al. (2011), Chibueze et al. (2014),
Shahabaldin et al. (2014) et Valipour et al. (2015). Cette différence de résultats serait due aux

conditions expérimentales ou a la présence des polluants métalliques dans notre cas.

IV.3. Elimination de PO4* en présence du cuivre et du cadmium par

Eichhornia crassipes

Les figures 47, 48 et 49 présentent 1’évolution de la concentration du phosphore minéral (P-
PO4*) en solution monométallique et bimétallique du cuivre et du cadmium & : 2, 5, 10 et 15

mg/L.
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Figure 47 : Evolution de la teneur de I’orthophosphate au cours du temps en solution
monomeétallique du cuivre a 2, 5, 10 et 15 mg/L avec ou sans E. crassipes
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Figure 48 : Evolution de la teneur de I’orthophosphate au cours du temps en solution
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130



Résultats et Discussion

35 | m0
3 _
m3
2,5 -
2 -
g 6
% 1,5 A
£
N 14 9
O
8 05 A
o
o4 m12
Q Q 9 Q ) ) o) 5)
} Qb s Cb ) Qb y Qb 06\\ Gbk\ 06\\ C@\\
Q Q Q Q X X X X w15
S o o ST NN
> Ny C O C O
‘é\@ ‘@@0 & @\“
< S &@@ dé\ m20

Nature des différents essais en solution bimétallique (cuivre et cadmium)

Figure 49 : Evolution de la teneur de 1’orthophosphate au cours du temps en solution
bimétallique du cuivre et du cadmium a 2, 5, 10 et 15 mg/L avec ou sans E. crassipes

Les figures 47, 48 et 49 présentent 1’évolution de la concentration résiduelle du phosphore au
cours du temps en solution monométallique et bimétallique du cuivre et du cadmium. Les
concentrations résiduelles des essais en présence de E. crassipes est plus faible que celle des
essais sans E. crassipes, quelle que soit la nature de la solution métallique. Cette différence est
due a I’assimilation du phosphore par E. crassipes. Le phospore est un élément essentiel qui
participe aux réactions de maintien de la vie, au transfert d’énergie, a ’activation des protéines
et a la régulation des processus métaboliques (Richardson et al., 2009 ; Kouamé Kouamé et al.,
2016). A faible concentration métallique, une diminution de la concentration résiduelle quelle
que soit la nature métallique est notée. Alors qu’a forte concentration métallique, la
concentration résiduelle en orthophosphates diminue jusqu’au 3™ jour puis augmente jusqu’a
la fin ; avec par moments une augmentation de cette derniere qui dépasse la concentration
initiale. A faible teneur métallique, la concentration résiduelle du phosphore est plus faible en
solution monométallique du cuivre que celle du cadmium, tandis qu’a des concentrations
métalliques élevées celle du phosphore résiduel en solution monométallique du cadmium
devient plus faible que celle de cuivre. Le phosphore est utilisé par la plante comme régulateur
des processus métaboliques et que le cadmium se serait un élément toxique pour la plante, il
serait mis a profit par la plante pour faire face aux effets nocifs (dommages) que pourrait
engendrer la présence du cadmium a forte concentration métallique. L’augmentation avec

dépassement par endroits de la concentration résiduelle a la concentration initiale, pourrait
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s’expliquer par le relargage des orthophosphates par les microorganismes présents. Cette
hypothése est confirmée par les différentes valeurs du pH et du potentiel rédox qui montrent la
présence d’un milieu anaérobie. Or en milieu anaérobie, les microorganismes relarguent du

phosphore au profit d’absorption des acides gras volatils (Casellas, 2004).

V. Modélisation statistique de la contribution de Eichhornia crassipes

dans I’élimination des polluants métalliques

V.1.Cuivre

Plusieurs modeles a effet mixte (Tableau XV1II) ont été utilisés pour évaluer la contribution de
la jacinthe d’eau dans le traitement du cuivre et du cadmium, en fonction du temps de séjour et

de la concentration meétallique initiale.

La relation entre la concentration en cuivre et le temps de séjour (modeéle 1) est significative au
seuil de 0,1% (p<0,0001) et explique seulement a 19,35% la variabilité de la concentration en
cuivre (en fin de traitement) par le modele. On observe une diminution journaliere additionnelle
de 0,26 mg/L de Cu dans le traitement due a ’effet de la jacinthe. La présence de la plante
ameliore a 87,25 % 1’¢élimination du cuivre. Une régression multiple effectuée en intégrant dans
le modele la concentration initiale de cuivre améliore significativement le taux de variabilité
qui passe a 41,78%. La connaissance de la concentration initiale permet de mieux prédire I’effet
de la jacinthe sur le traitement. Cet effet sur le traitement du cuivre est illustré par I’équation

suivante :
[Cu] finat = -0,26 * T sgjour + 0,35*[Cu] initiar +2,27.

Le signe (-) du coefficient qui accompagne le temps de s€jour indique que la jacinthe épure le
milieu au cours du temps. Le signe (+) du coefficient de [Cu] iniim montre que plus la
concentration initiale augmente moins la jacinthe a d’effet sur 1’élimination du cuivre. Le
tableau 1V (I’annexe) présente les caractéristiques des modeles 3, 4, 5 et 6. Cependant, le
modeéle 4 expliquerait plus la variabilité des données au niveau du cuivre (Tableau VIII,

annexe).

V.2.Cadmium

Concernant la relation qui existe entre la concentration en cadmium et le temps de séjour
(modéle 7), elle est significative au seuil de 1% (p<0,001) avec seulement 25,77% de la
variabilité de la concentration en cadmium (en fin de traitement) expliquée par le modéle. On

observe une diminution journaliére additionnelle de 0,28 mg/L de Cd dans le traitement due a
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I’effet de la jacinthe. La présence de la plante améliore a 84,34 % I’¢limination du cadmium.
Une régression linéaire multiple effectuée en intégrant dans le modele la concentration initiale
de cadmium améliore significativement le pourcentage de variabilité expliquée, qui passe de
25,77% a 40,13%. La connaissance de la concentration initiale permet de mieux prédire I’effet
de la jacinthe sur le traitement. Cet effet sur le traitement du cadmium est illustré par 1’équation

suivante :

[Cd] final = -0,28 * T s¢jour + 0,28*[Cd] initiar +2,69.
Le signe (-) du coefficient du temps de séjour indique que la jacinthe épure le milieu au cours
du temps. Le signe (+) du coefficient de [Cd] initia indique que plus la concentration initiale
augmente, moins la jacinthe a d’effet sur I’élimination du cadmium. Le tableau 4 en 1’annexe

présente respectivement les caractéristiques des modeéles 9, 10, 11 et 12. Le modéle 10

expliquerait plus la variabilité des données au niveau du cadmium (Tableau VIII, annexe).

Tableau XV : Coefficients et probabilité d’estimation des modéles de prédiction des
parametres cuivre, et cadmium

Parametres Cu Cd
prédits Cu (Modéle 5) Cd (Modéle 11)
A p-value a p-value
Cu -0,258 0,0001 B B
Cd B B -0,285 | 0,00001
Ordonnée a
I'origine (b)
Cu(2) 3,119 0,018 B B
Cu(5) 3,889 0,089 _ _
Cu(10) 5,763 0,0001 _ _
Cu(15) 7,657 0,086 B B
Cd(2) _ _ 3,386 0,071
Cd(5) _ _ 3,968 0,201
Cd(10) _ _ 5,340 0,00001
Cd(15) _ _ 6,961 0,132
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Conclusion partielle

Aux termes de ce chapitre, il convient de retenir qu’a faible concentration métallique (2
mg/L), la plante absorbe plus I’oligoélément (Cu) que I’élément toxique (Cd). De plus, toutes
les concentrations résiduelles obtenues au bout de 20 jours, a cette concentration métallique
respectent la norme OMS de rejet. Cependant, cela n’est pas le cas a partir de la concentration
métallique 5 mg/L. Le cuivre et le cadmium sont plus éliminés en solution monométallique
qu’en solution bimétallique. La toxicit¢ du cuivre a concentration élevée devient plus
importante que celle du cadmium. La présence du cadmium interfére plus sur I’absorption du

cuivre.

Trois niveaux de contribution de E. crassipes se dégagent : la contribution rapide suivie du
maximum de contribution et a la fin, la phase de declin. Le maximum de contribution serait
aux 9°™ et 12°™ quelle que soit la nature du métal et la concentration métallique initiale. La
contribution du cuivre en solution monométallique est plus élevée que celle observée en
solution bimétallique. Par contre, au niveau du cadmium la contribution en solution
bimétallique est plus élevée que celle en solution monométallique de cadmium. Alors qu’au
niveau du cuivre, la contribution de E.crassipes est plus élevée en solution monométallique

et a faible concentration initiale
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CHAPITRE Il : ETUDE DE L’EFFET DE LA MATIERE ORGANIQUE BIODEGRADABLE

SUR LES METABOLITES SECONDAIRES DE EICHHORNIA CRASSIPES

Cette étude fait suite a 1’étude menee sur 1’effet des trois facteurs que sont : le temps de séjour,
la densité de la plante et la charge initiale organique en DCO en utilisant le plan factoriel
complet. Ce chapitre expose I’analyse et I’interprétation des résultats obtenus lors de
I’évaluation de I’effet de la matiére organique sur les métabolites secondaires qui interviennent

dans la défense de E. crassipes contre les agressions extérieures.

I. Caractérisation de la jacinthe d’eau

.1. Matieres minérales
Les figures 50 et 51 présentent les teneurs en matiéres minérales (macroéléments et
oligoéléments) de Eichhornia crassipes du Bénin et de la Cote-d’Ivoire.
% Macroéléments

Le Soufre (S) ; le Calcium (Ca) ; le Potassium (K) ; le Sodium (Na) et le Phospore. (P)

constituent les macroéléments évalués pour les deux especes.
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Figure 50 : Macroéléments de la jacinthe d’eau

EC : Eichhornia crassipes de la Céte d’Ivoire

EC’ : Eichhornia crassipes du Bénin
Il ressort de 1’analyse des résultats de la figure 50 que E. crassipes de la Cote-d’Ivoire contient
plus de soufre (26,76 g/kg de matiére seche) et de calcium (19,35 g/kg de matiere seche) que
de potassium (13,82 g/kg de matiere seche) et de sodium (6,26 g/kg de matiere seche), avec une

faible teneur en phosphore (26,79 g/kg de matiére séche). Par contre, I’espéce du Bénin, est
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plus riche en calcium (22,09 g/kg de matiére séche) qu’en soufre (17,89 g/kg de matiére seche),
et des teneurs proches en potassium (12,40 g/kg de matiére séche) et sodium (11,28 g/kg de
matiere seche) et phosphore (1,64 g/kg de matiere seche). Il faut noter que 1’espéce récoltée en
Cote-d’Ivoire est beaucoup plus riche en ces différents macroéléments évalués que celle
prélevée au Bénin. Cette variation de teneur observée serait due aux caractéristiques édaphiques

des écosytémes naturels, ou ont été collectés les plants de la jacinthe d’cau.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par Peter et al. (2008) qui ont montré dans leurs
travaux sur les plantes monocotylédones que la teneur en macroéléments de cette famille de
plante devrait étre supérieure ou égale a 1000 mg/kg de matiére seche. Ces résultats sont
également du méme ordre de grandeur que ceux obtenus par Ho thanh Tham (2015) sur E.
crassipes. Cependant, la teneur en soufre de I’espéce récoltée dans les deux pays est plus élevée

que celle obtenue par Loic (2012).
% Oligoéléments
Les oligoéléments ayant fait I’objet de 1’étude sont le Magnésium (Mg), le Fer (Fe), le Zinc

(Zn) et le Cuivre (Cu). Le Plomb (Pb) et le Cadmium (Cd) sont les éléments toxiques de la

plante. La teneur en eau (%TE) et la teneur en matiere seche (%MS) ont également été évaluées.
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Figure 51 : Oligoéléments de la jacinthe d’ecau

EC : Eichhornia crassipes de la Céte d’Ivoire

EC’ : Eichhornia crassipes du Bénin
La teneur en eau et en maticres seches sont du méme ordre de grandeur pour I’espece des deux
pays (TE : 89,31 % et 87,31 % ; MS : 10,69 et 12,69, respectivement pour 1’espéce récoltée en
Cote-d’Ivoire et au Bénin). Le plomb n’étant pas un élément essentiel ni un oligoélément pour
les matiéres vivantes dont la plante, sa présence serait due a une contamination de son milieu

édaphique. Il est présent au niveau des especes recoltées dans les deux pays. Mais sa teneur
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reste plus élevée au niveau de I’espéce récoltée en Cote-d’Ivoire (0,106 g/kg de matiére seche)
que celle récoltée au Bénin (0,072 g/kg de matiere séche). La teneur en magnésium et en fer est
du méme ordre de grandeur pour I’espéce récoltée en Cote-d’Ivoire (Mg : 0,208 g/kg de matiére
seche et Fe : 0,196 g/kg de matiere seche) que pour celle récoltée au Bénin (Mg : 0,238 g/kg de
matiére seche et Fe : 0,218 g/kg de matiére seche). La teneur en ces oligoéléments évaluée de
I’espéce récoltée en Cote-d’Ivoire et au Bénin est du méme ordre de grandeur que celle obtenue
par Ho Thanh Tham (2015). A part I’¢lément fer dont sa teneur est plus élevée, la teneur du
reste des éléments est en accord avec celle obtenue par Peter et al. (2008). Ils avaient montré
que les plantes monocotylédones devraients avoir des teneurs en oligoéléments inférieure ou

égale a 100 mg/kg de matiére séche.

Sous réserve de I’évaluation de ces parametres au niveau des milieux de vie des especes
étudiées, et sur la base des valeurs obtenues, I’espéce récoltée au Bénin serait plus riche en ces

différents éléments comparativement a celle récoltée en Céte-d’Ivoire.

1.2. Meétabolites secondaires

Les tableaux XVI et XVII présentent 1’identification et la quantification des métabolites
secondaires de E. crassipes évaluée a 1’¢état frais (ECF) et séché (ECS) au niveau des especes

récoltées en Cote-d’Ivoire et au Bénin.

1.2.1. Criblage des métabolites secondaires

Tableau XVI : Métabolites secondaires de I’espéce récoltée dans les différents pays

Eichhornia crassipes
Céote-d'lvoire Bénin
Frais Sec Frais Sec
Stérols et terpénes * + + +
Polyphénols - + + +
Anthocyanes - - * +
Flavonoides | Flavonoides libres * + + +
Leucoanthocyanes * + +
Catéchiques - * - +
Tanins Galliques - - + +
Alcaloides - - - -

- : absent, * : traces, + : présence.
Le criblage phytochimique de E. crassipes récolté en Cote-d’Ivoire indique majoritairement la
présence des composes chimiques tels que : les polyphénols, les flavonoides libres, les
leucoanthocyanes, les terpénes et stéroides et les tanins catéchiques. L’espéce récoltée au Bénin

regorge majoritairement des métabolites tels que : les terpenes et stéroides, les polyphénols, les
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anthocyanes, les flavonoides libres, les leucoanthocyanes, les tanins galliques et les tanins
catéchiques (Tableau XVI). A part I’absence des alcaloides constatés dans les especes, les
résultats obtenus sont conformes a ceux obtenus par Thamaraiselvi et al. (2012) qui ont révélé
dans les extraits éthanoliques de la plante fraiche de E. crassipes la présence de flavonoides, de
stéroides, de terpenes d’anthocyanes et d’alcaloides. Ces résultats sont également conformes a
ceux obtenus par Kandukuri et al. (2009) puis Lalitha et al. (2012), avec la présence de certains

métabolites dans la plante a I’état sec et leur absence a 1’état frais.

1.2.2. Quantification des métabolites secondaires des espéces

Tableau XVII : Teneurs en composés phénoliques, en flavonoides totaux et tanins totaux de la
jacinthe d’eau

Eichhornia crassipes
Récolté en Cote d’Ivoire Récolté au Bénin
Frais Sec Frais Sec
Tanins Totaux (g/L) 0,078 0,274 0,054 0,110
Polyphénols Totaux (g/L) - 0,12 - 0,03
Flavonoides Totaux (g/L) 0,24 1,05 0,12 0,35

Les résultats de I’analyse quantitative (Tableau XVII) confirment les observations faites au
cours du screening phytochimique. Les trois familles de métabolites quantifiés sont plus
concentrées dans la plante a 1’état sec qu’a 1’état frais, confirmant 1’hypothése selon laquelle
les molécules seraient diluées dans le matériel végétal a 1’état frais. Quel que soit le métabolite

secondaire considéré, E. crassipes de la Cote d’Ivoire est plus riche que celui du Bénin.

I1. Influence de I’utilisation de E. crassipes dans I’élimination de la matiére
organique sur les métabolites secondaires de la plante
I1.1. Analyse quantitative des modifications subies par les métabolites
de E. crassipes en présence des polluants organiques
Les figures 52 et 53 mettent en évidence, la variation de la teneur en composés phénoliques
totaux, en flavonoides totaux et en tanins condensés au niveau de E. crassipes apres son

utilisation dans le traitement des eaux usées a 192 et 944 mgO./L et aux temps de séjour de 5
et 15 jours. Sur cette figure :
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- R, PA et EN désignent respectivement la Racine, la Partie Aérienne (tige) et leur

Ensemble (plante entiere),

- B, F et Fo représentent respectivement, la plante récoltée dans son milieu de vie naturel

ayant joué le réle de témoin, celle ayant été utilisée dans le traitement a faible, puis a

forte concentration en matiére organique DCO (192 et 944 mgO2/L) et

- let2quiindiquent la durée des essais (temps de séjour) respectivement 5 et 15 jours
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apres 15 jours de traitement
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La teneur en composés phénoliques totaux (CPT) varie tres peu au niveau de la plante utilisée
dans le traitement a faible concentration (RF1), a forte concentration (RFol) et de celle récoltée
dans son milieu de vie naturel (RB1), aprés 5 jours de traitement au niveau de la racine. Par
contre, une diminution de la teneur en composés phénoliques totaux a été constatée au niveau
de la partie aérienne de la plante témoin (PABL) et au niveau de la PA de la plante utilisée dans
un traitement a forte concentration de polluant (PAFo). Par ailleurs, au niveau de la plante
entiére utilisée dans le traitement a faible concentration (ENF), une augmentation de la teneur
en composés phénoliques totaux a été observée. Au bout de 15 jours de traitement un
réajustement de la teneur en CPT a été remarquée au niveau de la racine (RB2, RF2 et RF02),
de la partie aérienne (PAB2, PAF2 et PAF02) et au niveau de la plante entiére (ENB2, ENF2
et ENFo02), quelle que soit la concentration du polluant. Ce réajustement de la teneur en CPT
constaté serait d0 a la baisse de I’effet de I’agression apres 15 jours de traitement. La faible
variation de la teneur en CPT remarquée au niveau de la plante ayant été utilisée dans le
traitement des polluants a faible concentration comparativement a la plante utilisée dans le
traitement des polluants & forte concentration confirmerait ’hypothése selon laquelle les

composés phénoliques totaux seraient le métabolite principal de défense biologique de la plante.

Lorsque la durée du traitement passe de 5 a 15 jours, la teneur en CPT se réajuste tandis que
celles en Tanin condensé (TC) et en flavonoide totaux (FVT) se voient multiplier par trois voire
par quatre. Mais a faible concentration de polluant, on observe une augmentation moins sensible
de la teneur de ces métabolites secondaires que celle obtenue a concentration élevée. Les CPT
seraient donc le métabolite secondaire principalement secrété par E. crassipes pour faire face a

I’agression que constituent les polluants organiques.
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11.2. Etude statistique des effets sur les métabolites de E. crassipes

Tableau XVI1II : ANOVA a trois facteurs des différentes parties de la plante (DP), des

difféerents traitements et des temps de séjour des traitements avec leurs interactions

Variables Classes p-value
DP 8,07E-14%**
Traitement 1,08E-08***
Séjour 1,61E-05%**
Composés phénoliques totaux DP : Traitement 1,20E-10%**
DP : Séjour 0,109
Traitement : Séjour 6,50E-10%**
DP : Traitement : Séjour 3,95E-09***
DP 3,47E-08***
Traitement 0,0023939**
Sejour 0,0084086**
Flavonoides totaux DP : Traitement 6.56E-06%**
DP : Séjour 0,0001404%***
Traitement : Séjour 0,1150213
DP : Traitement : Séjour 0,0010251**
DP 2,20E-16%**
Traitement 1,56E-06***
Sejour 0,2329
Tanins condensés DP : Traitement 4 00E-09***
DP : SéjOUI‘ 7 26E-06***
Traitement : Séjour 0,0164*
DP : Traitement : Séjour 4, B5E-11***

11.2.1. Composés phénoliques

Les résultats de ’ANOVA de la teneur en composés phénoliques totaux (Tableau XVIII)

montrent une différence significative entre les différentes parties de la plante (DP), les différents

types de traitements subis par la plante (Traitement) et la durée du traitement (Séjour) au seuil

de 0,1% (p<0,001). Le croisement entre les différents types de traitement et les différentes

parties de la plante (Traitement : DP) d’une part, et entre la durée du traitement et le type de

traitement (Séjour : Traitement) ont une influence significative sur les composés phénoliques

totaux au seuil de 0,1%. D’autre part, I’interaction entre la durée du traitement et les différentes
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parties de la plante (Traitement : DP) n’a pas un effet significatif sur la teneur en composés
phénoliques totaux de la plante (p>0,05).

L’étude descriptive des interactions qui ont un effet sur la teneur en composés phénoliques
totaux est faite a la figure 54.
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Figure 54 : Teneur en composés phénoliques totaux entre le type de traitement et les
différentes parties de la plante ; entre la durée du traitement et du type de traitement et entre la
durée du traitement et des différentes parties de la plante.

(@), (Traitement et DP) : type de traitement et différentes parties de la plante,

(b), (Séjour et Traitement) : durée du traitement et type de traitement.
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Figure 55 : Test de HSD de Tukey de la teneur en composés phénoliques totaux en fonction
des différents types de traitement et de la durée du traitement.

B : la plante prise dans son milieu de vie (témoin)

F : la plante ayant subie un traitement & faible concentration de polluant

Fo celle ayant subie un traitement a forte concentration de polluant, pour les différents types de traitement.
5 et 15 jours : les temps de séjour du traitement pour la durée du traitement.

EN : la plante entiére,

PA : la partie aérienne de la plante et

R : laracine de la plante pour les différentes parties de la plante
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L’¢tude de I’effet de I’interaction des différents types de traitement et les différentes parties de
la plante sur la teneur en composés phénoliques de la plante (Figure 54a) indique que la teneur
en composeés phénoliques totaux de la plante entiére récoltée dans son milieu (B.EN) et de sa
racine utilisée dans le traitement des polluants a forte concentration (Fo.EN et Fo.R) serait
invariante. Avec une valeur atypique qui est observée au niveau de la plante entiere récoltée
dans son milieu de vie (B.EN) et de sa racine utilisée dans le traitement a forte concentration
de polluant (Fo.R). A part, la racine de la plante utilisée dans le traitement a faible concentration
polluante (F.R) qui a une distribution asymeétrique, tout le reste (F.EN, B.PA, F.PA, Fo.PA et

B.R) a une distribution symétrique.

Quant a I’étude de I’effet de I’interaction entre la durée du traitement et les différents types de
traitement dans lesquels la plante a été utilisée, la teneur en composes phénoliques totaux
(Figure 54b) présente une distribution asymétrique dans 1’ensemble (5.B, 15.B, 5.F, 15.F, 5.Fo
et 15.Fo).

Quant au test HSD de Tukey (Figure 55), il montre au niveau des différentes parties de la plante,
qu’il n’y a pas de différence significative entre la teneur en CPT de la partie aérienne (PA) et
la plante entiere (EN). Aussi, la teneur dans la racine est-elle différente de celle dans la PA et
EN avec deux groupes au sein des différentes parties de la plante (DP). En outre, pour le type
de traitement dans lequel la plante a été utilisée, une différence significative de la teneur en
CPT de la plante récoltée dans son milieu de vie (B) est notée par rapport aux plantes utilisées
dans le traitement a faible et a forte concentration polluante. Cependant, il n’y a pas de
différence entre la teneur en CPT de la plante utilisée a forte (Fo) et a faible (F) concentration
polluante. La durée de traitement serait sans effet sur la teneur en CPT dans les différentes

parties de la plante et des différents types de traitement.

11.2.2. Flavonoides totaux
La comparaison des teneurs en flavonoides totaux (Tableau XVIII) présente une différence
significative entre les différentes parties de la plante (DP), entre les différents types de
traitement dans lesquels la plante a été utilisée (Traitement) et la durée du traitement (temps de
sejour) au seuil respectivement de 0,1% et 1%. L’interaction des différents types de traitement
et des différentes parties de la plante (Traitement et DP) et celle de la durée du traitement et les
différentes parties de la plante (Séjour et DP) ont une influence significative sur la teneur en
flavonoides totaux (FVT) de la plante au seuil de 0,1%. Par contre, le croisement de la durée de
traitement et des différents types de traitement (Séjour et Traitement) n’a pas d’effet sur la

teneur en flavonoides totaux. L’étude descriptive des différentes interactions sur la teneur en
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flavonoides totaux (FVT) est faite sur les interactions entre les différents types de traitement et
les différentes parties de la plante (Traitement et DP), d’une part, et, entre la durée du traitement

et les différentes parties de la plante (Séjour et DP) d’autre part (Figure 56).
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Figure 56 : Teneur en flavonoides totaux entre le type de traitement et les différentes parties
de la plante ; entre la durée du traitement et du type de traitement et entre la durée du
traitement et des différentes parties de la plante.

(a), (Traitement et DP) : type de traitement et différentes parties de la plante et

(b), (Séjour et DP) : durée du traitement et des différentes parties de la plante
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Figure 57 : Test HSD de Tukey de la teneur en flavonoides totaux en fonction des différents
types de traitement et de la durée du traitement.

B : la plante prise dans son milieu de vie (témoin)

F : la plante ayant subi un traitement a faible concentration de polluant

Fo : la plante ayant subi un traitement a forte concentration de polluant, pour les différents types de
traitement.

5 et 15 : les temps de séjour du traitement pour la durée du traitement.

EN : la plante entiére,

PA : la partie aérienne de la plante et
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R : laracine de la plante pour les différentes parties de la plante

La figure 56a présente deux valeurs atypiques respectivement au niveau de la plante entiere et
a la partie aérienne utilisée dans le traitement des polluants a forte concentration (Fo.EN) et
(Fo.PA). A part la plante entiere utilisée dans le traitement a faible concentration polluante
(F.EN) et la racine de la plante récoltée dans son milieu de vie prise comme témoin (B.R) qui
ont présenté une distribution symétrique de la teneur en flavonoides totaux (FVT), tout le reste
a une distribution asymétrique de cette derniere (FVT) (B.EN, F.EN, Fo.EN, B.PA, F.PA et
F.R). L’étude de I’interaction entre la durée du traitement et les différentes parties de la plante
(Figure 56b), révele une distribution symétrique de la teneur en flavonoides totaux au niveau
de la plante entiére, quelle que soit la durée du traitement (5.EN et 15.EN). Par contre, le reste
de la distribution est asymétrique au niveau de la partie aérienne et de la racine de la plante,
quelle que soit la durée du traitement (5.PA, 15.PA, 5.R et 15.R).

Le test HSD de Tukey (Figure 57) montre qu’entre les parties de la plante, il n’y a pas de
différence significative de la teneur en FVT de la partie aérienne (PA) et de la plante entiere
(EN). Aussi, la teneur en FVT dans la racine est-elle différente de celle dans la PA et I’EN avec
deux groupes au sein des différentes parties de la plante (DP). Il n’y a également pas de
différence significative entre la plante témoin et celle utilisée dans le traitement a forte
concentration polluante. Par contre, entre la plante récoltée dans son milieu de vie (plante
témoin) et celle utilisée dans le traitement a la charge polluante a faible concentration, il apparait

une différence significative de la teneur en FVT au seuil de 5%.

11.2.3. Tanins condensés

La comparaison (par I’ANOVA) des teneurs en tanins condensés (Tableau X) montrent une
différence significative entre les parties de la plante et les traitements au seuil de 0,1%. Cela
n’est pas le cas pour les temps de traitement qui sont restés sans différence sur la teneur en
tannins condensés au seuil de 5%. Toutes les combinaisons binaires entre les parties de la plante
et les traitements, entre les parties et les séjours des traitements au seuil de 0,1%, et entre les
traitements et les séjours de traitement au seuil de 5%, ont un effet sur la teneur en tanins

condenseés. La statistique descriptive des trois interactions binaires est étudiée (Figure 58).
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Figure 59 : Comparaison multiple (Test HSD de Tukey) de la teneur en tanins condensés en

fonction des différents types de traitement et de la durée du traitement

B : la plante témoin, prise dans son milieu de vie ;
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F : la plante ayant subie un traitement a faible concentration de polluant et

Fo celle ayant subie un traitement a forte concentration de polluant, pour les différents types de traitement.
5 et 15 : les temps de séjour du traitement pour la durée du traitement.

EN : la plante entiere,

PA : la partie aérienne de la plante

R : la racine de la plante pour les différentes parties de la plante

Une distribution asymétrique de la teneur en tanins condensés est remarquée entre les différents
types de traitement et les différentes parties de la plante (Traitement et DP), entre la durée de
traitement et les différents types de traitement (Séjour et Traitement) et entre la durée de
traitement et les différentes parties de la plante (séjour et DP). Elle se révéle oscillante dans la
plante entiere et le traitement, diminue et augmente au niveau de la partie aérienne de la plante
et de sa racine avec les différents traitements. Ainsi, le traitement pourrait avoir un effet

significatif sur la teneur en tanins condensés des différentes parties de la plante.

La comparaison multiple a 1’aide du test HSD de Tukey (Figure 59) confirme I’absence de
différence significative des temps de sejours et montre que la teneur en TC des constituants des
parties de la plante est différente au seuil de 0,1%. La teneur en TC du traitement a forte
concentration et celle de la plante prise a son milieu de vie sont les mémes. Par contre, on note

une différence entre la teneur en TC du traitement a faible et a forte concentration.

Conclusion partielle

Le criblage phytochimique effectué sur E. crassipes a indiqué la présence de beaucoup de
métabolites dont la teneur varie d’un pays a un autre. Les composés phénoliques totaux
seraient le métabolite secondaire de défense de la jacinthe d’eau face aux agressions que

constituent les polluants organiques.
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L’¢étude avait pour but de mettre en évidence, les différentes interactions qui ont lieu au cours
de la phytoépuration utilisant Eichhornia crassipes (jacinthe d’cau) entre la plante et les
polluants métalliques et organiques d’une part, et entre la plante et les microorganismes d’autre

part.

La premiére étape a consisté a 1’optimisation de certains paramétres physico-chimiques qui
influencent la phytoépuration utilisant Eichhornia crassipes a partir de la méthodologie des
plans d’expériences. Cette étude a montré que le temps de séjour, la Demande Chimique en
Oxygeéne (DCO) initiale et leur interaction ont une influence certaine sur le taux d’abattement
de la DCO, de I’ammonium (NH4") et de I’orthophosphate (PO4>). L’optimisation multi-
réponses a permis de constater que pour un taux d’abattement maximal de 62,12 % en DCO, de
86,25 % en NH4" et de 99,35 % en PO.*, il faut un temps de séjour de 15 jours, une densité de
plante de 60 Pieds/m? et une charge initiale organique en DCO de 192 mgO/L avec une
désirabilité de 0,51. Pour ce qui est de I’optimisation binaire des réponses, il ressort que pour
un taux d’abattement maximal de 76,42 % en DCO et 93,12 % en NH4" avec une désirabilité
de 0,86, il faut un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante de 60 Pieds/m? et une
charge initiale organique en DCO de 944 mgO2/L. En outre, pour un taux d’abattement de 75,13
% en DCO et 80,63 % en PO4¥, il faut un temps de séjour de 5 jours, une densité de plante de
60 Pieds/m? et une DCO initiale de 192 mgO,/L pour une désirabilité de 0,76. De méme, pour
un taux d’abattement maximal de 86,25 % en NH4" et 99,35 % en PO.%, il faut un temps de
séjour de 15 jours, une densité de plante de 60 Pieds/m? et une charge organique initiale en
DCO de 192 mgO-/L avec une désirabilité de 0,93.

Ainsi en tenant compte des différentes valeurs de la désirabilité et de I’ordre d’élimination des
parameétres, il faudra dans le domaine d’étude utilisé, envisager la mise en série du procédé avec
comme caractéristiques du premier bassin : un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante
de 60 Pieds/m? et une charge organique initiale en DCO de 944 mgO2/L, et pour le second

bassin, un temps de séjour de 15 jours, une densité de plante de 60 Pieds /m?.

La deuxiéme partie qui a été consacrée a 1’étude de 1’absorption métallique par Eichhornia
crassipes en présence de la matiére organique, a permis de montrer que Eichhornia crassipes
est un hyperaccumulateur de cuivre et un accumulateur modéré de cadmium en solution
monomeétallique. En solution bimétallique de ces deux métaux, Eichhornia crassipes accumule
plus le cadmium. En solution mono et bimétallique a 2 mg/L, au bout de 20 jours de traitement,

la concentration résiduelle du cuivre et cadmium respecte la norme OMS de rejet de ces
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polluants. Au niveau des polluants organiques, leurs différentes concentrations résiduelles
respectent la norme FAO, Ivoirienne et Béninoise de rejet principalement pour le parametre
DCO. Trois niveaux de contribution par Eichhornia crassipes se dégagent : la contribution
rapide suivie du maximum de contribution et de la phase de déclin. Le maximum de
contribution serait aux 9°™ et 12°™ jours quelle que soit la nature du métal et la concentration
initiale. La contribution du cuivre en solution monomeétallique est plus élevée que celle observée
en solution bimétallique. Par contre au niveau du cadmium, la contribution en solution
bimétallique est plus élevée que celle en solution monométallique de cadmium. La
connaissance de la concentration initiale permet de prédire au micux I’effet de la jacinthe sur le
traitement des polluants métalliques avec des modeles multi-paramétres qui indiquent que la
jacinthe absorbe les polluants métalliques au cours du temps avec une concentration journaliere
accumulée de 0,26 et 0,28 respectivement pour le cuivre et le cadmium. Ces modéles montrent

que plus la concentration initiale métallique augmente moins la plante contribue.

La troisieme partie de 1’étude qui a été consacrée a 1’identification de I’influence des polluants
organiques sur les métabolites secondaires de Eichhornia crassipes, a révélé a travers le
criblage phytochimique, la présence de nombreux métabolites dont les teneurs varient d’un pays
a un autre. La concentration d’exposition de la plante, les différentes parties, la durée du
traitement et leur interaction (sauf I’interaction entre les différentes parties et la durée du
traitement) influencent significativement la teneur en composés phénoliques totaux de la
jacinthe d’eau. Pour les flavonoides totaux, a part I’interaction entre le type de traitement et le
temps de séjour, toutes les autres interactions ont des effets significatifs sur ces derniers. Alors
qu’au niveau des tanins condensés, la durée du traitement n’influence pas la teneur en tanins
condense. Les composeés phénoliques totaux seraient mis a profit par Eichhornia crassipes pour

faire face a I’agression que constituent les polluants organiques.

Perspectives de I'étude
En guise de perspectives a I'issue de ce travail, il serait intéressant :

v' d’approfondir 1’étude sur 1’utilisation des plans d’expériences par ’utilisation du plan
du second degré en utilisant les facteurs qui contribuent plus a la phytoépuration afin
d’avoir un domaine beaucoup plus large d’optimisation.

v"de modéliser les phénomeénes qui ont lieu dans les bassins a macrophytes flottants avec
I’étude de la cinétique et de la steechiométrie de Eichhornia crassipes (jacinthe d’eau).

v' de réaliser I’étude comparative entre le lagunage a macrophytes flottants et celui a

macrophytes fixés dans 1’élimination des polluants métallique.
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v d’étudier I’enlévement des métaux qui prend en compte les phénoménes d’adsorption

et d’absorption par la jacinthe d’eau d’une part et par les microorganismes d’autre part.
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Tableau I : Evolution de 1’élimination de la demande chimique en oxygéne en présence du cuivre

T e T [ o | o [0 | e [cvos

3 jours 40,14 45,00 35,15 47,62 35,15 50,50 35,15 42,63

6 jours 45,00 72,96 39,50 74,97 45,00 53,25 47,30 53,95

. 9 jours 55,10 79,37 61,50 75,25 45,13 62,87 61,50 71,12
#beo 12 jours 58,75 85,00 81,67 84,29 50,00 80,00 68,57 72,50
15 jours 77,54 90,00 75,00 85,00 50,00 80,36 72,50 83,75

20 jours 81,67 90,83 70,00 83,25 65,95 82,50 60,11 81,25

Tableau Il : Evolution de I’élimination de la demande chimique en oxygéne en présence du cadmium

Témoin Témoin Témoin Témoin
(Cd2) Cd (2) (Cds) Cd (5) (Cd10) Cd (10) (Cd15) Cd(15)
3 jours 48,00 54,33 48,00 65,13 41,88 50,59 52,40 62,22
6 jours 57,89 73,71 61,62 73,23 60,56 62,43 59,31 64,30
9 jours 61,62 82,41 70,26 80,34 67,69 74,72 67,69 78,46
%DCO
12 jours 64,30 84,47 71,05 80,70 68,02 78,95 75,63 81,73
15 jours 66,92 88,97 72,43 84,01 72,43 79,00 78,46 83,84
20 jours 68,42 89,47 73,68 86,84 75,88 86,22 84,56 94,85
Tableau 111 : Evolution de I’élimination de la demande chimique en oxygeéne en présence du cuivre et
du cadmium
Téemoin Cu(2)+ Témoin Cu(s)+ Temoin Cu(10)+ Témoin Cu(15)+
(Cu(2)+ cd() (Cu(5)+ Cd(5) (Cu(10)+ Cd(10) (Cu(15)+ Cd(15)
Cd(2)) Cd(5)) Cd(10)) Cd(15))
3jours | 43,68 48,81 23,21 53,93 33,45 41,13 23,21 36,01
6 jours | 48,80 60,46 48,81 59,05 48,81 62,77 38,57 53,93
9jours | 56,48 69,28 53,46 60,44 58,11 66,72 48,81 55,79
%DCO
jolfrs 69,28 | 7952 | 5812 72,08 59,05 74,40 51,37 64,16
joljrs 72,08 81,38 69,28 82,08 67,42 76,96 62,77 67,43
j()2LJOrS 85,71 88,09 80,95 88,09 76,19 89,29 71,43 79,76
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Tableau IV : Evolution de 1’élimination de ’ammonium en présence du cuivre

Témoin Témoin Témoin Témoin
(Cu2) Cu(2) (Cus) Cu(b) (Cu10) Cu(10) (Cu1s) Cu(15)
3jours 11,31 -7,56 4,28 -6,57 4,28 -1,76 15,63 -6,94
6 jours 13,90 39,07 26,61 35,61 11,07 37,34 17,48 38,57
9 jours 33,39 62,01 38,08 45,73 19,58 45,23 31,07 46,71
%NH4+
12 jours | 95,31 98,11 79,52 93,71 44,37 46,96 41,78 59,79
15jours | 93,86 98,48 96,98 97,95 89,34 90,17 78,54 81,52
20 jours | 97,83 98,74 96,11 98,06 92,90 97,29 87,32 96,52
Tableau V : Evolution de 1I’élimination de I’ammonium en présence du cadmium
Témoin Témoin Témoin Témoin
(Cd2) Cd(2) (Cds) Cd(5) (Cd10) Cd(10) (Cd15) Cd(15)
3 jours 9,79 40,60 24,64 27,47 10,09 41,41 32,12 37,97
6 jours 34,94 45,05 43,33 45,65 54,34 60,20 49,79 59,79
9 jours 63,33 78,58 55,15 70,70 68,79 71,31 59,09 65,65
%NH4+
12 jours 69,90 93,94 82,42 94,55 81,21 81,41 64,85 73,53
15 jours 95,81 98,55 97,11 98,07 94,42 96,81 94,29 96,97
20 jours 97,48 98,23 97,88 98,25 97,70 97,70 96,61 98,00
Tableau VI : Evolution de I’élimination de I’ammonium en présence du cuivre et du cadmium
Témoin Cu(2)+ Témoin Cu(s)+ Témoin Cu(10)+ Teémoin Cu(15)+
(Cu(2)+ cd(2) (Cu(5)+ Cd(s) (Cu(10)+ Cd(10) (Cu(15)+ Cd(15)
Cd(2)) Cd(5)) Cd(10)) Cd(15))
3jours| 27,10 31,54 25,87 27,97 8,72 33,15 -5,83 6,75
6jours| 31,91 42,52 27,35 41,29 31,42 44,25 11,68 31,17
9jours| 46,71 47,45 30,68 53,62 39,19 44,99 38,70 47,21
%NH4+ joluzrs 66,70 93,09 64,48 95,16 67,44 85,20 44,86 54,36
j Olj | 9842 | 9872 | 9556 | 9734 | 9038 9625 | 7952 | 9334
jOZL?I‘S 98,72 99,16 97,72 98,57 97,29 99,58 95,51 96,77
Tableau VII : Plan expérimentale et les réponses
NUMEro des Variables réelles Réponses (%)
essals Us(Jours) | Uz(Pieds/m?) | Us(mgOz/L) | Yi(DCO) | Yaz(NHs") | Y3(POs*)
1 5 30 192 79,90 22,53 45,92
2 15 30 192 58,59 92,00 74,33
3 5 60 192 75,13 24,07 80,63
4 15 60 192 *62,12 86,25 99,35
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5 5 30 944 79,55 40,71 14,86
6 15 30 944 69,95 95,81 0,54
7 5 60 944 81,71 40,71 13,96
8 15 60 944 76,42 93,12 10,09
Tableau VIII: Modéles linéaires de prédiction des paramétres cuivre et cadmium

Méthode AIC Adj.R?

Modele 3 gls ()SéjrNum 300,278 0,209

Modele 4 gls ()SéjrNum+Met 282,366 0,442

© Modéle 5 gls ()SéjrNum+ConNum 286,995 0,441

Modéle 6 Ime ()SéjrNum+ConNum 288,995 0,441

Modele 9 gls ()SéjrNum 291,958 0,273

Modele 10 gls ()SéjrNum+Met 280,154 0,426

. Modele 11 gls ()SéjrNum+ConNum
Modéle 12 Ime ()SéjrNum+ConNum 288,844 0,323
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